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RESUMEN

Por décadas los dientes necrdticos inmaduros se trataron mediante la apexificacion,
obteniendo resultados poco favorables. Actualmente estan siendo reemplazados por
la regeneracion endoddntica que rige el uso de la pasta triple antibiotica (TAP) en la
desinfeccién de conductos, obteniendo éxito frente a patdgenos resistente como el
enterococcus faecalis. El uso de la minociclina como uno de los componentes de la
TAP gue produce decoloracién dental, ha sugerido reemplazarlo por otros antibidticos;
asimismo, contrarrestar los efectos citotoxicos, debido a las altas concentraciones
utilizadas de forma empirica. Se determiné la accidon antimicrobiana de dos pastas
antibioticas sobre cepas de E. faecalis utilizadas en la regeneracion endodontica. Se
identificd la concentracion minima inhibitoria (MIC) y la concentracion minima
bactericida (MBC) de las drogas que componen la TAP y la MTAP mediante el método
de dilucion en caldo sobre cepas de E. faecalis en concentraciones de 2 pg/ml; 1 pg/mi;
0,5 pg/ml; 0,25 pug/ml; 0,125 pug/ml para cada grupo. Existieron cambios significativos
de turbidez para la TAP de 2ug/ml y 1ug/ml; siendo esta dltima la MIC. No se
evidenciaron efectos bactericidas en ambas concentraciones. El grupo de la MTAP
obtuvo un cambio significativo en relacién a su turbidez en todas las concentraciones;
con excepcioén del grupo control, donde la MIC fue 0,125 pg/ml y la CBM 0,5 pg/ml,
respectivamente. Se concluye que la MTAP presenta mejor accion antimicrobiana a
bajas concentraciones que la TAP utilizada para la desinfeccion de conductos en la
regeneracion endodontica y terapias pulpares de dientes deciduos.

Palabras Clave: Regeneracion endododntica, enterococcus faecalis, pasta triple

antibidtica, concentracion minima inhibitoria, concentracion minima bactericida.
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ABSTRACT

For decades, immature necrotic teeth were treated with apexification, obtaining
unfavorable results. Currently they are being replaced by the endodontic regeneration
that governs the use of triple antibiotic paste (TAP) was proposed for the disinfection
of conducts, which was a success in the case of resistant pathogens such as
enterococcus faecalis. The use of minocycline as one of the components of the TAP
that produces discoloration tooth, has suggested replacing it with other antibiotics. Also,
counteract the cytotoxic effects, due to the high concentrations used empirically. To
determine the antimicrobial action of two antibiotic pastes over E. faecalis inendodontic
regeneration. The Minimal Inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC) of the drugs that make up the TAP and the MTAP were identified
by means of the broth dilution method on strains of E. faecalis in concentrations of 2
pg/ml; 1 pg/ml; 0.5 pg/ml; 0.25 pg/ml; 0.125 pg/ml to each group. There were significant
changes of turbidity for the TAP of 2ug/ml and 1ug/ml, the latter being the MIC. There
was no evidence of bactericidal effects in both concentrations. Furthermore, the
MTAP's group obtained a significant change with regards to its turbidity in all
concentrations, with the exception of the control group where the MIC was 0,125ug/ml
and CBM, 0,5 pg/ml respectively. It concluded that the MTAP presents better
antimicrobial action at low concentrations than the TAP used for the disinfection of root
canals in endodontic regeneration and pulp therapy of deciduous teeth.

Keywords: Endodontic regeneration, enterococcus faecalis, triple antibiotic paste,

minimum inhibitory concentration, minimum bactericidal concentration.
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CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

Para erradicar la polimicrobiota presente dentro de los conductos radiculares
necréticos® 6 a nivel de tejidos periapicales en dientes deciduos o permanentes
inmaduros; la American Academy of Pediatric Dentistry presenta diversos protocolos
de terapias pulpares, tales como la pulpectomia y la apexificacion.? Sin embargo,
debido a efectos secundarios como la baja microdureza de la dentina radicular,
fracturas post apexificacion, pigmentaciones por el MTA gris, y periodos largos de

tratamiento con hidréxido de calcio utilizando la apexificacion en dientes permanentes

inmaduro, la Asociacion Americana de endodoncia ha propuesto el proceso de
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regeneracion endodoéntica para estos casos.® Este proceso fomenta la nueva
formacion del complejo dentino-pulpar no dafiado, debido a la ingenieria tisular donde
participan las células madre que inducen a concluir el proceso de cierre apical,
reforzando la maduraciéon de las paredes dentinarias* en dientes permanentes
inmaduros con necrosis pulpar y lesiones periapicales.>® Por otro lado, han sido
reportadas la presencia de bacterias aerobias y anaerobias instauradas dentro del
conducto radicular, que son una de las principales causas del fallido tratamiento
endodontico. Esto se debe a ciertos microorganismos que son dificiles de erradicar; tal
es el caso del enterococcus faecalis, que es una especie comunmente aislada la cual
puede desempefar un papel en las infecciones endoddnticas persistentes, debido a
gue se adapta a cambios radicales en relacion a su medio ambiente y a su vez se
instala en lugares dificiles de eliminar como son los tubulos dentinarios formando
biofilms.” Como parte del protocolo de regeneracion endodoéntica, se requiere en la
primera fase eliminar la infeccion polimicrobiana encontrada dentro del conducto
radicular y en los tejidos periapicales. En una revision literaria se ha reportado que el
80% incluye la pasta triple antibidtica (TAP) en la desinfeccién de conductos debido a
su éxito;3% trabajada bajo el concepto de Esterilizacion de la Lesion y Reparacion de
los Tejidos LSTR.2 Sin embargo, actualmente existe controversia en cuanto a su
aplicacion, debido a la resistencia bacteriana producto del uso indiscriminado de
diferentes medicamentos y su relacion con la citotoxicidad sobre la papila dental,
células madre y fibroblastos® que han ocasionado los componentes de esta pasta
antibiotica utilizada dentro de la clinica de forma empirica. De esta forma se buscan
las concentraciones minimas que eliminen la infeccion microbiana presente sin

perjudicar otros tejidos alrededor del diente; asimismo, se ha demostrado que la
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minociclina, la cual es un componente de la TAP, produce decoloracion en dientes
deciduos y permanentes;19-1? afectando principalmente la estética de este Ultimo. Por
tal motivo, diversos estudios han propuesto descartarlo o sustituirlo por antibiéticos de
amplio espectro como la amoxicilina, cefaclor®4 ¢ la clindamicina.®*?2 Por todo ello,
se desea evaluar la accion antimicrobiana de la pasta triple antibiotica que es el gold
estandar actualmente, comparada con la pasta modificada con clindamicina sobre
cepas ATCC® de E. faecalis.®®* Asimismo, identificar la concentracién minima
inhibitoria (MIC) y la concentracién minima bactericida (MBC) para tener conocimiento
de la concentracion exacta con la cual podemos erradicar completamente al E.
faecalis; quien es una de las bacterias predominantes en las patologias pulpares
persistentes y variable principal en cuantificables estudios que buscan una solucion a

esta problematica.

1.2. Formulacion del problema
¢ Tendra la pasta triple antibiética mejor accidon antimicrobiana que la pasta triple
antibiotica modificada con clindamicina a concentraciones de 2 pg/ml, 1 pg/ml, 0.5

pg/ml, 0.25 pg/ml, 0,125 pg/ml sobre la cepa de enterococcus faecalis ATCC 292127

1.3. Justificacion

La utilizacion de la pasta triple antibidtica (TAP) en terapias pulpares de dientes
deciduos y permanentes inmaduros ha obtenido éxito a corto y largo plazo segun
literatura; debido a la accién antimicrobiana de sus componentes que trabajan bajo el
concepto de “esterilizar la lesion y reparar los tejidos” (LSTR), mediante el “tratamiento

endodontico no instrumentado” (NIET). Uno de los grandes problemas que afronta la
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TAP es la decoloracion dental, siendo el diente permanente inmaduro el mas afectado
estéticamente; debido a la minociclina, la cual ha sido reportada en distintos casos
clinicos como principal causa de esta complicacién. Por tal motivo, algunos autores
han propuesto no descartar el concepto de LSTR y NIET; sino optar por reemplazar la
minociclina por medicamentos de amplio espectro como la amoxicilina, cefaclor o en
algunos casos descartarlo y convertirlo en una pasta duantibiética (DAP). No obstante,
estas combinaciones no garantizan el éxito sino se considera otra de las causas
principales que es la incubacion de ciertos microorganismos dificiles de eliminar; tal es
el caso del E. faecalis; ya que se posiciona dentro de los tubulos dentinarios formando
biofilms, resultando un tratamiento endododntico desfavorable ocasionado por la
resistencia bacteriana que en diferentes ocasiones produce la reagudizacion del
proceso infeccioso, complicando la salud del paciente. Por otro lado, se han
identificado efectos citotoxicos sobre las células madre como parte de la definfeccion
del proceso de regeneracion endodontica, debido al uso empirico de estos
medicamentos que no presentan una concentracién estandar exacta. Teniendo en
cuenta que la TAP ha producido cierto tipo de complicaciones dentro del ambito clinico
y citologico, se propone una nueva alternativa que modifica la pasta triple antibiotica
con minociclina, quien sera reemplazada por la clindamicina con sus siglas (MTAP), la
cual ha sido evidencia en una serie de casos clinicos con éxito a largo plazo. Se desea
evaluar desde el campo microbiologico la eficacia las drogas que componen la TAP y
la MTAP sobre una de las bacterias mas prevalentes y dificiles de erradicar en terapias
pulpares, como el E. faecalis, debido a que hasta el momento no ha sido estudiada
desde este ambito, puesto que es una nueva alternativa principalmente para procesos

regenerativos endodonticos; reportada en cuatro articulos segin una revision
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bibliografica en bases de datos como EBSCO y PubMed. Si se obtuviese resultados
favorables de esta nueva alternativa para la mejora de la pasta triple antibiotica, se
direccionaria bajo el concepto de LSTR con la técnica NIET al igual que la TAP, debido
a las ventajas que proporciona a nivel clinico como el tiempo de empleo para su
ejecucion, sesiones cortas y atraumaticas para el paciente pediatrico; accesibilidad de
los materiales, bajo costo y 6ptimos resultados basados en la evidencia cientifica, con
el aporte de brindar la concentracion ideal de cada medicamento que compone la pasta
antibiotica modificada; de esta forma dar inicio a estudios mas profundos de esta nueva
combinacion de medicamentos enfocados en la citotoxicidad que pudiese presentar,
con la finalidad de constatar si existiese alguna alteracion en otros tejidos sanos
alrededor del diente; y de esta forma preservar la salud del paciente. No obstante, al
rehabilitar los dientes deciduos afectados nos evitamos una serie de problemas como
la afectacion del diente permanente, pérdida prematura de dientes deciduos, perdida
de espacio para diente permanente. Mientras que la pérdida del diente permanente
implica un problema mas severo como la afectacién del autoestima, mesializacion de
piezas dentarias, perdida de dimension vertical, maloclusion futura, problemas de la
ATM, entre otros.

Finalmente la metodologia empleada para identificar la accion antimicrobiana de
diferentes concentraciones de TAP y MTAP sobre esta cepa anaerobia facultativa sera
bajo los estandares que propone the Clinical and Laboratory Standards Institute,
quienes refieren que la técnica de dilucion en caldo es la mas apropiada para ser
trabajada en este cultivo bacteriano que recibira diferentes concentraciones diluidas
de antibidticos quimicamente puros, que dara inicio a estudios mas profundos de la

nueva alternativa de la pasta triple antibidtica modificada con clindamicina (MTAP).
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1.4 Objetivo

1.4.1 General

Determinar la accion antimicrobiana de la pasta triple antibiética y su modificacién con
clindamicina a concentraciones de 2 pug/ml, 1 pug/ml, 0.5 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0,125 pg/ml
sobre la cepa de enterococcus faecalis ATCC 29212: Estudio in vitro comparativo.
Lima — 2018.

1.4.2 Especificos

- Identificar la concentracién minima inhibitoria (MIC) de la pasta triple antibiotica (TAP)
a concentraciones de 2 pg/ml, 1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0,125 ug/ml sobre la
cepa de enterococcus faecalis ATCC 29212: Estudio in vitro comparativo. Lima — 2018.
- Identificar la concentracion minima inhibitoria (MIC) de la pasta triple antibiética
modificada con clindamicina (MTAP) a concentraciones de 2 pg/ml, 1 pug/ml, 0.5 pg/mi,
0.25 pg/ml, 0,125 pg/ml sobre la cepa de enterococcus faecalis ATCC 29212: Estudio
in vitro comparativo. Lima — 2018.

- Identificar la concentracion minima bactericida (MBC) de la pasta triple antibiotica
(TAP) a concentraciones de 2 pg/ml, 1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0,125 pug/ml sobre
la cepa de enterococcus faecalis ATCC 29212: Estudio in vitro comparativo. Lima —
2018.

- Identificar la concentracibn minima bactericida (MBC) de la pasta triple antibiética
modificada con clindamicina (MTAP) a concentraciones de 2 pg/ml, 1 pg/ml, 0.5 pg/ml,
0.25 pg/ml, 0,125 pg/ml sobre la cepa de enterococcus faecalis ATCC 29212: Estudio
in vitro comparativo. Lima — 2018.

- Comparar la accion antimicrobiana de la TAP y la MTAP sobre la cepa de

enterococcus faecalis: Estudio in vitro comparativo. Lima — 2018.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Lopez C et al. (2017) reportaron en Sevilla - Espafia una serie de casos clinicos
tratados con la técnica de revascularizacion; controlados clinica y radiolégicamente
por un periodo maximo de 12 meses. Dentro de los dientes diagnosticados con
necrosis se trataron incisivos y primeras molares permanentes inmaduros. Todos los
casos fueron tratados bajo el protocolo de revascularizacion; que implicé en la primera
fase el acceso a la camara pulpar, irrigacion profunda con hipoclorito de sodio y la

medicacion intraconducto compuesto por ciprofloxacino, metronidazol, minociclina y
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agua estéril; obturados con una pasta temporal. Posterior a 3 semanas retiraron la
medicacion para limpiar los conductos y fomentar el sangrado apical que sirvié como
una estructura de soporte para la revascularizacion de la pulpa; sobre ello colocaron
el MTA y obturaron el diente con una corona compuesta 0 metalica. Los resultados
fueron favorables logrando en corto tiempo el avance del proceso apical en todos los
casos. Llegaron a la conclusibn que una alternativa a la apexificacion seria la

revascularizacion por el corto proceso y buen pronéstico del tratamiento.*

Devaraj S et al. (2016) evaluaron en Chennai - India la eficacia de cinco medicamentos
intraconductos frente a biofilms maduros de enterococcus faecalis. Dentro del estudio
in vitro formaron biofilms maduros por 4 semanas que les colocaron diferentes grupos
de medicamentos; como la curcumina fotoactivada, 1mg de pasta triantibiotica TAP
(metronidazol, ciprofloxacino y minociclina), 1mg de pasta duantibiotica DAP
(metronidazol y ciprofloxacino), gel de clorchexidina al 2%, gel de hidroxido de calcio
y un grupo control. Mediante microscopia confocal Laser de barrido (CLSM) analizaron
la masa de biopeliculas y el porcentaje de bacterias vivas o muertas presentes dentro
del conducto radicular, asi como en los tubulos dentinarios. La evaluacion cuantitativa
de unidades formadoras de colonias (CFU/mL) en el biofilm fueron tomadas de la viruta
dentinaria, obtenidas de las paredes radiculares a 200 y 400 micras de profundidad.
Los resultados reportaron que la curcumina fotoactivada y la TAP ocasionaron una
interrupcion total en la estructura del biofilm; asimismo constataron que la curcumina
fotoactivada presenté un mayor numero de células muertas en ambas profundidades
mediante la CLSM. Ademas, observaron una disminucion significativa de CFU/mL,

utilizando la curcumina fotoactivada, TAP y DAP. En conclusion, demostraron que la
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curcumina fotoactivada tuvo mejor actividad antibiofilm y antibacteriana sobre el E.
faecalis; sin embargo no fue estadisticamente significativo en comparacion con la

TAP.15

Alyas S et al. (2016) examinaron en EEUU el efecto antimicrobiano directo e indirecto
residual de diferentes concentraciones de la pasta triantibiética (TAP) cargado en un
sistema de metilcelulosa sobre un biofilm maduro de E. faecalis. Para ello, cultivaron
cepas de E. faecalis en bloques de dentina esterilizadas (n=60), a quienes aplicaron
en seis grupos diferentes (n=10) concentraciones de (1,000 mg / ml), bajas
concentraciones de TAP a base de metilcelulosa (100, 10, y 1 mg / ml), pasta de
placebo o NaOCI al 1.5%. Posterior a ello, retiraron la TAP y realizaron pruebas de
disrupcién con el biofilm. Mientras que el proceso indirecto residual utilizé bloques de
dentina adicionales (n=120) que fueron preparados bajo el mismo procedimiento que
el grupo anterior (n=20), con la diferencia que antes del crecimiento de E. faecalis, la
TAP se lavo fuera y se sumergié independientemente en solucion salina tamponado
con fosfato en grupos de 2 o 4 semanas (n=10); asimismo se evalud al azar una
muestra de cada grupo por CLSM; mientras que al resto se les aplicé pruebas de
disrupcién del biofilm. Los efectos antimicrobianos directos de todos los grupos
excepto la pasta placebo erradicaron completamente el biofilm, mientras que 10mg/mi
de TAP o concentraciones superiores proporcionan sustancial efecto antimicrobiano
residual. Sin embargo, la dentina tratada con 1mg/ml de TAP o NaOCI al 1.5% no
mostré un sustancial efecto antimicrobiano residual. Concluyeron que la dentina
pretratada con 10 mg/ml o mayores concentraciones mostraron extenso efecto

antibacteriano residual, sugiriendo su uso durante la regeneracién endodéntica.1®
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Kangarlou Aet al. (2016) investigaron en Iran la eficacia antimicrobiana de selladores
AH26 y AH plus combinados con amoxicilina (AMX), pasta triantibiotica (TAP) o
nanoplata (NS) sobre cepas de E. faecalis. El trabajo in vitro requirié caldo de tripticasa
de soya para el crecimiento del E. faecalis que incubaron por 24 h a 37°C ajustados a
la escala de McFarland al 0.5. Para obtener la cantidad en polvo de amoxicilina, pasta
triantibidtica y nanoplata, optaron por utilizar el 10% del peso total de los selladores.
Examinaron la actividad antimicrobiana inmediata, al 1, 3 y 7 dia, a partir del
crecimiento de E. faecalis que fue cultivado sobre agar bilis esculina, embebiendo
mezclas de AHPIlus, AHPIlus + AMX, AHPIlus + TAP, AHPIlus + NS, AH26, AH26 +
AMX, AH26 + TAP y AH26 + NS en discos de papel sobre el cultivo; asimismo un disco
de control. Demostraron que la mezcla de los selladores con nanoplata no aumentaron
los efectos antimicrobianos; mientras que los selladores con amoxicilina tuvieron alta
eficacia inmediatamente de ser aplicado. Sin embargo, la TAP tuvo mayor eficacia
antimicrobiana unida a ambos selladores. Concluyeron que la AMX y la TAP mejoraron
significativamente las propiedades del AH26 y AH plus; asimismo tales propiedades
disminuyeron con el tiempo, siendo mejores que los selladores utilizados solos o

mezclados con nanoplata.t’

Sabrah AH et al. (2015) evaluaron en Indianopolis — EEUU el efecto antibacteriano de
varias diluciones de antibidticos utilizados ampliamente en la regeneracion
endoddntica contra biofilms de E. faecalis; asimismo examinaron la superviviencia de
las células madre provenientes de la pulpa dental (DPSCs). Para evaluar los efectos
citotoxicos y antibacterianos, elaboraron diluciones de 0,125, 0,25, 0,5, 1y 10 mg/ mL

a partir de antibioticos que componen las pastas TAP y DAP. Almacenaron los

21



antibioticos por 3 dias sobre el biofilm de E. faecalis, después de este periodo
contabilizaron las UFC/mL incubadas sobre placas con agar tripticasa de soya (TSA).
Por otro lado, determinaron la citotoxicidad de ambos grupos de antibioticos mediante
pruebas de actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) y pruebas de viabilidad celular
(WST-1) que fueron medidos en porcentajes utilizando células madre de la pulpa
dental de terceras molares después de 3 dias almacenados sobre las diferentes
diluciones de antibioticos. Los resultados confirmaron que todas las diluciones de
ambos grupos de antibiéticos disminuyeron la cantidad de UFC/ml de E. faecalis. En
relacion a la citotoxicidad de los antibidticos, el ensayo de WST-1 demostro que todas
las soluciones redujeron la viabilidad de la DPSCs excepto la concentracion de 0.125
mg/ml; mientras que las pruebas de LHD reportaron que las concentraciones de DAP
(0.5,0.25,0.125mg/ml) y TAP (0,25 y 0,125 mg / ml) no eran téxicas contra la DPSCs.
Concluyeron que todas las diluciones obtuvieron efecto contra el biofilm de E. faecalis.
Siendo la concentracion de 0,125 mg / ml de DAP 6 TAP la que menor efecto citotoxico

tuvo sobre la DPSCs.18

Algarni A et al. (2015) en Indianapolis - EEUU realizaron un estudio longitudinal para
evaluar el efecto inhibidor de geles compuestos por pasta triantibiética modificada con
clindamicina (MTAP) o pasta duantibiética (DAP) contra la formacion de biofilm por
enterococcus faecalis y porphyromonas gingivalis. Cultivaron de forma individual la
suspension de cada cepa; donde posteriormente aplicaron en placas de microtitulacion
de 96 pocillos, los geles antibidticos cargados con metilcelulosa de MTAP 6 DAP a una
concentracion de 1 mg/ml en diferentes diluciones de 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, y 1:160;

asimismo elaboraron una muestra placebo y un control negativo. Después de 48h de
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incubacion determinaron con tincion cristal violeta al 0.5% la formacion del biofilm
mediante un espectrofotometro de microplaca que midié la absorbancia Optica a 490
nm. Realizaron el mismo procedimiento al mes y tercer mes de almacenado el gel a
4°C para verificar su estabilidad antibacteriana. Finalmente encontraron que los geles
compuestos por MTAP y DAP redujeron significativamente la formacion de biofilm de
ambas cepas bacterianas en los tres periodos, independientemente de las diluciones
preparadas. Asimismo no se obervaron diferencias significativas sobre el efecto
inhibidor de ambos geles sobre la biopelicula durante el periodo de prueba;
concluyendo que ambos geles de MTAP y DAP a una concentracion de 1mg/ml

tuvieron efectos significativos sobre E. faecalis y P. gingivalis.*®

Reyhani M et al. (2015) evaluaron en Iran, los efectos antimicrobianos de la pasta
triantibiotica (TAP) a diferentes concentraciones sobre un biofim maduro de E.
faecalis. Para ello utilizaron 287 incisivos centrales que fueron preparados para ser
infectados con cepa de E. faecalis ATCC 29212 dentro del conducto radicular por seis
semanas. Los antibidticos fueron diluidos en serie hasta obtener las concentraciones
0.01-,0,1-,1-,10-, 100-, y 1,000 mg/ml de TAP y solucion salina de control que fueron
incubadas dentro de los conductos radiculares infectados. Para su evaluacion se
tomaron muestras de viruta dentinaria durante el intervalo de 1, 2, 3 y 4 semanas;
estas muestras fueron cultivadas en placas de agar Mueller Hinton después de una
serie de diluciones. Mediante el recuento de unidades formadoras de colonias (CFU)
demostraron que la TAP en concentraciones 1.000, 100 y 10 mg / ml, logra erradicar
completamente el biofilm; mientras que concentraciones de 1-, 0,1-, y 0,01 mg / ml

redujo un numero significativo de biofilm comparado con el control dentro del intervalo
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de tiempo. Concluyeron que el uso de concentraciones mas bajas de la TAP en un
corto plazo podria erradicar el biofilm maduro de E. faecalis y disminuir los efectos

secundarios que podria producir la alta concentracion de la TAP.?°

Bravo (2015) evalué en Brasil el efecto antibacteriano de las drogas 3Mix - MP y sus
combinaciones alternativas sobre cepas de E. faecalis y F. nucleatum. Sobre las cepas
cultivadas en caldo de tripteina de soya afiadieron concentraciones 25ug/ml;
6,25ug/ml; 1,56ug/ml; 0,39ug/ml; 0,195ug/ml; 0,097ug/ml de diferentes drogas que
componen la 3Mix, 3Mix-Cefaclor y 3Mix-Amoxicilina. Mediante el método de dilucién
en caldo identific la concentracion minima inhibitoria (MIC) y la concentracion minima
bactericida (MBC); mientras que a través del método de difusion en agar modificado
determind la accidén antibacteriana de los vehiculos de macrogol, propilenglicol y su
combinacion. Los resultados de la MIC de 3Mix, 3Mix-Cefaclor, 3Mix-Amoxicilina
fueron 0,39ug/ml, 0,39ug/mly 0,195ug/ml sobre E. faecalis, mientras que sobre la cepa
de F. nucleatum fueron 0,195ug/ml, 0,195ug/ml y <0,097ug/ml respectivamente. Por
otro lado la MBC de 3Mix, 3Mix-Cefaclor y 3Mix-Amoxicilina fueron >25ug/ml, 25ug/ml
y 6,25ug/ml sobre E. faecalis, mientras que sobre F. nucleatum fueron 0,195ug/ml,
0,195ug/ml y <0,097ug/ml respectivamente. Por otro lado no existiéo efecto de los
vehiculos ni de su combinacion sobre las cepas de E. faecalis y F. nucleatum. Por
tanto concluyd que la droga 3Mix-Amoxicilina tuvo un efecto antibacteriano superior a

las combinaciones 3Mix y 3Mix-Cefaclor.?!

Burrus et al. (2014) reportaron en Wisconsin - EEUU tres casos clinicos con el fin de

demostrar la eficacia antimicrobiana de una nueva combinacion de pasta antibiotica
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aplicada en dientes deciduos que requirieron terapia pulpar. Los autores elaboraron la
nueva combinacion de la pasta medicamentosa bajo el concepto de LSTR, donde
proponen el uso de clindamicina por la minociclina, debido a la decoloracion que
produce; asimismo incorporaron yodoformo por su accidn bacteriostatica y
radiopacidad. La denominaron 3Mix-MP-R, compuesta por metronidazol,
ciprofloxacino, clindamicina, propilenglicol, macrogol y yodoformo. Los tres pacientes
tenian 4, 6 y 7 afos, los dos primeros fueron diagnosticados con necrosis pulpar y
abceso dentoalveolar agudo y el ultimo con pulpitis irreversible y abceso dentoalveolar
agudo. A todos ellos se les aplicé la pasta 3Mix-MP-R. En los tres casos clinicos
encontraron silencio clinico evaluado durante los controles; asimismo evidenciaron
radiograficamente un aumento del trabeculado 6seo y radiodensidad a nivel de furca.
Dado los resultados positivos, los autores concluyeron que la terapia LSTR con esta
nueva alternativa garantiza una opcion fiable, atraumatica y prometedora en terapias

pulpares de pacientes pediatricos.*?

Akcay M et al. (2014) evaluaron en Turquia la decoloracién en la corona dental
producida por diferentes pastas antibiéticas que presentaron como base metronidazol
y ciprofloxacino con diferentes alternativas como la minociclina, doxiciclina, amoxicilina
o cefaclor. Para ello utilizaron 70 dientes extraidos de bovino que fueron cortados
hasta la union cemento-esmalte presentando una longitud radicular de 10mm. Dentro
de la preparacion intraconducto eliminaron todo el tejido pulpar seguida de la irrigacion
con hipoclorito de sodio; a partir de ello cada grupo (n = 10 por cada grupo) que fue
dividido aleatoriamente recibio los diferentes rellenos: sin llenado (control Grupo),

hidroxido de calcio, pasta duantibiética (DAP), pasta triple antibiotica (TAP) con
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minociclina, TAP con doxiciclina, TAP con amoxicilina'y TAP con cefaclor que fueron
finalmente cubiertas por algodon y un material temporal. A través del espectofotometro
analizaron los cambios de color “DE” que fueron tomados desde el dia 1 hasta las 3
semanas de la colocacion de los materiales de relleno. Observaron cambios de
coloracién de los rellenos compuestos por la TAP con minociclina, TAP con doxiciclina
y TAP con cefaclor; mientras que el grupo control, hidréxido de calcio y los grupos DAP
no mostraron cambios de color. Concluyeron que todas las pastas antibioticas, excepto

la DAP producen decoloracion en dientes extraidos de bovinos.??

Prather B et al. (2014) determinaron en Indianopolis - EEUU la microdureza vy
estructura quimica de la dentina radicular después de la aplicacion de dos
concentraciones diferentes de pasta triantibiotica (TAP) y su modificacion con
clindamicina (MTAP). Seleccionaron un total de 85 premolares que fueron preparados
e instrumentados para recibir la TAP y la MTAP. Estos fueron divididos en cuatro
grupos (n=17) y uno de control; el primer grupo present6é 1 g/mL de TAP o MTAP y los
otros dos grupos de tratamiento recibieron 1 mg/mL de TAP o MTAP cargados de
metilcelulosa para darle una mejor consistencia. Las muestras fueron almacenadas
por 4 semanas a 37°C con una humedad relativa del 100%. La evaluacion de la
microdureza fue evaluada antes y después del procedimiento mediante el test de
microdureza de Vickers. Asimismo mediante la espectroscopia de infrarrojos
transformada de Fourier (FTIR) analizaron la estructura quimica. Los resultados
demostraron una reduccion significativa en la microdureza de todos los grupos en
comparacion con el grupo control, siendo el grupo de 1 g/mL de TAP el que mayor

cambio produjo sobre la microdureza. Ademas, 1 g/mL de TAP y MTAP causaron
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menor efecto sobre la matriz mineral de fosfato/amida I. Concluyeron, que aplicar
1mg/mL de TAP o MTAP podria minimizar la reduccion de la microdureza y efectos en

la estructura quimica.?®

McTigue DJ et al. (2013) reportaron en Ohio — EEUU una serie de 32 casos de
endodoncia regenerativa en 28 nifilos que oscilaban entre 6 y 17 afios, a quienes les
aplicaron dos diferentes tipos de pasta medicamentosa como parte del protocolo,
durante un periodo de 51 meses. Los casos presentaron signos de necrosis, producto
de lesiones traumaticas, cariosas y anomalias anatémicas. Utilizaron sedacién con
oxido nitroso y analgesia de oxigeno a todos los pacientes. Los diez primeros casos
fueron tratados con la pasta triantibiotica que contuvo minociclina, que fue cambiada
debido a la decoloracion dental; no obstante modificaron la TAP sustituyéndolo por
clindamicina de 150mg. Posterior a 3 0 4 semanas de la primera fase retiraron la pasta
triantibiética modificada, donde colocaron 3 a 4mm de MTA (gris o blanco) sobre el
coagulo sanguineo hasta la union cemento-esmalte mediante un microscopio
quirurgico usado en todos los casos. Los resultados evidenciaron la cicatrizacién apical
de 31 dientes, donde 23 dientes tuvieron éxito en el cierre apical, las paredes
radiculares de 22 dientes aumentaron su espesor y la longitud radicular aumenté en
21 dientes.Un total de 14 casos present6 decoloracién dental. Siete de ellas ocurrieron
con el uso de minociclina y como MTA gris. Finalmente informaron que se necesita
una relacion entre profesionales odontopediatricos y endodoncistas para resolver

casos clinicos complicados.?*
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Chuensombat S et al. (2013) evaluaron en Tailandia la citotoxicidad y eficacia
antibacteriana de cada compuesto antibidtico de la 3Mix y su combinacion. Dentro de
la prueba de citotoxicidad extrajeron células de la pulpa dental (DPCs) y células de la
papila apical (APCs) a partir de terceras molares, cultivadas en medio Alpha-MEM.
Estas fueron expuestas individualmente en cada antibiético 6 mezclada como 3mix a
concentraciones de 0.024, 0.097, 0.39, 1.56, 6.25 y 25.00 mg/mL durante 1, 3,5y 7
dias. A partir de ello, determinaron la viabilidad celular mediante la prueba de bromuro
de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difenil tetrazolio (MTT). Por otro lado, recolectaron
muestras bacterianas de dientes necroticos que fueron sembradas en agar sangre; a
quienes les aplicaron dos concentraciones antibiéticas de 25 mg/ml y 0,39 mg/ml de
cada antibiético 6 como 3Mix, para evaluar la eficacia antibacteriana. La concentracion
minima de 0.024 mg/ml demostré mayor viabilidad celular en todos los grupos en los
diferentes periodos; reportando en el dia 7 que 0,39 mg/ml mostré una viabilidad
celular al 90%. En los ensayos antibacterianos observaron que 25 mg/ml de la
combinacion de 3Mix erradicO completamente las bacterias aisladas; mientras que
0,39 mg/ml no logré la eliminacion total de bacterias. Concluyeron que todos los
medicamentos excepto el metronidazol indujeron citotoxicidad sobre las células
cultivadas, siendo la combinacién de 3Mix quien proporcion6 mayores niveles de
citotoxicidad en comparacién con un solo medicamento. Finalmente 0,39 mg/ml de
3Mix mostré menor citotoxicidad y redujo significativamente las bacterias aisladas a

partir de dientes necroticos.®
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2.2. Base Teorica
2.2.1 ODONTOGENESIS
El proceso de formacién de los 6érganos dentales ubicados en el hueso maxilar de un
embrion es denominado odontogénesis, que originara las denticiones primarias y
permanentes en forma secuencial. Dentro de este proceso surgen dos capas
germinativas que son: el epitelio ectodérmico que da origen al esmalte y el epitelio
ectomesénquima o mesénquima cefalico que dara origen al resto de tejidos como, el
complejo dentinopulpar, cemento, ligamento periodontal y hueso alveolar. Mediante el
fendbmeno de la interaccién impulsado por el mesénquima entre otros factores
guimicos se dara como resultado la determinacion, diferenciacion y organizacion de
los tejidos dentales. Como parte de la odontogénesis se dividen dos fases
denominadas: la morfogénesis y la histogénesis que son etapas fundamentales para

la formacién completa del 6rgano dental.?®

2.2.1.1 Morfogénesis dentaria

Desarrollo y formacion del patron coronario

También denominada morfodiferenciacion, que consiste en el desarrollo y formacién
de patrones coronarios y radiculares, como resultado de la division, desplazamiento y
organizaciobn en diferentes capas de las poblaciones celulares, epiteliales y
mesenquimatosas que son parte del proceso. Todos estos cambios inician entre la 62
semana de vida intrauterina, surgiendo la primera diferenciacion de la lamina dental a
partir del ectodermo que cubre la boca primitiva o estomodeo. Es la diferenciacion de
la lamina dental mediante una actividad proliferativa intensa y localizada que a la 82

semana de vida IU se forman 10 epitelios dentro del ectomesénquima ubicados en
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cada maxilar que daran lugar a la denticion primaria. Asimismo, de esta lamina surgiran
los 32 gérmenes dentarios de la denticion permanente alrededor del 5° mes de vida
IU. El desarrollo de cada 6rgano dental es secuenciado por una serie de etapas, que
de acuerdo con su morfologia se denominan:?®
a) Estadio brote, macizo o yema

Es el periodo donde inicia la formacion de los futuros drganos del esmalte, que son
originados a partir de una division mitotica de algunas células de la capa basal del
epitelio, que no son mas que células madres que persistiran durante este proceso en

las siguientes etapas.?®

Epitelio bucal

W7 Lamina vestibular

= laiﬁiix;il'civﬂlan;

. '7llmle oyema _ Y
Condersacion .
del mesénquima s

-

Mesefigutima
Cantifago *

Fig 1. Esquema de la formacién del estadio brote o yema dentario. (Adaptada de Gomez de Ferraris et al 2009)
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b) Estadio casquete
La proporcion desigual del brote alrededor de la 92 semana determinara una
concavidad que posteriormente albergara la lamina dentaria que dara origen al
complejo dentinopulpar. El brote que mas adelante dara paso al érgano del esmalte,
se divide histolégicamente en epitelio dental externo e interno y reticulo estrellado;
donde se han hallado posibles nichos de células madres. Por otro lado, el tejido
mesenquimatico que se encuentra alrededor del casquete serd condensado
conviniéndose fibrilar para dar origen al saco dentario primitivo o foliculo dental. En
conjunto el érgano del esmalte, la papila y el saco forman el germen dentario que en
resumen se obtiene en esta etapa de casquete que es fundamental para el desarrollo

dentario.?®
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Fig 2. En el esquema izquierdo se observa el estadio casquete en la fase inicial. En el esquema derecho se encuentra el estadio

casquete en una fase avanzada. (Adaptada de Gomez de Ferraris et al 2009)

c) Estadio campana
Presenta una etapa inicial y avanzada donde se hacen mas evidentes que en el estadio

de casquete los procesos de morfo e histodiferenciacion del 6rgano del esmalte, papila
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y saco dentario, ocurrido entre las 14 y 18 semanas de vida IU. Uno de los cambios
otorgados en este estadio es la presencia del estrato intermedio ubicado entre el
reticulo estrellado y el epitelio interno ubicados en el 6rgano del esmalte que cumple

un rol importante en la etapa de secrecion y mineralizacién del esmalte; asimismo

Cuadro 1. Cambios estructurales de la fase inicial del
estadio campana

Organo del esmalte a) epitelio externo

(cuatro capas) b) Reticulo estrellado
c) Estrato intermedio: céulas planas
d) Epitelio interno o preameloblastos

Papila dentaria Sin diferenciacion odontoblastica
Saco dentario Celulovascular
(dos capas) Fibrilar

se ha descrito que las células madres ubicadas en el reticulo estrellado participarian

en la formacion del estrato intermedio.?®
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Fig 3. Esquema del estadio de campana en una fase inicial (Adaptada de Gomez de Ferraris et al 2009)
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En la etapa de campana avanzada y antes que los odontoblastos comiencen a
sintetizar y secretar la matriz dentinaria, los ameloblastos jévenes experimentan un
cambio de polaridad que los transformara por citodiferenciacion en ameloblastos
secretores o maduros. Esta se caracteriza por presentar en su region proximal el
proceso de Thomes que sintetiza y secreta esmalte prismatico. Por otro lado, la
diferenciacion de los odontoblastos realizados en la papila dental a partir de células
ectomesenquimatosas presenta similar proceso a los ameloblastos convirtiéendose en
odontoblastos jovenes y, por ultimo en odontoblastos maduros o secretores. Asimismo,
en su extremo libre o proximal se encuentra el proceso odontoblastico o prolongacion
odontoblastica localizada en la matriz dentinaria. Los odontoblastos presentan las
caracteristicas ultraestructurales de wuna célula secretora de proteinas para
exportacion; asimismo, cuando se forma dentina, la zona central de la papila se
convierte en pulpa dental, caracterizada por la presencia de fibroblastos jovenes. La
presencia de fosfatasa alcalina en los odontoblastos, zona subodontoblastica y estrato
intermedio del érgano del esmalte nos indicaria una colaboraciéon de forma directa o
indirecta en diversos procesos como la formacién o mineralizacion de la matriz
organica del esmalte y dentina. Finalmente, el saco dentario en la etapa campana se
encuentra presente con mayor notoriedad, debido a su formacion de dos capas, una
interna celulo-vascular y una externa con gran aportacion de fibras colagenas. A partir
de la capa celular constituida por células mesenquimatosas indiferenciadas derivaran
los componentes del periodoncio de insercion: cemento, ligamento periodontal y hueso
alveolar. En esta etapa se observa que la lamina dental se ocupa en el lugar mas
profundo, situandose detras del 6rgano del esmalte para formar el esbozo o brote del

diente permanente.?®
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Cuadro 2. Cambios estructurales de la fase avanzada del estadio campana

Organo del esmalte a) epitelio externo: discontinuo por invasion de capilares del saco

(cuatro capas) b) Reticulo estrellado: mas abundantes partes laterales
¢) Estrato intermedio: mayor nimeros de capas zona cuspides o borde incisal
d) Ameloblastos jévenes: células cilindricas con organoides no polarizados

~ Estrato intermedio

Papila dentaria Diferenciacién odontoblastica
Periferia papila

Predentina (Sin mineralizar) s

Conexion
amelo-dentinaria

Dentina

f . Proceso
Dentina odontoblistico

Predentina

= Odontablastos

Saco dentario Dos capas bien manifestadas

d) Estadio foliculo dentario, terminal o maduro
Esta etapa se inicia con el depdsito de matriz del esmalte sobre las capas de la dentina
en desarrollo mediante periodos de actividad y reposo. La formacién de la matriz
organica, a cargo de los odontoblastos para la dentina y de los ameloblastos para el
esmalte, son seguidos por la fase inicial de su mineralizacién; como por ejemplo en
dientes primarios al promediar entre el quinto y sexto mes de vida IU. Una vez formado
el patrén coronario e iniciado el proceso de histogénesis mediante mecanismos de
dentinogenesis y amelogenesis, empieza el desarrollo y formacién del patréon

radicular.?®
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Fig 4. Esquema del estadio de foliculo dentario aposicional (Adaptada de Gomez de Ferraris et al 2009)

Desarrollo y formacion del patron radicular

La vaina epitelial de Hertwing presenta un rol importante dentro de la induccién y
modelacion de la raiz dental. Esta resulta de la fusion del epitelio interno y externo del
organo del esmalte sin la presencia del reticulo estrellado a nivel del asa cervical. La
vaina prolifera en profundidad en relacion con el saco dentinario por su parte externa
y con la papila dentaria internamente. Al proliferar, la vaina induce a la papila para que
se diferencien los odontoblastos radiculares. Al depositarse la primera capa de dentina
radicular, la vaina epitelial de Hertwing pierde continuidad formando los restos
epiteliales de Malassez que en un adulto persisten en el ligamento periodontal. Estos
restos son fuente de origen del revestimiento epitelial de quistes radiculares. En
resumen, la produccion de dentina por los odontoblastos es seguida por la regresion
de la vaina y la diferenciacion de cementoblastos provenientes de células del saco

dentario que rodea la vaina.?>26
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2.2.2 LA PULPA

Es un tejido conjuntivo laxo de origen mesenquimatoso hallada en medio de la camara
pulpar y los conductos radiculares, que forman junto con la dentina el complejo
dentinopulpar. La funcién primaria del tejido pulpar es la formacion de dentina inducido
por los odontoblastos. Entre sus funciones secundarias se encuentran la funcion
sensitiva, funcion de nutricion, y funcion de proteccion. La pulpa dental presenta un
alto contenido de células de fibroblastos, macrofagos y linfocitos, fibras reticulares,
fibras colagenas, liquido tisular, sustancia fundamental amorfa, vasos sanguineos,
vasos linfaticos, y nervios.?¢

Los dafios pulpares con frecuencia pueden causar molestias y alteraciones. Por
ejemplo, algunas lesiones que no derivan de la pulpa pueden diferenciarse con unas
de origen periodontal, que finalmente podria provocar un erroneo diagnostico y plan

de tratamiento.26

2.2.3 PATOLOGIAS PULPARES

Esta enfermedad que afecta a los dientes y sus tejidos circundantes ha sido motivo de
consulta-urgencia odontologica a consecuencia de la odontalgia dolorosa que la
caracteriza y las complicaciones que podrian conllevar a comprometer la salud general
del paciente, en caso no sea tratado en el tiempo establecido por el profesional.?’ Todo
surge a partir de un irritante biologico, fisico, quimico o eléctrico que altera la pulpa
dental produciendo cambios anatomopatolégicos que en conjunto con las evidencias
semioldgicas podria resolver favorablemente la lesion leve o disfuncién ocasionada
por la agresion. Si en caso fuese grave la situacion, inclinandose por una resistencia

larga y pasiva conllevaria a la cronicidad de la patologia pulpar pudiendo degenerar
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los tejidos alrededor del diente propiciando la necrosis pulpar o patologias
perirradiculares.?®
Etiopatogenia
Son diversos los estimulos que producen la inflamacién y necrosis pulpar, asi como
las complicaciones periapicales. Sin embargo existen tres que han sido reportados en
innumerables investigaciones, entre ellas la caries dental, las bacterias, el traumay las
anomalias o aberraciones del desarrollo.?4:26.29-32

a) Caries
Se considera a la caries dental como el principal factor causal de las alteraciones
pulpares.?® Afectando a un 46,9% y 58,5% de los pacientes que acuden a consulta,
debido a patologias pulpares o periapicales. A consecuencia de la caries dental se
realizan tratamientos restauradores que en ocasiones no fueron tratados
correctamente; conllevandolos a tratamientos endododnticos por alguna afeccion
pulpar. No obstante, los tratamientos defectuosos como resultado de la caries dental
son la segunda amenaza que afecta la salud pulpar, encontrandose entre el 21,6% y
28,3% que compromete a la poblacion.30:32

b) Bacteria
Dentro del ambiente clinico existen diferentes factores potencialmente destructivos,
especialmente de indole bacteriano que pueden poner en peligro la vitalidad pulpar.
Como por ejemplo las bacterias que se encuentran en el medio oral y se filtran en los
margenes de las restauraciones. Este factor actua dentro del proceso carioso durante
el crecimiento y muerte celular de los microorganismos liberando elementos que

podrian iniciar las respuestas pulpares mediante diversos mecanismos, como:?°
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e La instalacion de compuestos bacterianos que actian como antigenos
iniciadores de la respuesta inmunoldgica.

e La liberacion de mediadores inflamatorios promovidos por las células de la
pulpa, que incluyen a los odontoblastos, quienes son las primeras células de
defensa bacteriana.

c) Trauma
Los procedimientos dentales que pueden provocar calor friccional cerca a la pulpa han
demostrado la presencia de necrosis pulpar con una frecuencia del 10 al 15% posterior
a 5y 10 afios del tratamiento.?® Asimismo, diferentes situaciones de traumatismos
accidentales también podrian ocasionar una alteracion dentro del complejo dentino-
pulpar que provoque la muerte de la pulpa; dirigiéndose en un futuro a ser el factor
etioldgico principal que reemplace a la caries dental, debido a que su incidencia ha ido
aumentando en estos Ultimos afios, principalmente en escolares que oscilan los 6-10
afnos.?® Sin embargo las cifras actuales demuestran que el 11,3% de los casos
presentados en consulta acuden por esta razéon.°

d) Anomalias del desarrollo
A menudo los odontdlogos se encuentran frente a pacientes de edad temprana que
presentan anomalias anatdmicas en ambas denticiones. En la mayoria de casos la
pulpa se degenera conllevandolos a un estado de necrosis y el paciente llega a
consulta con el problema complicado por la cronicidad de la situacion, manifestando
dolor, inflamacién y en ocasiones la presencia de fistula que nos indica un proceso
agudo.®? Se han reportado del grupo de anomalias dentarias de forma las que
mayormente estan involucradas a desatar alguna alteracion pulpar, tal es el caso de

los tubérculos hallados en la zona central de los dientes.?4
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Clasificacion
Miller, hace méas de un siglo describié que las bacterias estan relacionadas de cierta
manera con las enfermedades de la pulpa y planteo la hipétesis que estas bacterias
son el principal detonante de enfermedades de origen endoddntico. Esta hipétesis ha
sido demostrada con el paso de los afios, como las bacterias se han visto implicadas
en la patogénesis y progresion de la enfermedad pulpar y periapical.®® Desde ese
periodo hasta la actualidad han surgido diversos intentos para concretar la clasificacion
de las patologias pulpares y periapicales, siendo la clasificacion de la American Board
of Endodonctics (ABE) en 2007 entre la mas descrita y aceptada dentro de la literatura

para el diagnéstico de estas enfermedades.3*

Tabla 1. Clasificacion clinica de las enfermedades pulpares y periapicales segin la ABE.

ENFERMEDAD PULPAR ENFERMEDAD PERIAPICAL (APICAL)
Pulpitis reversible Periodontitis apical sintomatica
Pulpitis irreversible sintomatica Periodontitis apical asintomatica
Pulpitis irreversible asintomatica Absceso apical agudo
Necrosis pulpar Absceso apical cronico
Tratamiento previamente iniciado

a) Pulpitis reversible
La pulpa dental en este estado se encuentra irritada provocando molestia al paciente;
a consecuencia de factores etioldgicos como la caries dental, dentina expuesta,
tratamientos recientes o restauraciones defectuosas. En estas circunstancias resolver

el problema de forma conservadora seria lo mas viable. Sin embargo, las molestias
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pueden seguir surgiendo en caso la dentina se exponga nuevamente ocasionando una
sensibilidad dentinaria por los movimientos ejercidos a los liquidos tubulares.3*
b) Pulpitis irreversible

Esta situacion se origina cuando el tejido pulpar se encuentra enfermo y se debe
extirparlo.®*

Pulpitis irreversible asintomética
En ocasiones una caries profunda no producira indicios de la afectacién del nervio ni
clinica ni radiograficamente; por ello se debe instaurar un tratamiento endodontico para
evitar una pulpitis irreversible sintomatica y no llegar a una necrosis pulpar.3*

Pulpitis irreversible sintomatica
La principal caracteristica es el dolor intermitente o espontaneo que suscita el paciente;
siendo los cambios de temperatura drasticos los que provoguen con mayor facilidad
estos episodios, incluso después de eliminar el estimulo térmico. El dolor puede ser
agudo o sordo, localizado o referido producto de antecedentes dentales.
Radiograficamente no se observan cambios marcados en un inicio; mas adelante si se
podria observar un ensanchamiento periodontal y podria darse una irritacion pulpar,
debido a una calcificacién extensa de la camra pulpar y ligamento periodontal. Al no
solucionar esta complicacion, las circunstancias podrian conllevarlo a la necrosis
pulpar.3*
Entre las enfermedades pulpares clasificadas segun la ABE, se encuentran con mayor
incidencia estudios orientados a resolver ciertas patologias como la necrosis pulpar y
lesiones periapicales, debido a la gran incidencia microbiana instauradas en dientes
deciduos y permanentes donde han evidenciado que existe similar presencia de

microorganismos anaerobios encontramos en ambas denticiones.
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c) Necrosis pulpar
Es la muerte pulpar del diente donde dejan de funcionar todos los procesos
metabodlicos de este organo, conllevandolo a una pérdida de su estructura como
resultado final de un proceso patolégico en el cual la pulpa no puede reintegrarse a la
normalidad por no tener capacidad de reaccién.®® Es la muerte de la pulpa como
resultado de una pulpitis irreversible no tratada o de una lesion traumatica que
interrumpa la irrigacién sanguinea de la pulpa. Esta patologia pulpar puede ocasionar
una necrosis pulpar puede ser parcial o total.3® Pudiendo no responder a pruebas
eléctricas ni estimulos por el frio; pero aveces podria desatar algun dolor cuando
aparecen sintomas por extension de la enfermedad de los tejidos periradiculares e
incluso mostrar sintomas de pulpitis irreversible. Las bacterias pueden seguir
creciendo en el interior del conducto una vez la pulpa este necrosada.3* Instaurandose
bacterias anaerobias como las encontradas por Sato en el afio de 1993, quien hallé en
dientes primarios 276 cepas bacterianas; 251 (91%) eran anaerobios estrictos. De
ellos se encontraron cepas como el Peptostreptococcus (25%), Propionibacterium
(19%), Eubacterium (1 7%) y Fusobacterium (1 al 3%) quienes eran parte principal de
la flora bacteriana en las lesiones de los dientes deciduos en humanos.
Bifidohacteriurn (2%), Lactobacillus (1%), Actinomyes (1 %) y Veillonellas (0,7 %) se
encontraron en menor cantidad dentro de la flora.36:37
d) Previamente tratado

Es cuando el diente presenta un tratamiento endoddntico no quirdrgico previo y cuyo
sistema de conductos ha sido obturado con algun cemento radicular. Pudiendo

presentar o no sintomatologia y requiriendo un tratamiento quirtrgico adicional.®*
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e) Tratamiento iniciado previamente
Se da cuando el tratamiento endodontico ha sido abordado parcialmente.

Realizandose una pulpotomia o pulpectomia anteriormente.3

Enfermedad periapical
Son procesos inflamatorios y/o infecciosos de poca intensidad y de larga duracion
localizados a nivel de los tejidos periapicales del diente.383°

f) Periodontitis apical sintomatica
Su principal malestar se efectuara cuando el paciente ocluya o a la percusion del diente
otorgando una respuesta dolorosa. Su respuesta a estimulos es variable, mientras que
radiograficamente se muestra un ligamento periodontal ensanchado pudiendo o no
hallar una radiolucidez a nivel apical.34

g) Periodontitis apical asintomética
Se refiere normalmente sin sintomas clinicos, ni tampoco responde a pruebas de
vitalidad pulpar. Muestra una radiolucidez perirradicular. El diente en cuestién puede
no mostrar sintomas a la oclusiéon pero si puede mostrarlo a la percusién.*

h) Absceso apical agudo
El dolor que presenta es muy doloroso a la presion al morder, percusion y palpacion.
No responde a pruebas de vitalidad pulpar; pero si existe una movilidad variable. A
nivel radiografico puede observarse ensanchamiento del ligamento periodontal y hasta
una radiolucidez a nivel perirradicular. Clinicamente el pliegue mucobucal y tejidos
faciales mostraran tumefaccion. Con frecuencia podria presnetarse fiebre y ganglios

linfaticos proximos sensibles a la palpacion.3
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i) Absceso apical cronico
Frecuentemente no presenta sintomas clinicos ni tampoco responde a pruebas de
vitalidad, pero si una radiolucidez a nivel perirradicular. Su principal diferencia es la

supuracion intermitente mediante el tracto sinusal.3

Bacterias predominantes en lesiones periapicales

Entre las bacterias predominantes en lesiones periapicales encontramos al
Fusobacterium Nucleatum, Prevotella intermedia, Peptostreptococos micros.
Peptostreptococos anaerobius. Eubacterium alactolyticum, Eubacterium lentum y
Wolinella recta. Por otro lado existe fuertes asociaciones positivas entre las bacterias
F. nucleatum y P. micros, Porphyromonas endodontalis; selenomonas Sputigenay W.
recta. Asociacion positiva entre las bacterias P. intermedia y P. micros, P. anaerobius
y la Eubacteria. Mientras que bacterias como estreptococo, Propionibacterium
propionica. Capnocytophaga ochracea y Veillonella parvula no presentan asociacion
con otras bacterias dentro de los conductos radiculares de dientes con periodontitis
apical.*? Estudios realizados en dientes primarios con lesiones pulpares y periapicales
reportan que existen similar presencia de microorganismos anaerobios encontramos

en dientes permanentes.*!
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2.2.4 MICROBIOLOGIA ENDODONTICA

Desde 1928 se han realizado préacticas de tratamientos de conducto que han logrado
tener éxito a lo largo de todo este tiempo, debido a las constantes investigaciones
dentro de esta especialidad. Una de las razones principales se encuentra la
comprension total de la microbiologia interviniente de la patologia endodontica, que
coopera con evaluar la posibilidad de buscar nuevos métodos y tratamientos que
eliminen microorganismos resistentes hallados dentro del conducto radicular, los
cuales vienen siendo un desafio para el profesional.*> Esto se debe a la infeccién
instaurada dentro del sistema de conductos radiculares como consecuencia de una
necrosis pulpar o un tratamiento de conductos anteriormente realizado producto de
microorganismos que podrian conllevar a la progresion y perpetuacion de diferentes

formas de periodontitis apical.*?

2.2.4.1 Vias de infeccion

En condiciones normales el complejo dentino-pulpar se encuentra protegido por el
cemento y el esmalte para evitar la interaccion con los microorganismos hallados
dentro de la cavidad bucal; sin embargo diferentes situaciones ocasionan que estos
elementos del diente sean alterados; a consecuencia de ello se expone al complejo
dentino-pulpar a un riesgo de infeccion microbiana.*? Entre las principales vias de
infeccion estan los tubulos dentinarios, exposicion pulpar directa, enfermedad

periodontal y anacoresis:*?
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a) Tubulos dentinarios
En un diente vital, posterior a una lesion cariosa o dentro de un tratamiento restaurativo
los microorganismos orales pueden involucrarse en direccion centripeta sobre la pulpa
dental a una distancia de 2mm.*? Se conoce que el didmetro de tlbulos dentinarios
mas pequefios son compatibles con el diametro celular de las principales bacterias
orales que oscilan entre 0.2 a 0.7 um. Por otro lado, en dientes no vitales se propaga
rapidamente la invasion bacteriana dentro de los tubulos dentinarios a diferencia de un
diente vital por la presencia de los movimientos exteriores del fluido dentinal y los
contenidos tubulares que influyen sobre la permeabilidad dentinaria, asi como la
presencia de esclerosis dentinal, dentina reparativa, smear layer o acumulacion
intratubular de moléculas propias de defensa.*3

b) Exposicion pulpar directa
La exposicion directa de la pulpa dental es la que facilmente podria ocasionar un
infeccion endodontica cuando entre en contacto con la parte séptica de la pulpa dental
y los microorganismos de la cavidad oral derivados de la saliva, la placa dental y la
superficie expuesta que podria haber sido originada por caries dental, traumas con
fractura coronaria o de naturaleza iatrogénica dentro de los procedimientos.*?43

c) Enfermedad periodontal
Los microorganismos asociados al biofilm subgingival como parte de la enfermedad
periodontal podrian llegar a la pulpa dental; como también podria darse que estos
microorganismos alcancen el periodonto a través de los canales laterales o el foramen
apical, durante una profilaxis dental debido a la luxacion dental; sin embargo mas

significativo son la bolsas periodontales que provocan la migracion de la insercion
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epitelial proporcionando una via peligrosa de bacterias de la cavidad oral hacia la pulpa
dental.4243

d) Anacoresis
Es un proceso donde los microorganismos son transportados por medio sanguineo o
linfatico hacia el area de dafo tisular que puede ser ocasionado por un traumatismo o
procedimiento quirdrgico que produjera inflamacion sin necesidad de ocasionar la
exposicion pulpar. Hasta el momento no existen evidencias claras que este proceso
pudiese producir una infeccién del conducto radicular, a no ser que se realice un
sobreinstrumentacion durante el proceso de la bacteremia transitoria resultando una
injuria periodontal.#243

e) Restauracion defectuosa
Diversos estudios han demostrado que las bacterias orales del medio salivar pueden
involucrarse en un tiempo de 6 semanas dentro del periapice asi se encuentre el
conducto radicular obturado en caso el material temporal se fracture o se rompa,
asimismo si la restauracion final es inadecuada también podria producir una infeccién
del periapice.*?

f) Extensién
Esta situacion se debe a la presencia de un diente adyacente infectado, donde los
microrganismos de esta pieza dental se conducen a través de conductos principales o
laterales de un diente sano propagando su infeccion debido a la continuidad de

tejidos.*?
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2.2.4.2 Patdogenos Endodonticos

Existen alrededor de 700 especies bacterianas que se podrian encontrar en la cavidad
oral, siendo 100 a 200 especies las mas prevalentes en el ser humano sano.*
Identificados varios afios atras por métodos de cultura que ayudaron a clasificar
diferentes microorganismos patdogenos endodénticos, quienes actualmente son parte
de infecciones que afectan el complejo dentino-pulpar. Si bien los diferentes métodos
de cultura dieron informacidbn veraz de ciertos microorganismos patégenos,
actualmente gracias las técnicas de biologia molecular se puede conocer la asociacion
de la microbiota con diferentes tipos de infecciébn endodontica; es decir un estudio con
mayor precision. Estas infecciones endodénticas presentan una naturaleza
polimicrobiana, representada mayormente por bacterias anaerobias estrictas en
infecciones primarias. Clasificadas de acuerdo a su localizacion anatomica
(intrarradicular o extraradicular) subdivido en: primaria, secundaria o infeccion

persistente.*?

2.2.4.2.1 Infeccion intraradicular
Es producto de la colonizacién de microorganismos dentro del conducto radicular que

estan clasificados como primaria, secundaria o infeccién persistente:*3

Infeccion intraradicular primaria

Los primeros microorganismos en invadir y colonizar los tejidos de la pulpa necroética
son los que ocasionan la infeccion intraradicular primaria. Esta infeccion se caracteriza
porque estd compuesto de 10 a 30 especies de bacterias y 10° y 108 células

bacterianas por conducto. Entre ellas dominada por bacterias anaerobias, asi como

47



algunas especies facultativas o microaerofilicos.*34°> Los patdgenos que ocasionan

estas infecciones intraradiculares son las siguientes:

a)

b)

d)

f)

g)

h)

Los Bacteroides melaninogenicus pertenecientes a bacterias anaerdbicas Gram
negativas que originan pigmentaciones negras han sido nuevamente
clasificadas en: especies sacaroliticas — prevotella y especies asacaroliticas -
Porphyromonas.*6

La especie Tannerella forsythia, anteriormente denominada Bacteroides
forsythus 6Tannerella forsythenis que fue el primer microorganismo periodontal
hallado en infecciones endoddénticas.*’

Las especies Dialister son asacaroliticos, obligatoriamente anaerdbicos y Gram
negativos, que han sido detectados de forma consistente en infecciones
endodonticas.*?

El Fusobacterium ha sido cominmente encontrado como parte de la microbiota
endodontica.*?

Las espiroquetas con son un filo de bacterias Gram negativas moviles, en forma
de espiral con flagelos periplasmicos. Todos las que habitan en el medio oral
pertenecen al género Treponema.*®

Dentro de la microbiota endodontica también han sido halladas barras
anaerdbicas de Gram positivas.*?

También se ha encontrado la presencia de cocos Gram positivos como el
enterococcus faecalis, quien es variable principal de diversos estudios con la
finalidad de erradicarlo dentro del tratamiento de conductos.5-21.42

Otras especies bacterianas en baja 0 moderada concentracion también han sido

evidenciadas mediante pruebas de cultivo.
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)

)

A diferencia de las especies anteriores, otro estudio utilizé un analisis molecular
de la microbiota asociada a infecciones endodonticas sintomaticas y
asintomaticas donde indicaron que la diversidad bacteriana endoddntica es
mayor que la descrita anteriormente por medios de cultivo; asimismo
observaron que la estructura de la microbiota difiere significativamente entre las
infecciones sintomaticas y asintomaticas.*°

Entre otros microorganismos hallados se encuentran los hongos,
especificamente la especie de candida albicans. Asimismo, se ha reportado la
presencia de archaea metanogénicas en la enfermedad periodontal y la
periodontitis apical cronica, algo poco frecuente, debido a que estos
microorganismos son extremdofilos y recientemente se han hallado en el cuerpo
humano en zonas no extremas.®® Desde hace varios afios se conoce que los
virus no podrian sobrevivir en un ambiente necrotico, puesto que requieren
células viables del huésped para infectar y posteriormente replicar el genoma

viral.5!
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Tabla 2. Microorganismos predominantes en infecciones endodonticas primarias que
incluyen bacterias, hongos y virus.

PATOGENOS RELACIONADOS A LA INFECCION INTRARADICULAR PRIMARIA

Bacteroidetes

bacterianas en
bajas 0 moderadas
concentraciones

Especies Especies
Prevotella Prevotella intermedia Anaerobios Gram Pseudoramibacter alactolyticus
Prevotella nigrescens positivos Filifactor alocis
Prevotella tannerae Actinomyces spp.
Prevotella Propionibacterium propionicum
multissacharivorax Olsenella spp.
Prevotella baroniae Slackia exigua
Prevotella denticola Mogibacterium timidum and
Eubacterium spp.
Porphyromonas Porphyromonas Cocos Gram Parvimonas micra
endodontalis positivos Streptococcus spp.:
Porphyromonas gingivalis Streptococcus anginosus
Streptococcus mitisi
Streptococcus sanguinis
enterococcus faecalis.
Cytophaga- Tannerella forsythia Otras especies Campylobacter rectus

Campylobacter gracilis
Catonella morbic
Veillonella parvula
Eikenella corrodens
Granulicatella adiacens
Neisseria mucosa
Centipeda periodontii
Gemella morbillorum
Capnocytophaga gingivalis
Corynebacterium matruchotii
Bifidobacterium dentium
Lactobacilos anaerobios.

Dialister

Dialister pneumosintes
Dialister invisus

Filotipos hallados
mediante andlisis
molecular en
periodontitis apical

Dialister oral clone BSO16
Migasphaera oral clone BSO16
Solobacterium

Olsenella

Eubacterium

Cytophaga

Lachnospiraceae oral clone 55A-
34

Veillonella oral clone BP 1-85
Bacteroidetes oral clone XO 83
Prevotella oral clone PUS 9.180
Eubacterium oral clone BP 1-89
Lachnospiraceae oral clone MCE
7-60.

Treponema parvum
Treponema maltophilum
Treponema lecithinolyticum

Fusobacterium Fusobacterium nucleatum Hongos Candida albicans
Fusobacterium
periodonticum

Treponema Treponema denticola Archaea Archaea metanogénica
Treponema sacranskii Virus Citomegalovirus humano

Virus Epstein-Barr

La presencia de virus ha sido reportada s6lo en pulpas vitales no inflamadas en
pacientes infectados con VIH y herpes virus, donde las células vivas se encuentran en

abundancia.Las especies de citomegalovirus humano y el virus Epstein-Barr puede
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estar implicados en la patogénesis de la periodontitis apical, por lo que aun se
requieren mayores estudios.>?
2.2.4.2.2 Infeccion extraradicular
A menudo los microorganismos se limitan dentro del conducto radicular protegido por
la barrera de defensa. Sin embargo, cuando estos sobrepasan la zona apical invaden
e inflaman tejidos periapicales se genera una infeccion extraradicular a consecuencia
en algunas situaciones de una infeccion intraradicular. La expresion caracteristica de
esta infeccion es la manifestacion clinica de un abceso apical agudo con secrecion
purulenta a nivel del tejido periapical. La problematica de que una infeccion
extraradicular dependa de una infeccién intraradicular es de importancia dentro de la
terapéutica, debido a que la primera podria solucionarse a través de un tratamiento de
conductos, mientras que la infeccién independiente requeriria de una intervencion
quirGrgica para ser resuelto.#?43 Entre los microorganismos predominantes en esta
patologia se encuentran;53°4

e Actinomyces spp.

e Propionibacterium propionicum

e Treponema spp.

e Porphyromonas endodontalis

e Porphyromonas gingivalis

e Treponema forsythia

e Prevotella spp.

e Fusobacterium nucleatum.
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2.2.4.2.3 Bacterias persistentes a tratamientos de conductos
La resistencia de ciertos microorganismos a la desinfeccion y la preparacion
biomecanica utilizando diferentes antimicrobianos; asimismo su falta de nutrientes
dentro de un conducto radicular sellado podrian ocasionar infecciones intraradiculares
persistentes. A diferencia de las infecciones primarias que implica una mayor cantidad
de microorganismos, este grupo suele contar con un menor numero de especies, tales
como bacterias grampositivas facultativas o anaerobias.*®* Entre las bacterias
gramnegativas prevalentes se encuentran:#?

e Fusobacterium nucleatum

e Prevotella spp.

e Campylobacter rectus
Por otro lado, entre las bacterias grampositivas predominantes estan:*?

e Streptococcus (Streptococcus mitis, Streptococcus gordonii, Streptococcus

anginosus, Streptococcus oralis)

e Lactobacilli (Lactobacillus paracasei y Lactobacillus acidophilus)

e Staphylococci

e E. faecalis

e Olsenella uli

e Parvimonas micra

e Pseudoramibacter alactolyticus

e Propionibacterium spp.

e Actinomyces spp.

¢ Bifidobacterium spp.
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e Eubacterium spp.
De igual forma también han sido reportado hongos, principalmente candida albicans
en menores concentraciones. Al igual que el enterococcus faecalis quienes
repetidamente han sido identificados como las especies mas comunes recuperadas
de los conductos radiculares que fueron tratados endodénticamente de forma erronea

produciendo infecciones persistentes.>®

2.2.4.3 enterococcus faecalis

Es un coco grampositivo y anaerobio facultativo que se encuentra como parte de la
flora bacteriana a nivel intestinal, pero también pueden habitar la cavidad oral y el surco
gingival.*?> Este microorganismo ha sido identificado repetidamente en casos clinicos
gue han sido tratados nuevamente, debido a tratamientos endodénticos fallidos y
conductos radiculares con infecciones persistentes 717204256 que en estudios iniciales
fueron signos de periodontitis apical cronica, identificados entre un 23 a 70% de
cultivos aislados y de lesiones periapicales refractarias posterior al tratamiento.
Cuando esta bacteria se encuentra en pequefias cantidades es mas facil su
erradicacion; sin embargo, debido a su supervivencia excepcional que se puede deber
a las condiciones adversas en las cuales puede influenciar su viabilidad durante
periodos largos y prolongados, volviéndose resistente a la irradiacion UV, calor,
hipoclorito de sodio, peréxido de hidrogeno, etanol y acido; producto de su mecanismo
de supervivencia cuando se expone a un estrés ambiental y resucita al volver a
condiciones favorables.>® Ademas de ello:*?

e Vive y persiste en un ambiente pobre en nutrientes para su supervivencia.
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Resistente a diferentes medicamentos como el hidréxido de calcio e irrigantes,
tales como el hipoclorito de sodio.

Capacidad de formar biofilms en conductos tratados con medicacion.

Invadir y metabolizar fluidos dentro de los tabulos dentinarios y adherirse al
colageno.

Convertir en un estado viable pero no cultivable; es decir, revivir si presenta
condiciones favorables.

Resistencia a los antibidticos como la vancomicina, que mediante pruebas
bioquimicas convencionales °’ identificaron y determinaron la susceptibilidad a
la vancomicina siguiendo las pautas del Instituto de Estandares de Laboratorio
Clinico usando el método de microdilucion en caldo para determinar la
concentracion inhibitoria minima (MIC).58

Sobreviven en ambientes extremos con pH bajo, alta salinidad y altas
temperaturas.

Sufren periodos prolongados de inanicién y utilicen el fluido tisular que fluye del

ligamento periodontal.

Asimismo, los enterococcus pueden crecer a 10°C y 45°C con un pH de 9,6 en un

caldo de NaCl al 6,5% sobreviviendo a 60 °C durante 30 minutos. No obstante, puede

someterse después de una preexposicion a condiciones de estrés subletales, donde

estos microorganismos se vuelven menos sensibles a los niveles normalmente letales

de dodecilsulfato sédico, sales biliares, hiperosmolaridad, calor, etanol, peroxido de

hidrégeno, acidez y alcalinidad.>®

La virulencia enterocoOcica de este microorganismo esta asociado con diferentes

factores, como la sustancia de agregacion, adhesinas superficiales, feromonas
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sexuales, acido lipoteicoico, produccion celular de superoxido, gelatinasa,
hialuronidasa, y citolisinas como la hemolisina.®®:>° Entre ellos, se ha determinado que
la proteina de superficie enterococcus (Esp) codificada por el gen esp, parece
contribuir a la colonizacion y persistencia de cepas de E. faecalis en infecciones
ascendentes del tracto urinario. Asimismo, mediar la interaccion con las superficies
primarias y participar en la formacion de biofilm, lo que mejora sustancialmente
lasupervivencia bacteriana en biopolimeros y también puede estar involucrado en la
resistencia antimicrobiana.>’ Mediante esta informacién se ha elaborado un modelo
para la patogenicidad del E. faecalis en infecciones endodonticas persistentes, donde
han sido integrado elementos de factores de virulencia y los medios de ventaja

ecologica para este microorganismo.
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Fig 5. Elementos de factores de virulencia y medios de ventaja ecoldgica para el enterococcus faecalis. (Obtenido de
Kayaoglu G y @rstavik D, 2004)
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Este modelo se refleja en la Fig. 5, que al liberarse los factores de virulencia de la
bacteria en el area perirradicular, provocan la atraccion de leucocitos 6 estimulan a
gue estos leucocitos produzcan mediadores inflamatorios o enzimas liticas, pudiendo
algunas de estas bacterias traslocarse también a la lesion perirradicular. Asimismo,
evidenciarse la adhesion de la bacteria a diversos elementos de la dentina como se
observa en la ventana que expande una zona radicular y los productos de las bacterias
representados en abreviaturas. Adh: adhesinas superficiales; AS: sustancia de
agregacion; Bact: bacteriocinas; BS: sustancia aglutinante; CP: péptidos de colageno;
Cilo: citolisina; Ef: enterococcus faecalis; Elas: elastasa; Gel: gelatinasa; Hya:
hialuronidasa; H202: peroxido de hidrogeno; IFN - \ gamma: interferon gamma; IL:
interleuquina; LE: enzimas lisosémicas; LTA: acido lipoteicoico; NO: éxido nitrico; Oz~
. anidn superoxido; PGE2: prostaglandina E2; SP: feromonas sexuales; y TNF: factor

de necrosis tumoral.>®

2.2.4.4 Evaluacion morfoldgica de la colonia

Una evaluacion inicial de la morfologia bacteriana es de gran importancia para
esclarecer y decidir qué medidas seran tomadas en relacién a la identificacion y
caracterizaciones definitivas del microorganismo. El éxito o fracaso de un
procedimiento dependera principalmente si se considerd6 como parte del estudio las
caracteristicas de una colonia como son: Tamafio de la colonia, Pigmentacion de la
colonia, Forma de la colonia, Cambios en los medios con agar como resultado del
crecimiento bacteriano y el olor que pudiesen fomentar. Sin embargo estos criterios
suelen ser subjetivos al igual que la variabilidad de términos utilizados por diferentes

laboratorios.®°
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Muestra del canal radicular
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Fig 6. Protocolo para la visualizacion e identificacion de microorganismos endodénticos. (Obtenido de Bergenholtzet al, 2011)

2.2.4.4.1 Tinci6on Gram

Este tipo de tincion en conjunto con la evaluacion microscépica y la morfologia de las
colonias sirven para obtener los pasos de identificacion requeridos y evitar confusion
entre diferentes microorganismos provenientes de cada colonia, puesto que todos no
presentan una morfologia diferente en la placa primaria.®°

A partir de esta placa todos los demas procedimientos requieren de cultivos puros para
la identificacion definitiva de la cepa. Una tincion Gram del crecimiento bacteriano a
partir de colonias aisladas de diversos medios es el primer paso de cualquier esquema
para identificar y dividirlos en cuatro grupos como: cocos grampositivos, cocos
gramnegativos, bacilos grampositivos o bacilos gramnegativos.®® Asi como ser usado
en procedimientos confirmatorios, posterior a la reactivacion de cepas pertenecientes

a los grupos anteriormente mencionados.?!
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2.2.4.4.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En las Ultimas décadas se han implementado nuevas técnicas de identificacion
bacteriana de base molecular; tal es el caso de la reaccion en cadena de la polimerasa
con sus siglas en ingles PCR. Este método ha evidenciado una ventaja importante en
la identificacion y clasificacion de microorganismos; analizadas en la microbiota
endododntica, pero sin conocer su vitalidad debido a que presenta esta limitacion;>® por
tal motivo diferentes estudios adjuntan otras pruebas para la evaluacion de su

supervivencia bacteriana como el LIVE/DEAD.1®

2.2.45 Antibiograma
Son estudios que se ejecutan de forma in vitro, permitiendo determinar la resistencia
o sensibilidad de los microorganismos frente a distintos antimicrobianos. Se requiere
en las siguientes situaciones: >°
- Cuando se desconoce la sensibilidad a los antimicrobianos de uso frecuente en
un microorganismo aislado.
- Como medio de vigilancia epidemiolégica de microorganismos resistentes que
son evaluados e informados de acuerdo con su evolucion.
- Para infecciones graves que comprometan la salud general del paciente.
- Cuando no se evidencia el cese del cuadro clinico. Dejar 72 horas antes el
tratamiento para su posterior evaluacion mediante un antibiograma.
Entre los métodos mas utilizados para determinar qué antimicrobiano selectivo es mas
eficaz son: dilucion en agar, difusion en agar y dilucién en caldo, siendo los dos ultimos

los mas utilizados. 5°
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2.24.6 Metodos de determinacion de la sensibilidad

Las fases de los medios de crecimiento bacteriano son divididos en: solida como el
agar y liquida como el caldo. En ciertas ocasiones se propone el uso de un medio
bifasico que presenta ambas fases dentro de su proceso.®°

2.2.4.6.1 Difusion con discos

Este método elaborado en un medio solido requiere de un agente solidificante afiadido
a los nutrientes y al agua. El agente utilizado con mayor frecuencia es la agarosa que
presenta una propiedad particular de fundirse a altas temperaturas (=95° C) y volver a
solidificarse a temperaturas bajas de 50° C, ideal para ser distribuido en placas Petri y
formar un agar placa posterior a su enfriamiento. En su mayoria los diferentes tipos de
agares se identifican de acuerdo con sus principales componentes nutritivos como por
ejemplo, agar sangre de carnero, agar bilis esculina entre otros. De acuerdo con las
optimas condiciones de incubacion se podra observar sobre el medio de cultivo cada
célula bacteriana en forma de colonias que presenten similares caracteristicas
genotipicas y fenotipicas.®® La Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
recomienda como maximo el uso de doce discos en una placa de 150 mm; asi como
no mas de seis discos en una placa de 100 mm, con una separacion entre disco y
disco de 24 mm, con la finalidad de otorgar una medicién adecuada para el clinico. Las
mediciones facilitadas por las zonas de inhibicién pueden ser realizadas visualmente
0 con instrumentos sobre fondo negro iluminado con luz reflejada, con excepcion de la
vancomicina que deben leerse con luz transmitida, es decir, que la placa Petri esté
sujeta a la fuente de luz. A partir del margen debe considerarse que no es una zona
de inhibicién bacteriana.®® Entre los agares standards mas utilizados como medio de

cultivo para el crecimiento puro del enterococcus faecalis se han reportado:
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a) Agar sangre
Se encuentra compuesto por agar tripticasa y soja, agar brucella o infusion de carne y
corazdbn con 5% de sangre de carnero. Utilizado para el cultivo de ciertos
microorganismos con requerimientos especiales de cultivo, presentando
determinacién de reacciones hemoliticas.®® Este medio de cultivo es el mas utilizado y
reportado dentro de diferentes metodologias para la obtencion del crecimiento puro de
bacterias como el E. faecalis, para posteriormente ser nuevamente cultivados en otros
medios selectivos que son trabajados en constantes estudios in vitro.16:17:18.19.21

b) Agar bilis esculina con vancomicina
Uno de sus componentes es la azida, quien inhibe a bacterias gramnegativas, asi
como vancomicina para identificar las bacterias grampositivas resistentes y bilis
esculina que selecciona a los enterococcus en vez de otras bacterias resistentes a la
vancomicina.®® Su aplicaciéon ha sido reportada posterior al control de pureza sobre
agar sangre y el cultivo en caldo como método standard para finalmente evaluar la
inhibicion que proporcionan ciertos medicamentos aplicados en endodoncia sobre
bacterias persistentes como el E. faecalis.’

c) Agar Mueller-Hinton
Este medio es la base standard para probar la mayoria de microorganismos, que
ademas contiene suplementos y sustituyentes necesarios para bacterias que
requieren cultivos especiales. Factores como el pH, el contenido de cationes y el medio
solido pueden alterar la medida exacta halos de los halos de inhibicion; por eso
sugieren gque el medio no sea muy gruesa ni tan delgada, debido a que el espesor del

agar afecta el gradiente de la concentracion del farmaco antimicrobiano.° En relacion
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a bacterias Grampositivas como el E. faecalis se necesita un periodo de 48h a 37° C
para realizar el recuento de unidades formadoras de colonias UFC.?°

2.2.4.6.2 Dilucion en caldo

Esta técnica tiene como finalidad determinar la concentracién minima inhibitoria (MIC),
definida como la minima concentracion de un antimicrobiano que inhiba el crecimiento
bacteriano. Este valor hace referencia a estudios de sensibilidad representando su
actividad bacteriostatica. Los medios liquidos contienen nutrientes que son disueltos
con agua, donde las bacterias que sean inhibidas a bajas concentraciones con un
antimicrobiano son denominadas sensibles; mientras las que precisan de
concentraciones altas son consideradas resistentes y directamente asociadas con una
baja probabilidad de éxito terapéutico.>®%! La aplicacion de esta metodologia ha
demostrado precision y posee mayor valor clinico, pese a presentar alta complejidad,

costo y tiempo prolongado; por ello Gnicamente es ejecutado en casos especiales.>®
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Fig 7.Ejemplo de distribucion Biomodal de los valores de MIC obtenidos de un agente antimicrobiano frente a determinada
cepa, donde se evidencia una zona sensible utilizando bajas concentraciones y una zona resistente con altas concentraciones
de antimicrobiano. (Obtenido de Zaragoza R et al, 2007)
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Técnica de Macrodilucion

La identificacion del crecimiento bacteriano presenta indicadores como la turbidez; es
decir el cambio de limpio a turbio del caldo. Esto se debe a la deflexién de la luz por
las bacterias presentes dentro del cultivo, esta turbidez aumenta de acuerdo a la
proporcién de bacterias encontradas.® Para ello se utiliza una secuencia de tubos con
diferentes concentraciones de antimicrobiano inoculados con una suspension estandar
de la cepa ajustada de acuerdo con la Escala turbimétrica de McFarland que requiere
108 UFC/ml (Unidades formadoras de colonia por mililitro) de caldo como minimo para
observar la turbidez del medio bacteriano inoculado.”:16-19.21.59.60 Esta prueba consiste
en exponer a microorganismos a agentes antimicrobianos en el caldo de cultivo; los
farmacos activos son expresados en (ug/mL) de caldo. Es importante contar con un
control de esterilidad del medio de cultivo que no sea inoculado y otro control de
crecimiento con indculo que ayuden a determinar la ausencia o presencia de turbidez
transcurrida las 18 horas a 35° C. Por otro lado, se obtiene la Concentracion minima
bactericida (MBC) a partir del subcultivo de los tubos sin crecimiento bacteriano visible
de la MIC, para evaluar la eliminacién en un 99.9% del microorganismo.®* El rango de
concentraciones probado para cada farmaco es en base a ciertos criterios como la
concentracion alcanzada en el suero del paciente. Ademas de la variacién de un
farmaco a otro, debido a sus propiedades farmacologicas. Asimismo se basa en el
nivel de farmaco que se requiere para identificar de forma confiable un mecanismo de
resistencia subyacente particular. En conclusion esta concentracion de prueba para un
farmaco puede variar de acuerdo con el microorganismo y las resistencias asociadas
al realizar esta prueba. El rango standard probado para concentraciones de diversos

antibiéticos en una serie de diluciones al 1/2 por ejemplo 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0,25ug/mL,
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de todos ellos la menor concentracién antimicrobiana que inhiba por completo el
crecimiento  bacteriano mediante  métodos  visuales, automatizados o
semiautomatizados es denominada la concentracién minima inhibitoria (MIC).°
a) Infusién Cerebro Corazon (BHI)
Este medio presenta un elevado contenido nutricional utilizado para diferentes
microorganismos como el E. faecalis; presentado como agar o caldo que incluye o no
sangre. Entre los ingredientes se encuentran la infusion a partir de diferentes fuentes
de tejido animal, proteina, amortiguador de fosfato y una pequefia porciéon de dextrosa.
La fuente de energia que presenta el hidrato de carbono coopera con el ingreso de las
bacterias para su crecimiento. Sus principales aplicaciones se dan como principal
componente de los medios desarrollados para cultivar las muestras de sangre
obtenidas de pacientes con la finalidad de hallar las bacterias, también utilizada para
identificar las bacterias y como pruebas de sensibilidad bacteriana a ciertos
antimicrobianos.° La mayoria de estudios reportados dentro de su metodologia hacen
uso de este caldo estéril para el inoculo de bacterias como el E. faecalis que son
cultivados inicialmente en agar sangre.’16:17.18192160 Uno de los indicadores
confirmatorios del crecimiento bacteriano es dado por la turbidez que se manifiesta en
la literatura a las 24h 15162021 § g |as 48h ° en condiciones de anaerobiosis a 37° C.
b) Caldo Tripticasa de Soja (TSB)

Es un caldo enriquecido que presenta diversas finalidades como el favorecimiento del
crecimiento bacteriano de ciertos microorganismos con y sin necesidades especiales
de cultivo; asimismo, es utilizado para el subcultivo de cuantitativas bacterias en

cultivos primarios en placas agar.®° De la misma que el BHI se requiere de colonias
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cultivadas inicialmente en medios como agar sangre para finalmente ser inoculadas

en TBS por 24h a 37° C.172!

2.2.4.6.3 Sistemas comerciales
La gran mayoria de métodos comerciales se realizan en base a variaciones de los
meétodos convencionales como la dilucidon en caldo o difusion con discos, comparado
la precision de ambas metodologias para corroborar el éxito mediante los resultados
encontrados. Asimismo, muchos de estos sistemas comerciales hacen uso de medios
de cultivo y condiciones atmosféricas utilizados en los métodos convencionales. Las
diferencias marcadas que existen entre ambos métodos varian de acuerdo a:®°
e EIl modelo o formato utilizado para la recoleccion de bacterias y agentes
antimicrobianos.
e El grado de automatizacion de la siembra, incubacion, interpretacion e informe
de los resultados de distintos sistemas comerciales.
e El método a utilizar para inhibir el crecimiento del microorganismo.

e Y la exactitud del proceso y resultados.

2.2.4.6 Control de calidad en microbiologia
El control de calidad de un laboratorio debe documentar y evaluar cada aspecto de los
distintos prcedimientos que se realicen; tales como: %!
a) Control de calidad de las muestras clinicas: Es uno de los procedimientos mas
importantes que consta de la correcta seleccion, recoleccion y transporte de las

muestras clinicas.
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b)

d)

f)

Control de calidad para para medios: Los frascos de medio de cultivo deben
estar registrados con el nombre del producto, nombre de la casa proveedora,
fecha de recibo, fecha de expiracion, nimero de lote, y fecha de abertura del
producto. Antes de su uso frecuente deben ser inoculados y probados para
evaluar su comportamiento, pudiéndose utilizar cepas ATCC, y finalmente
registrar los resultados obtenidos. Si se desea determinar la concentracion de
timina/timidina se monitoriza utilizando la cepa de enterococcus faecalis ATCC
29212 y el disco de trimetoprin sulfa. Entre las pruebas basicas de control de
calidad para medios se encuentran la medicion del pH, pruebas de esterilidad,
capacidad de crecimiento y reaccion, aspecto, dureza y profundidad de agar.
Control de calidad de reactivos: Su registro de funcionamiento debe registrarse
de forma diaria 0 cada vez que se realice una prueba.

Control de calidad de las tinciones: Debe realizarse el control de calidad en cada
nuevo lote, posterior a ello realizarse de forma semanal en microorganismos
ATCC frescos correspondientes a cada tipo de tincion. Obteniendo el registro
de y controles de cada lote nuevo de tincion.

Control de calidad de antisueros y otros productos comerciales como kits de
identificacion: Deben ser probados cada vez que se recibe un nuevo lote y cada
vez que se utilicen; asimismo analizar los controles positivo y negativo que se
encuentran en cada juego de reactivos. Finalmente llevar un registro con la
fecha de expiracion del lote, casa comercial, fecha de ingreso, fecha de abertura
del kit y registrar los controles realizados.

Control de calidad de la prueba de sensibilidad: La prueba debe ser

monitoreada a través de su presicion y exactitud; asi como el comportamiento
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g)

h)

2.2.5

de los reactivos y el desempefio de las personas que realizan las pruebas y los
resultados obtenidos. Se recomienda utilizar cepas ATCC para los defirentes
pruebas de sensibilidad y registros de los nuevos lotes antes de su uso y luego
una vez al mes.

Control de calidad de equipos: Deben contener un control de calidad y
mantenimiento preventivo y correctivo de acuerdo con el fabricante; asimismo
debe registrarse el nombre del equipo, fecha, resultado y comentarios. Por otro
lado, es importante contar con u manual de procedimientos operaciones de
cada equipo dentro del laboratorio.

Supervision del personal: Es un factor importante dentro del control de calidad
del laboratorio de microbiologia. El personal debe estar en constante
capacitacion, actitud positiva y contar con lo necesario para desempefar su
labor. Cada trabajador debe contar con una ficha técnica de posibles accidentes
gue puedan suceder; asi como las posibles infecciones que podrian obtenerse.
Control de calidad externo: Se recomienda que los laboratorios participen de
programas de evaluacion externa, que mide la capacidad de laboratorio para

medir una muestra desconocida y obtener un resultado seguro.

TRATAMIENTO DE PATOLOGIAS PULPARES

El objetivo principal de la terapia pulpar sea en denticion decidua o permanente es
mantener la integridad y salud de los dientes y tejidos circundantes, particularmente si
se trata de un diente permanente joven con raices inmaduras, afectado por caries,
lesion traumatica u otras causas que detienen el proceso de apexogénesis.? Los

tratamientos de conductos desde la apertura hasta el sellado hermético de la zona
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apical finalizado el trabajo, requieren de una serie de pasos para obtener el éxito, asi
como salvaguardar el bienestar del paciente. Dentro de ello existen dos
procedimientos que siguen siendo motivo de estudios que son la irrigacion,
desinfeccién y material de obturacion de los conductos, donde diversos autores
manifiestan que son la clave del éxito de una terapia pulpar si es correctamente
ejecutada bajo los protocolos establecidos.” Asimismo, si presenta los siguientes
requisitos segun Holan:

e Bactericida

e Bacteriostatico

e Antiflamatorios

¢ Inertes al tejido periapical

e Reabsorvible

¢ Radiopaco

e Biocompatible

e No provocar coloracion al diente

e Remocioén facil si es necesario

2.25.1 IRRIGACION QUIMICA

Actualmente existen numerosos productos para la irrigacion de conductos radiculares.
La seleccion de un producto en particular se debe a las propiedades y efectos
deseados que son observados en la clinica.®? El efecto quimico de los irrigantes se
vera significativamente influenciado por la concentracién aplicada, la superficie de
contacto entre el irrigante y el sustrato, el tiempo de contacto, el tipo de reactivo, el pH,

la temperatura y la interaccion que pueda generarse con otras sustancias quimicas; se
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recomienda que el irrigante utilizado se encuentre vigente para que garantice un efecto
qguimico adecuado, debido a que los irrigantes se inactivan rapidamente cuando se
encuentran en contacto con restos de tejido, dentina, microorganismos, asi como con
el mismo irrigante. De acuerdo con Zehnder, el irrigante ideal debe presentar las
siguientes caracteristicas:®3

e Como un amplio espectro antimicrobiano y una alta eficacia contra anaerdbicos

y microorganismos facultativos que formen biofilm escencialmente.

Disolucion de restos de tejido pulpar

Inactivacion de la endotoxina

Evite o elimine la capa de frotis formada durante la instrumentacion

Finalmente que sea biocompatible.

Aun cuando los procedimientos mecanicos instrumentales son responsables por mas
del 95% de la eliminacion bacteriana del conducto radicular, esto no garantiza que la
desinfeccién logre alcanzar los tubulos dentinarios y las areas de dificil acceso. Por tal
razon, es esencial el uso de elementos quimicos que permitan lograr mayor limpieza
y descontaminacion.?®

En esta seccion se enfocara a los irrigantes mas reportados e utilizados con mayor

frecuencia como desinfectante en el tratamiento de conductos.

2.2.5.1.1 Hipoclorito de sodio (NaOCI)

El NaOCI es un irrigante primario ampliamente utilizado en el tratamiento de
conductos, debido a su accion antibacteriana y sobre biopeliculas; asi como la
capacidad que presenta para disolver el tejido pulpar y los componentes organicos que

presenta la capa de frotis. A pesar de la baja toxicidad utilizada clinicamente, el NaOCI
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ha demostrado ser extremadamente caustico cuando entra en contacto con un tejido
organico, incluso a concentraciones por debajo de 0,1% como se han demostrado en
estudios in vitro.6® Asimismo, puede ocasionar una reaccion tisular si sobrepasa el
foramen apical e inclusive cuando se derrame sobre los ojos del paciente.
Dentro de las propiedades que convierten al hipoclorito de sodio en la opcion mas
adecuada como irrigante intraconducto son:2%.63

e Su excelente capacidad de limpieza

e Efectiva accion antibacteriana

¢ Neutraliza los productos téxicos

e Disuelve el tejido organico

e Su accion rapida, desodorizante y blanqueante.

a) Efecto
El efecto que produce el hipoclorito de sodio queda inactivo rdpidamente en presencia
de un material oxidable, como por ejemplo los restos de dentina o material organico,
debido a que lo disocia en Na* y CI-. Por tal motivo, los fabricantes y diversos estudios
proponen el uso constante de NaOCI sin afectar las paredes del conducto radicular;
asi como el acompafamiento de movimientos de instrumentacion o el uso de
ultrasonido que cooperen con el proceso de disolucion tisular.?®

b) Concentraciones
Las concentraciones utilizadas en endodoncia oscilan entre el 0,5% y 6% de NaOCI,
donde actualmente no se establece una concentracion estandar para el uso clinico,
debido a la falta de estudios clinicos randomizados que sustenten el uso de grandes
concentraciones de hipoclorito de sodio.??%2 Por ejemplo entre las mas utilizadas en el

tratamiento de conductos se encuentran:%4
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e Solucion de Dakin (0.5% de cloro activo)

e Solucion de Milton (1% de cloro activo)

e Concentraciones medianas (2.5% de cloro activo)

e Altas concentraciones como la soda clorada (4-6% de cloro activo)
En EEUU se encuentran productos con concentraciones de 5.25%, pese a ser
extremadamente caustico; sin embargo la mayoria de profesionales prefieren utilizar
concentraciones diluidas como la de 2.5%, porque consideran que el porcentaje y
grado de disolucién se encuentra en funciéon de la concentracién del irrigante.>®
La capacidad del NaOCI de disolver el tejido organico estan bien establecidas, por ello
tanto el tejido vital como necrético son afectados por este irrigante,?® necesitando una
baja a mediana concentracion de NaOCI de 0.5%, 1% y 2.5% para el tratamiento en

dientes vitales y de 1% a 5% en dientes necroticos.%

2.2.5.1.2 Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA)

La quelacion se define como un proceso mediante el cual los compuestos quimicos
forman complejos solubles con ciertos iones metalicos, que unen los iones para que
no puedan reaccionar con otras moléculas o iones. Durante el tratamiento de
conductos, los agentes quelantes como el EDTA al 17% o el &cido citrico al 30% se
utilizan para disolver los componentes inorganicos de la capa de frotis o residual que
el NaOCI no pudo disolver.®® Se ha reportado que la irrigaciéon con EDTA coopera con
la penetracién de las drogas que compone la denominada pasta triple antibiética y
eliminan los restos calcificados hallados dentro de los tdbulos dentinarios.!!
Favoreciendo a los materiales de obturacion durante la fase final del tratamiento de

conductos.%4
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2.2.5.1.3 Clorhexidina (CHX)
La CHX es un antiséptico catiénico bacteriostatico y bactericida, con una accion
prolongada dependiendo de su capacidad de adsorcidon a las superficies, donde se
libera pausadamente;®* proceso denominado como sustantividad.?® Presenta un
amplio espectro antimicrobiano utilizadoprincipalmente en odontologia para el control
de la placa quimica.®®%4 Es una molécula hidrofébica de carga positiva con alta afinidad
a las moléculas cargadas negativamente presentes en las membranas celular o
también al componente organico de los tejidos duros.®?

a) Efectos
Este agente penetra las capas externas de la pared celular de los microorganismos y
ataca la membrana citoplasmatica. Tiene la capacidad de coagular los
organulosintracelulares de las células microbianas.®® Como un solo irrigante en el
tratamiento de conductos presenta la ventaja de no ser lesivo sobre los tejidos.?® Sin
embargo, también se ha reportado que al inhibir el crecimiento, la proliferacion y la
sintesis de colageno de las células osteoblasticas; podria darse su extrusion hacia los
tejidos periapicales, por ello aconsejan evitar estas situaciones; debido a que en esta
zona se concentran estas células.%3

b) Concentraciones
Para el control de la placa se utiliza principalmente una concentracion del 0,2%. La
clorhexidina no tiene la capacidad de disolver los tejidos organicos, lo que impide su
uso como irrigante principal del conducto radicular en endodoncia a bajas
concentraciones. Como irrigador del conducto radicular, se usa principalmente una
concentracion alta de 2%. Asimismo, se ha evaluado su efecto citotoxico de forma in

vitro en relacién a las dosis aplicadas.®3%4 A diferencia del hipoclorito de sodio se ha
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comparado en un estudio en ratas que la CHX al 1% produjo mayor agresividad sobre
el tejido conjuntivo de estos animales. El potencial irritativo moderado se confirmé
hasta en concentraciones bajas de 0,12% segun el estudio. A pesar de ser la CHX un
antiséptico eficiente no logra superar las propiedades que ofrece el NaOCI, puesto que

no posee la capacidad disolvente del tejido organico ni mayor biocompatibilidad.®

2.2.5.2 MEDICACION INTRARADICULAR

Asociacion con antibioticos

2.2.5.2.1 PASTA TRIPLE ANTIBIOTICA

Antecedentes

El uso de antibidticos en endodoncia de manera local viene siendo estudiado desde el
afio de 1950. Los investigadores de esa década realizaron una combinacion farmacos
antibacterianos como la pasta poli antibiética de Grossman que contenia penicilina,
bacitracina o cloranfenicol y estreptomicina. Por su ineficacia terapéutica contra
bacterias anaerobias, afios mas tarde apareci6 una combinacién de neomicina,
polimixina y nistatinaque fue evaluada para su efectividad, pero nuevamente se
encontraron datos de que esta combinacién de farmacos no diera resultados contra
las bacterias ya registradas anteriormente.®® La clindamicina también fue evaluada en
lesiones de conducto radicular, no presentd éxito en ese momento contra los
enterococos, los cuales se recuperaron 10 dias mas tarde de la colocacion del
antibiotico.®33° Ademas no presentaba ninguna ventaja sobre el hidréxido de calcio.3?
En tanto con varios estudios realizados acerca de la mezcla de farmacos que cumplan
con la eliminacion de las bacterias encontradas dentro de los conductos radiculares

infectados, se concluy6 que no tuvieron mayor éxito hasta ese periodo de tiempo.
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Un grupo de investigadores de origen japonés abordaron la problematica de la
desinfeccién de los conductos radiculares bajo la teoria de la Esterilizacion de la lesion
y Reparacion de tejidos (LSTR) mediante una mezcla de antibiéticos.? Para abordarla
diversidad de la microflora y la complejidad de las infecciones dadas dentro del
conducto radicular, se demostré en primer lugar que el uso de un solo antibiético no
resulté eficaz en la desinfeccion de los conductos radiculares infectados;®° es por tal
motivo que se utilizdé la mezcla de ciprofloxacino, metronidazol y minociclina para
erradicar la gran mayoria de bacterias localizadas en cierto tipo de patologias pulpares

como la necrosis pulpar y dientes con lesiones periapicales de forma exitosa.?
Indicaciones

Estudios demuestran que la pasta triple antibiética (TAP) es tratada a nivel clinico en
dientes con abscesos/ fistula, reabsorcion radicular patolégica y/o dolor espontaneo.
Radiograficamente si presenta radiolucidez en el area de la bifurcacion y/o pérdida de
hueso alveolar.2 Asimismo, dentro del proceso de revascularizaciéon esta pasta es
utilizada como un agente antibacteriano durante el proceso con la finalidad de obtener

un conducto radicular desinfectado y en 6ptimas condiciones.3-6:13.14.32
Contraindicaciones

En dientes deciduos con piso de camara pulpar perforado. Radiograficamente que
presente excesiva reabsorcion interna, excesiva perdida de hueso alveolar a nivel del
area de la bifurcacion que implique al germen dentario y en dientes que no puedan

restaurarse.86°
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2.2.5.2.2 Antibi6ticos locales

Este tipo de aplicaciéon de antibiéticos tuvo gran apogeo desde hace 40 afios.®® La
declinacidon se debid a la inaccesibilidad para la irrigacion y el proceso de limpieza
dentro de los conductos radiculares. Con la combinacion de estos medicamentos de
forma local se espera reducir el nimero de bacterias presentes y la mejora de la salud

periapical.%®
2.2.5.2.3 Composicion de la Pasta Triple Antibidtica

Entre los antibioticos de amplio espectro que componen la denominada pasta triple

antibiotica (TAP), pasta triantibiética o pasta 3Mix-MP se encuentran:

a) Metronidazol
Es un antibiético que pertenece a la familia de los nitromidazoles con una actividad in
vitro que desestabiliza el doble hélice de DNA; asi como la ruptura de hebras de una
amplia variedad de parasitos protozoarios y anaerobios mencionados en el capitulo de
microbiologia endododntica. De igual forma ha demostrado actividad antimicrobiana
contra cocos anaerobicos y bacilos anaerdbicos gramnegativoscomo los bacteroides
y bacilos, donde presenta un efecto bactericida al inhibir la sintesis de &cidos nucleicos
en bacteriasanaerobias estrictas, independientemente de la fase de crecimiento
bacteriano.®’” Sin embargo también se ha reportado su ineficacia contra bacterias
aerobias y anaerobias facultativas, por ello recomiendan combinarlo con una
penicilina, una cefalosporina o un macrolido. En tanto, si la penicilina es ineficaz
después de 48 a 72 horas, el metronidazol es un agente antimicrobiano valioso para

la terapia con antibiéticos de combinacion.®
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b) Ciprofloxacino
Es la fluoroquinolona mas potente de la primera generacion frente a bacilos aerobios
gramnegativos como como las enterobacterias y Neisseria. La concentracién minima
inhibitoria que requieren estas bacterias son de 0.1 mg/mL, mientras que las bacterias
grampositivas necesitan de concentraciones mas altas. Estos antimicrobianos ejercen
un efecto bactericida inhibiendola enzima de ADN girasa bacteriana, una enzima
necesaria para la replicacion del ADN y algunos aspectos de la trascripcion,
recombinacioén y transposicion.®’

c) Minociclina
Es una tetraciclina de amplio espectro que actda contra una amplia gama de bacterias
periodontales, debido a que estos patdégenos invaden el conducto radicular y los tejidos
periapicales.®® Son también eficaces contra algunos microorganismos resistentes a
antimicrobianos activos contra la pared bacteriana.? Las tetraciclinas son de uso
limitado en nifios menores de 8 afios, ya que podria instaurarse en la dentina

secundaria % y causar la decoloracién dental.>812-14.22

Vehiculos

a) macrogol
Es un vehiculo de uso farmaco-dermatolégico; su consistencia varia segun la longitud
de la cadena: polietilenglicol 300 es liquido, polietilenglicol de 400 es semisdlido, y el
de 4000 es solido. La consistencia observa en diferentes estudios es la solida de 4000,
que es la ideal para el uso clinico como uno de los vehiculos que componen la pasta

triple antibiética (TAP).8:21.65
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b) Propilenglicol

El propilenglicol (1,2-propanodiol), alcohol dihidrico, es un vehiculo que tiene un gran
potencial para el uso en el tratamiento de conducto. Su férmula quimica es CH3CH
(OH) CH20H, presenta un peso molecular de 76,09. Se ha informado que es un
vehiculo ampliamente utilizado para diversos productos farmacéuticos y comerciales
tales como medicamentos, cosméticos y alimentos. Este producto ha sido utilizado
para deteccion de la caries como el caries Detector®; y en diferentes estudios de
endodoncia como un vehiculo para el Hidréxido de calcio.®®

El propilenglicoles esencial dentro de la TAP, debido a que penetra el sistema de
conductos radiculares rapidamente y con mayor eficacia por los tubulos dentinarios, lo
cual indica su potencial eficacia en la penetracion de los medicamentos compuestos

por la pasta triple antibiética.821:6569

(a) (b)

Fig 8. Mediante un analisis de imagenes se observa en la imagen (a) mayor penetracion de propilenglicol sobre el area
superficial, mientras que la imagen que contuvo agua destilada (b) en menor porcentaje. (Obtenido de Cruz E et al, 2002)
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2.2.5.2.2 PASTA“CTZ”
La pasta CTZ ha sido estudiada por Denari en 1996 en molares primarias con
compromiso pulpar mediante la Terapia endododntica no instrumentada (NIET) que fue
propuesta por Soller y Cappiello en 1959.7° Un estudio comparativo reciente determiné
que la pasta CTZ obtuvo excelentes resultados a nivel clinico en molares primarios
con necrosis pulpar de 28 pacientes pediatricos, quienes fueron controlados clinica y
radiograficamente a los 6 y 12 meses del tratamiento eliminando la radiolucencia
presentada antes del procedimiento.”®
Componentes de la pasta CTZ

Esta compuesta por tetraciclina de 500mg, una porcion de cloranfenicol de 500mg, dos
partes de 6xido de zinc tipo | de 1000mg y una gota de eugenol. Tanto la tetraciclina
como el cloranfenicol son antibiéticos de amplio espectro que handemostrado eficacia
sobre microorganismos gram+ y gram- , incluyendo hongos como la candida
albicans.”-72

a) Tetraciclina
Actua inhibiendo la sintesis de proteinas que impide la unién de RNA-transportador a
la subunidad de ribosomas de 30S o0 40S.%772 La principal desventaja que presenta en
los dientes es la pigmentacion intrinseca o hipoplasia del esmalte que se produce
durante la osteogénesis u odontogénesis, debido a su administracién oral. Entre los
factores que producen estas pigementaciones se encuentran: la dosis, duracion del
tratamiento, grado y actividad de mineralizacion del diente.”

b) Cloranfenicol
Es un antibiético bacteriostatico, que es obtenida a partir de Streptomyces Venezuelae,

fue descubierta por Burkholder en 1947. Inicialmente no reportaron efectos de
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toxicidad en relacion a su administracion. Afios mas tarde Clarke en 1967 evaluo la
relacion de la anemia aplasica y su consumo por mas de un afo de cloranfenicol. Tal
es el motivo que la Asociacion Médica Americana y la Food and Drug Administration
plantearon un esquema de monitoreo en relacion a los eventos adversos que pudiese
presentar este medicamento.’?
c) Oxido de Zinc — Eugenol

Esta combinacion es de uso particular en odontopediatria que viene siendo utilizado
por décadas como pasta de obturacion en conductos radiculares de dientes primarios.
Su capacidad antiséptica que presenta actividad bactericidad, analgésica y

antiinflamatoria hace de esta combinacién su vigencia hasta la actualidad.”?

2.2.5.2.3 PASTA GUEDES-PINTO
Descrita por el Dr. Guedes — Pinto en el afio de 1981, quien dentro un trabajo clinico
evaluo la eficacia de la pasta en 45 dientes con pulpa dafiada; realizando seguimientos
por el periodo de un afio, obteniendo una tasa de éxito del 98% de toda la muestra
tratada. Demostraron que la pasta Guedes-Pinto presentd propiedades:’®

e Antisépticas sin dafar los tejidos

e Reabsorcién rapida al entrar en contacto con el tejido conectivo, en caso de

extravasacion
e Moderada reaccion inflamatoria posterior al tratamiento
e Remocion facil

¢ Radiopacidad
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Componentes de la Pasta Guedes-Pinto
Los tres componentes son mezclados en proporciones iguales.’ 73
a) Yodoformo
Es un antiséptico bacteriostatico compuesto basicamente por yodo, hidrégeno y
carbono.
b) Paramonoclorofenol Alcanforado
Es uno de los antisépticos comunmente utilizados con fines endoddnticos, derivados
de radicales libres como el fenol y cloro.
c) Rifocort
Utilizado en la rama dermatolégica como una cremacompuesta por acetato de

prednisolona y rifamicina.

2.2.5.3 ACCION DE LA MEDICACION INTRACONDUCTO
Terapia “LSTR”

Hace mas de dos décadas la Unidad de Investigacion de Cariologia de la Universidad
de Niigata desarrollo el concepto terapéutico denominado “esterilizacion de la lesién y
reparacion de tejidos” con sus siglas en ingles LSTR. Esta terapia consiste en el uso
de una mixtura de drogas o medicamentos antibacterianos para la desinfeccién de
lesiones infecciosas habitadas en la dentina, pulpa y lesiones periapicales con gran
contenido de microorganismos patogenos; esta reparacion de los tejidos dafados
podria esperarse si las lesiones son desinfectadas mediante este proceso. Para la
seleccion de los medicamentos que forman parte de la pasta triple antibidtica se han
realizado diversos estudios a lo largo de este periodo con la finalidad de hallar la

combinacion ideal que erradique las bacterias predominantes de caries dental y
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lesiones de origen endodontico. En un inicio plantearon el uso Unico de un antibiético
bactericida de amplio espectro como es el metronidazol; sin embargo no observaron
mayor éxito sobre bacterias anaerobias quienes comunmente habitan en estas
lesiones infecciosas. La resistencia de algunos patégenos sobre el metronidazol
produjo la combinacion de dos antibiéticos bacteriostaticos como el ciprofloxacino y la
minociclina, los cuales evidenciaron resultados in vitro de forma exitosa. A partir de
ese momento la combinacion de estos tres medicamentos denominados 3Mix logro
erradicar bacterias orales que incluian algunos patégenos encontrados en lesiones
endoddnticas de dientes primarios 810114041 y como parte del protocolo de

desinfeccion de dientes permanentes jévenes en la regeneracion endoddntica.?*

6,14,24,32

Tratamiento “NIET”

La combinacion de la TAP en conjunto con vehiculos como el macrogol y
propilenglicol; trabajado bajo el concepto de LSTR permite que la terapia pulpar sea
elaborada clinicamente bajo el tratamiento endodontico no instrumentado (NIET), con
la finalidad de erradicar la infeccion sin necesidad de retirar el tejido necrético de la
camara pulpar, que en diversas situaciones por la complejidad de la anatomia
radicular, las innumerables ramificaciones y la rdpida diseminacion de las bacterias de
la cavidad oral que atraviesan la capa del esmalte con un grosor delgado en dientes
primarios, torna dificultoso culminar con éxito el tratamiento en pacientes
odontopediatricos; asi como complicar la estadia del diente primario el tiempo
necesario en la cavidad oral hasta su exfoliacion fisiolégica.®*3 Por otro lado, no retirar

el barro dentinario que se encuentra en las paredes del conducto de los dientes
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permanentes jovenes, quienes contienen proteinas de factores de crecimiento
endogenos, los cuales son encargados de conducir a la células madres
mesenquimales para que posteriormente se diferencien; de tal forma que con la ayuda
del MTA continten con la apexificacion radicular de forma fisioldgica en base a la

ingenieria tisular. 2974

MEDICACION INTRARADICULAR EN DIENTES PRIMARIOS

Los odontopediatras a menudo se enfrentan al manejo de dientes primarios con signos
de pulpitis irreversible o necrosis pulpar. Entre las opciones de tratamiento
tradicionalmente aceptadas de conductos radiculares infectados o tejidos
perirradiculares estan la pulpectomia o extraccion.? Aunque la extracciéon de un diente
primario sigue siendo una opcion viable para mantener el espacio hasta su exofliacion
fisiol6égica; se ha observado en estudios comparativos que un diente primario
restaurado con éxito es mejor mantenedor de espacio que un tratamiento con
aparatologia. Los resultados a largo plazo mediante la pulpectomia en dientes
primarios necréticos o con absceso han presentado resultados de aproximadamente
el 85% de permanencia en la cavidad oral,? pudiendo deberse el margen de error a la
presencia de complejidades anatémicas de los conductos radiculares en esta denticion
y por consiguiente las limitaciones del acceso de instrumentos e irrigadores.” No
obstante, la técnica puede ser muy desafiante debido a los cambios continuos en el
foramen apical como resultado de la absorcion fisiologica y/o patologica. Asimismo, la
instrumentacion puede dafar el desarrollo del germen dental permanente.'® Por otro
lado, estudios como los de Wang determinaron que incluso después de una limpieza

guimica con hipoclorito de sodio al 6%, identificaron biofilms maduros de E. faecalis
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con LIVE/DEAD hasta en un 46% de los conductos, demostrando que no es suficiente
altas concentraciones de un irrigante quimico sobre esta cepa resistente.’
Entre las consecuencias principales de la pérdida prematura de dientes primarios se
han reportado:’®

e Pérdida de espacio para el diente permanente

e Erupcioén ectdpica del diente sucesor

e Alteracion en la secuencia de erupcion

e Habitos parafuncionales como deglucion atipica por perdida de dientes

anterosuperiores
e Respiracion bucal

e Alteracion y deterioro de la fonacion

Pastas de obturacién en denticion primaria

Numerosos estudios han descrito indicaciones, contraindicaciones y técnicas para el
tratamiento de conductos radiculares en denticion primaria que presentan pulpas
infectadas o necréticas. A pesar de ello, actualmente no existe un consenso en relacion
al material “ideal” de obturacion. Entre las pastas de obturacion mas utilizadas y
reportadas en la literatura que se encuentran asociadas a antibiéticos para terapia
pulpar de denticién primaria estan la pasta triple antibiética, pasta CTZ y la pasta
Guedes-Pinto.

a) Pasta triple antibiodtica “TAP - Trimix - 3Mix-MP”

Para evitar las diferentes situaciones anteriormente mencionadas, Hoshino y cols.
hace mas de dos décadas aproximadamente planted la terapia LSTR en dientes

primarios en un inicio. Esta técnica no instrumentada obtuvo excelentes resultados
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mediante trabajos in vitro ex vivo y clinicos randomizados como los de Takushige y
cols., donde el concepto de LSTR aplicaron en un ensayo que incluyé 87 molares
primarias infectadas de 56 pacientes que oscilaban entre 4 - 18 afios de edad. Donde
83 de los 87 casos fueron asintomaticosposterior a una semana dela aplicacion de 3-
Mix-MP, con un tiempo de control del estudio de 680 dias. El éxito se describié de la
siguiente manera: sin movilidad, diente funcional y sin dolor o infeccién; logrando: 8137

e Terapias pulpares atraumaticas

e Evitar trastornos psicoldgicos y de Ansiedad

e Sesiones cortas de terapia

e Bajo costo

e Accesibilidad de materiales

Preparacion de medicamentos

Los medicamentos que componen esta pasta, se encuentran de forma genérica como
ciprofloxacino, metronidazol y minociclina. Antes de su uso se debe retirar la cubierta
entérica de revestimiento que cubren a los antibioticos. Cada uno de los medicamentos
se pulveriza en 3 diferentes morteros de porcelana con su respectivo pilén y se
almacena en recipientes herméticamente cerrados para evitar la exposicion a la luz y
la humedad, manteniéndose refrigerado a temperatura de 16° C. Los antibiéticos al
usarse deben encontrarse a temperatura ambiente. La mezcla de antibiéticos en polvo
se realiza en proporcién ciprofloxacino, Metronidazol y minociclina 1:3:3,
respectivamente otros estudios lo realizan en proporcién 1:1:1. La preparacion de la

pasta es ejecutada en dos tiempos: Primero se realiza la mezcla de los antibioticos,
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dividiendo en 7 proporciones iguales; mientras que el Macrogol con el Propilenglicol

(MP) en proporcién 1:1 que finalmente son mezclados.®®

Aplicacion clinica

Para la técnica de esterilizacién de la lesién y reparacion de tejidos (LSTR), se

recomienda anestesia local y aislamiento con dique de goma. Se procede a retirar el

techo de la cAmara pulpar, continuando con la extirpacion parcial o total de la pulpa.®

Anestesia local con lidocaina al 2%

Colocacion de aislamiento absoluto

Eliminacién de la pulpa necrética a nivel de cAmara pulpar(extirpacion parcial)
con fresa redonda grande y curetas

Irrigacion con suero fisioldgico 6 EDTA.

Realizar una cavidad en la entrada de los conductos de 1 mm de profundidad y
2mm de diametro

Si hubiese sangrado en los conductos, aplicar hipoclorito de sodio al 10%
embebido en una bolita de algodén

Aplicar la pasta en la cavidad realizada a la entrada de los conductos
Colocacion con Cemento ionémero de vidrio a nivel de camara pulpar
Restauracion con resina compuesta

Todo el procedimiento es una sola sesién

Control radiografico hasta la exfoliacion del diente primario

Entre los innumerables estudios que reportan el uso de la pasta triple antibiética como

material de obturacion con asociaciones antibidticas en dientes primarios; el estudio
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clinico randomizado mas citado fue el ejecutado en 2004 por Takushige y
colaboradores, que incluy6 87 dientes de 56 pacientes entre los 4 y 18 afios de edad.
Aplicaron la técnica no instrumentada bajo el concepto de la terapia LSTR, como se
observa en la Figura 9. Los controles postratamiento a la aplicacion de la pasta
antibiética oscilaron entre 68 y 2,390 dias equivalente a 2 meses y 6.5 afios;® siendo

el estudio con mayor tiempo de control propuesto, segun una revision bibliografica

elaborada hasta el afio 2012.5°

Fig 9. Esquemade la aplicacion de la TAP. a. Diente deciduo 1.Incrustacion de resina. 2. Relleno con cemento ionémero de

vidrio. 3. Preparacion cavitaria para la colocacién de medicamentos con TAP. b. diente permanente sucesor. (Obtenido de
Takushige et al, 2004)
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a) Pasta“CTZ”

Dentro de las investigaciones mas representativas se encuentra la realizada por
Whalter en 1965; donde aplicé la pasta CTZ a 216 molares primarias, pertenecientes
a 116 pacientes. Este estudio clinico y radiografico considero como exitoso el
tratamiento a aquellos 6rganos dentarios que no presentaron sintomatologia alguna
dentro de los 6 primeros meses. Observandose posterior a este periodo excelentes
resultado como la desaparicion de la lesion clinica; mientras que los resultados
radiogréaficos no fueron los mejores, debido a la destruccion de la lamina dura a nivel
de la camara pulpar, asi como signos de resorcion interna.’®

Estudios actuales como los de Siegl y Gonzales constataron el éxito clinico y
radiogréafico del uso de la Pasta CTZ en denticion primaria, incluyendo la estabilizacion

de la lesion periapical.’"?

b) Pasta GUEDES-PINTO
Estudios recientes han constatado la eficacia antibacteriana de esta pasta utilizada en
dientes primarios; sin embargo no se ha observado la reduccion de radiolucidez en el
area de furca, donde principalmente se identifica las lesiones periapicales.
Determinaron en este estudio comparativo que la pasta CTZ proporcion6 una mejoria
a nivel de la zona de furcacion a diferencia de la Pasta Guedes-Pinto, que no mostré
disminucién de radiolucidez a nivel de furca posterior a los 12 meses de su

aplicacion.’
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Tabla 3. Caracteristicas de los estudios clinicos bajo la terapia de LSTR informados en dientes primarios

Trairatvorakul and

Estudios clinicos Takushige et al. Prabhakar et al. Takushige et al. Nakornchai et al. Pinky et al. Agrawal et al. Detsomboonrat
(2004) (2008) (2008) (2010) (2011) (2011)
(2012)
Edad del grupo (aiios) 4-18 afios 4-10 afios No especifica 3-8afios 4-10 afios 4-9 afios 3-8 afios
Dientes

Seleccion del diente primario

anteriores/molares
superiores e inferiores

Molares inferiores

No especifica

Molares superiores
e inferiores

Molares inferiores

Molares inferiores

Molares inferiores

60 dientes (34

nifios)
60 dientes (41 50 dientes (37 40 dientes (28 Grupo 1: (ZOE): 20
nifios) nifios) nifios) dientes
Numero de dientes 87 dientes (56 Grupo A: 30 . Grupo 3Mix: 25 Grupo A: 20 Grupo 2: 80 dientes (58
- R . 360 dientes . . . i
(participantes) pacientes) dientes dientes dientes (pulpotomia) 20 nifios)
Grupo B: 30 Grupo Vitapex: 25 Grupo B: 20 dientes
dientes dientes dientes Grupo 3: (3Mix):
20 dientes
Grupo A: técnica
s . L. , pulpotomia L. , L. , Técnica Técnica L, . ,
Intervencién/técnica Técnica pulpotomia Grupo B: técnica Técnica pulpotomia | Técnica pulpotomia P Y e—— Técnica pulpotomia
pulpectomia
Medicacion cavitaria Si Si No No Si No Si
Proporciones de drogas 1:3:3 1:3:3 1:3:3 1:1:1 1:3:3 1:3:3 1:1:1
utilizadas
. . P . . » ) Hipoclorito d i . .
Irrigantes/desinfectantes Acido fosférico Solucién salina EDTA lpociortto de Solucién salina No especifica EDTA

sodio

Cemento ionémero de
vidrio seguido por una

Cemento ionémero
de vidrio seguido

Cemento ionémero
de vidrio seguido

Cemento ionémero
de vidrio seguido

Oxido de zinc
eugenol —
cemento

ionomero de vidrio

Cemento
iondmero de vidrio
seguido de una

Cemento ionémero
de vidrio/resina

Restauracién permanente . por una por una )
restauracion - . por una corona de seguido por una corona acero compuesta /corona
) restauracion restauracion L L . L
compuesta inlay ) acero inoxidable corona de acero inoxidable después acero inoxidable
compuesta compuesta inlay L :
inoxidable después de 24 horas
de 1 mes

68-2,390 dias 12 meses 12 meses 12 meses

. ! 123-2,065 dias de 12 meses (control 1
Periodo de seguimiento equivalente a 2 meses Control 1,6 y 12 U ( (controles 3,6y 12 (controles 1,3, 6y 24-27 meses

o seguimiento sem, 6 y 12 meses)

— 6.5 afios meses meses) 12 meses)

Tabla de estudios clinicos en base a la terapia LSTR en denticion primaria. (Adaptada de Kayalvizhi et al 2013)
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MEDICACION INTRARADICULAR EN DIENTES PERMANENTES CON APICE
INMADURO

La retencion a largo plazo de un diente permanente requiere una raiz con una
proporcion favorable de corona / raiz y paredes dentinales que sean lo suficientemente
gruesas como para soportar la funcion normal. Por lo tanto, la preservacion de la pulpa
es un objetivo principal para el tratamiento de la denticion permanente con apice
abierto. Un diente sin una pulpa vital, sin embargo, puede permanecer clinicamente
funcional. El tratamiento final dependera si la pulpa es vital o no, en funcion del
diagnéstico clinico y pruebas auxiliares. En este contexto, de acuerdo con este estudio
para que el proceso del cierre apical de dientes permanentes inmaduros no vitales
culmine con éxito, la American Academy of Pediatric Dentistry (AAPD) ha propuesto
por muchos afios el protocolo de la Apexificacion para estos casos.? Sin embargo,
diversos reportes de casos clinicos demostraron que los dientes sometidos a este
proceso no completaron su desarrollo apical, dejando fragil la estructura radicular
propensa a la fractura.?® Por tal motivo, surgieron protocolos como la revascularizacion
y actualmente denominada regeneracién endododntica que es trabajado bajo un
concepto de ingenieria biolégica. Para la comprension y aplicacion clinica de nuevos
protocolos de regeneracion endoddntica es necesario un conocimiento basico de la

odontogénesis y el desarrollo radicular.

Clasificacion del desarrollo radicular y apical
De una forma muy didactica Patterson plante¢ en 1958 una clasificacion en relacion a

los dientes con apice abierto, que consta de cinco grados de acuerdo con el desarrollo
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radicular hasta el cierre apical del 6rgano dental. Dicha clasificacion se encuentra

estrechamente relacionada con la transicién de los estadios de Nolla 8, 9 y 10.2%77

W

Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4 Grado 5
Raiz 2/3 Raiz 2/3 Raiz 3/4 Raiz completa Raiz con cierre
especial
Estadio 8 de Nolla Estadio 9 de Nolla Estadio 10 de
Nolla

Fig 10. Clasificacion de dientes con apice abierto. (Obtenido de Velasquez V, 2009)

Tratamientos

Para la comprension de la conducta clinica a seguir es indispensable tener
conocimiento de las peculiares anatomicas y dimensionales de la cavidad pulpar y
conducto radicular en formacién que presentan los dientes inmaduros con apice
abierto; asi como un correcto diagndstico del estado de la pulpa que llevara a escoger

el tratamiento adecuado de los distintos procedimientos para dientes con pulpa viva o

con pulpa mortificada.®*

Recubrimiento Pulpar Indirecto
Recubrimiento Pulpar Directo

Pulpotomia

Apexificacion

Regeneracion Endodéntica




APEXIFICACION

La apexificacion es un método que consiste en la induccion de una barrera calcificada,
también denominada una barrera artificial en dientes inmaduros con apices abiertos
gue presenten pulpa necrotica. Su efecto radica en la supresion de la pulpa mortificada
y posteriormente el desbridamiento concienzudo del conducto radicular y la aplicacion

de un agente antibacteriano como el hidréxido de calcio y MTA.%26.78

Tratamiento con Hidroxido de calcio

El uso del hidroxido de calcio [Ca(OH)2] en combinacion con el paramonoclorofenol
alcanforado (CMPC) en apice abierto fue ejecutado por primera vez por Kaiser en 1964
y popularizado por Frank; quien enfatizé la importancia de reducir la contaminacion
dentro del conducto radicular mediante la instrumentacién y medicacién con la finalidad
de disminuir temporalmente el espacio del conducto con un tope de pasta
reabsorbible.”® El éxito del Hidréxido de calcio a lo largo del tiempo se debe al
pHalcalino de 12.5 no fijado, que es un factor fundamental al estimular la formacion de
tejido mineralizado y fibroso a nivel de la zona apical del conducto radicular. Ademas
de producir una necrosis estéril en mdltiples capas, debido a la ausencia de
microorganismos " que se encuentra relacionada con la liberaciéon de iones hidroxilo,
gue son altamente oxidantes y muestran una reactividad extrema, ocasionando dafo
a la membrana citoplasmatica bacteriana, desnaturalizacion de proteinas y afectacion
del ADN bacteriano, lo que permite la mineralizacion subyacente. Otro factor hallado
que facilita los mecanismos de reparacion es el aumento de calcio en el esfinter
precapilar que reduce el flujo de plasma; ademas de afectar la enzima pirofosfatasa,

que participa en la sintesis de colageno.”
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A nivel histolégico se han hallado en la barrera apical formada por el hidroxido de
calcio, tejido conectivo fibrocolageno denso irregular que contiene material extrafio con
fragmentos irregulares de calcificaciones altamente mineralizadas. Algunos estudios
proponen una unica aplicacion entre 5 a 20 meses con controles clinicos y
radiograficos;’® mientras que otros autores sugieren el reemplazo regular del apésito
de hidroxido de calcio, debido a que aumenta la velocidad de la formacion de la barrera
apical por un tiempo de 6 a 18 meses.’* Entre los problemas frecuentes que se han
reportado se encuentra:

e Seguimiento clinico y radiogréfico a largo plazo

e Reemplazo del apdsito de forma regular durante el periodo de tratamiento.

¢ Reinfeccion del 6rgano dental

e Fractura de raiz a nivel cervical

e Resultados a largo plazo con informacion limitada.

a) Indicaciones del tratamiento
Este procedimiento puede realizarse si la formacion pulpar ha fallado o estas otras
razones no logran la regeneracién pulpar.’

b) Procedimiento
El tratamiento es iniciado por la organizacién, desinfeccion del conducto vy
conservacion del area con el material biolégico apropiado que proporcione una barrera
apical, por un periodo de 6 a 18 meses con un reemplazo de la medicacion
intraconducto durante el tratamiento.”#20

e Anestesia local

e Aislamiento absoluto del diente
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e Apertura de la camara pulpar a nivel la entrada de conductos

¢ Irrigacion del conducto radicular (10 ml de hipoclorito de sodio al 2,5%)

e Secar con conos de papel

e Preparacion de pasta de hidroxido de calcio con suero fisiologico

e Insercidén de la pasta en la camara pulpar y en la parte coronaria (tercera o

media) del conducto radicular (con una bola de algodon)

e Colocacion de obturacion temporal

e Posterior a 30 dias reemplazar el hidréxido de calcio

e Controles hasta los 18 meses posterior a la apexificacion
Klein y Levy demostraron tener éxito al combinar el hidroxido de calcio con el Cresatin
gue presenta menor toxicidad a diferencia del formocresol y CMPC, debido a su bajo
potencial inflamatorio como medicamento intraconducto. A partir de esta investigacion,
otros estudios revelaron la eficacia de misma magnitud reemplazando el CPMC por
agua destilada o metilcelulosa; proporcionando este Ultimo una mejor solubilidad en

fluidos tisulares y una firma consistencia fisica.”®

Tratamiento con Mineral Triéxido Agregado

El MTA es un polvo consistente con finas particulas hidrofilas de silicato tricélcico,
oxido tricalcico y oxido de silicato que presenta baja solubilidad y ligera radiopacidad
similiar a la dentina, debido al oxido de bismuto; todo ello basado en el material de
construccion cemento Portland. Desde si introduccion en 1993 y aprobacion como
material de reparacion endodontico en 1998 por parte de la Administracion de

Alimentos y Medicamentos (FDA) ha demostrado buena capacidad de sellado y
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biocompatibilidad. Asimismo, una excelente propiedad antimicrobiana, debido al pH de
12.5 que presenta.’®

Torabinjad mediante la espectrofotometria, posterior al fraguado del MTA evidenci6
dos fases: La primera parecida a cristales discretos, formada principalmente por éxido
de calcio y la segunda con apariencia amorfa sin cristales con aspecto granular y
formada basicamente por fosfato de calcio. La composiciéon media de los prismas es
de 87% calcio y 2,47% silice (SiOz2) y en las areas de estructura amorfa, 33% calcio;
49 % fosfato; 2 % carbono; 3 % cloruro; 6 % silice.””®! Uno de los efectos adversos
gue ha producido el MTA ha sido la decoloraciéon de los dientes permanentes
inmaduros con apice abierto, principalmente afectando la zona estética anterior.%77
Esto fue producido por una pequefia porcion de aluminio ferrato tetracélcio que
presentaba el MTA gris que fue el primero en estar disponible para uso dental. Para
superar este inconveniente efectuaron la eliminacion de este componente durante el
proceso de fabricacién a través de una purificacién.8?

a) Propiedades bioldgicas del MTA

Como ya se menciond, el MTA es un material altamente alcalino lo que podria
beneficiar sus propiedades biolégicas en relacion a la formacion de tejido duro a nivel
apical cooperando la regeneracion casi completa del periodonto perirradicular en
dientes no infectados. La biocompatibilidad del MTA es efectiva en todas sus
aplicaciones endodonticas y bioactivo frente a los tejidos de la raiz del diente y mas
allad; como promover una baja inflamacion perirradicular y provocar la formacion de
cemento en su superficie. Diferentes estudios que planearon estudiar la
biocompatibilidad del material sobre células como los fibroblastos de ratas, hamster

chino, perros y cobaya; resultaron con efectos citotoxicos negativos del MTA sobre
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ellos. Observandose que dichas células se unen con facilidad al MTA endurecido y
estimulando la produccion de nuevos tejidos blandos y duros sin respuesta
inflamatoria. Los estudios realizados en células humanas tambien han dado indicio a
la proliferacion de los osteoblastos al unirse al MTA. Otras células como los fibroblastos
gingivales y periodontales han respondido favorablemente para mantener su forma y
funcién en contacto con el MTA, el cual es relevante para el uso final del cemento

radicular.82

b) Ventajas®

e Propiedades aceptables para el uso clinico

e Precio razonable

¢ Resistencia mecanica

e Capacidad de sellado aceptable

e Facil esterilizacion

e Capacidad de establecerse en presencia de fluidos corporales
e Promueve la deposicion del cemento

¢ No causa citotoxicidad al ligamento periodontal

c) Desventajas®?
e Tiempo de fraguado prolongado

e Textura granulosa, mediana dificultad de manipulacion
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d) Indicaciones del tratamiento

Este procedimiento puede realizarse si la formacion pulpar ha fallado o cuando otras

opciones terapéuticas no logran la regeneracién pulpar a corto plazo.”

e) Procedimiento

En base a su biocompatibilidad y capacidad selladora ha demostrado ser una buena

opcion en el tratamiento de apexificacion de dientes permanentes inmaduros con apice

abierto bajo el siguiente protocolo: 26

Aislamiento absoluto del diente

Acceso cameral amplio

Eliminacion del tejido necrotico con un escariador o lima Hedstrom

Evaluar la longitud de trabajo, sin llegar al &pice radiolégico para no
sobrepasarse

Limpiar con una lima relativamente grande e ir ampliando

Irrigar con hipoclorito de sodio sin eliminar la dentina

Secar con puntas grandes de papel

Mezclar el MTA polvo con el suero salino estéril

Introducir el MTA en el conducto y compactar pluggers endodoénticos

Colocacion de restauracion permanente

La introduccion de este material dentro de la endodoncia ha sido muy beneficioso para

los pacientes con dientes permanentes inmaduros por causa de caries dental o

traumatismo, y su futuro en el campo parece ser asegurado, debido a su éxito clinico.
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REGENERACION ENDODONTICA

El dafio pulpar como consecuencia de traumatismos o caries en dientes inmaduros
con apice abierto puede ocasionar la pérdida de vitalidad y la detencién del desarrollo
radicular, resultando raices cortas con paredes muy delgadas propensas a fracturas y
complicando el tratamiento de conductos.*2¢

La terapia de endodoncia regenerativa brinda un enfoque de tratamiento alternativo
basado en los principios bioldgicos de medicina regenerativa e ingenieria de tejidos.
Este concepto se basa en reemplazar las estructuras dafiadas, que incluyen las
estructuras de la dentina y raiz, asi como las células del complejo dentino — pulpar;
como consecuencia de lesiones cariosas o traumatismo dental, que a menudo
complican resolver un problema restaurativo debido a que la poblacion mas vulnerable
son pacientes jovenes, a quienes no se les puede colocar implantes dentales, puesto
que su esqueleto craneofacial se encuentra en desarrollo.”

La evolucion de tal proceso regenerativo parti6 de experimentos que fomenten el
coagulo sanguineo dentro de la terapia endoddntica en conjunto con la compresion de
la revascularizacion que es el restablecimiento de un suministro vascular al tejido
pulpar existente, que es fundamental para finalizar el desarrollo total de la raiz.”
Aunque el término de revascularizacién o revitalizacion pulpar aun es discutible; la
Asociacion Americana de Endodoncia (AAE) ya plante6 la denominacion de
Regeneracion Endodontica al proceso de revascularizacion con fines de una

terminacion universal.* 74
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Ingenieria Tisular
Es un campo interdisciplinario que integra los principios de la biologia y la ingenieria
para desarrollar sustitutos biolégicos que reemplacen o regeneren células, tejidos u
organos con la finalidad de reestablecer su actividad normal. Existen tres elementos
béasicos que conforman la ingenieria de tejidos; tales son:

a. Células madres
Son células indiferenciadas que se estan en constante mitosis. Existen dos tipos:
Células madres Embrionarias; estas son capaces de desarrollar doscientos tipos de
células, pero su obtencion es dificultosa.”
Células madres de adulto o postnatal; pueden dividirse y crear otra célula a partir de
ella misma; asi como también una célula diferenciada de si misma, con la diferencia
gue la otra célula dividida presenta capacidades limitadas. Definida como una célula

multipotente que la diferencia de una célula embrionaria. Entre ellas encontramos: %74

Tabla 4. Células madre dentales

Células madre de pulpa dental

Células madres de dientes primarios humanos exfoliados
Células madres del ligamento periodontal

Células madre progenitoras del foliculo dental

Células madre de la papila apical

Informes recientes han descrito que la presencia de células madre mesenquimales con
capacidades regenerativas en pulpas y tejido periapical inflamado presenta
interesantes posibilidades aun para ser exploradas para el tratamiento del diente

maduro con necrosis pulpar y periodontitis apical.’
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b. Scaffolds o andamios tisulares
Los andamios como parte de la ingenieria tisular sirven para dar soporte a la
organizacién celular, proliferacion, diferenciacion y vascularizacion. Los estudios en
base a procedimientos de regeneracion endododntica utilizan la dentina, asi como el
coagulo de sangre o el plasma rico en plaguetas (PRP) para proporcionar andamios a
nivel del conducto radicular de los dientes permanentes inmaduros. Por otro lado,
investigaciones mas actuales han reportado el uso de andamios biodegradables
elaborados de materiales naturales como el colageno, acido hialurénico, quitosano y
quitina; asi como las recientemente evaluadas con este fin, que son las nanofibras de
hidrogel peptidico y diversos geles de fibrina que cumplen el papel de andamios en la
ingenieria de tejidos de la pulpa dental.’*

c. Factores de crecimiento
Los factores de crecimiento son proteinas que se unen a receptores en la célula y
actian como redes de sefializacién para inducir la proliferacion y/o diferenciaciéon
celular. Los ejemplos de factores clave de crecimiento en la formacion de pulpa y
dentina incluyen la proteina morfogenética 6sea, el factor de crecimiento transformante
beta y el factor de crecimiento fibroblastico. Los procedimientos endodonticos
regenerativos actuales dirigen sus investigaciones en utilizar los factores de

crecimiento que se encuentran en las plaquetas y la dentina.”

Base biologica de la Endodoncia Regenerativa
Uno de los efectos mas desfavorables que reportaba la apexificacién con hidroxido de
calcio fue que alteraba las propiedades mecéanicas de la dentina, debido a que su

exposicion desnaturaliza los grupos carboxilato y fosfato en la dentina, debilitando la
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zona cervical de la raiz propensa a fracturas. Por el contrario la endodoncia
regenerativa tiene el potencial de brindar un mejor dasarrollo radicular pudiendo
otorgar mejor pronostico a largo plazo; logrando un regeneraciéon del complejo
dentinopulpar exitoso; asi como un tejido vital capaz de generar una respuesta inmune
y una sefializacion del dafio tisular por las neuronas sensoriales.”* Este hecho se basa
en la hipotesis actual del rol fundamental que fomentan las células remanentes de la
vaina epitelial de Hertwing o la diferenciacién de las células madre de la papila apical®*
gue son resistentes a las infecciones periapicales; por lo tanto, las redes de
sefalizacion de estas células residuales en dientes no vitales inmaduros no infectados
estimulan diferentes células madre, incluyendo células madre papilares apicales,
meédula ésea y células madre pluripotentes de la pulpa para formar dentina y ayudar a
la maduracion fisiolégica de la raiz.?°
Indicaciones del tratamiento de Regeneracién endoddntica
Segun la American Association Endodontics se debe tener presente al momento de
ejecutar este procedimiento, lo siguiente: 74

e Paciente joven

e Pulpa necrética y que presente diente permanente inmaduro con apice abierto

¢ Minima instrumentacién o ninguna sobre las paredes dentinales

e Colocacion de un medicamente intraconducto

e Formacion de un coagulo de sangre o presencia de un andamio de proteina

e Sellado coronal eficaz
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Procedimiento en la Regeneracion endodontica
El éxito de la regeneracion endodontica dependera de tres elementos importantes
como son la desinfeccion del conducto radicular, la presencia de andamios o Scaffolds
(coagulo de sangre) y una restauracion coronal hermética. Para ello, como se
menciond anteriormente se requiere de la presencia de células madre, Scaffolds y
factores de crecimiento para la formacion de un tejido funcional. Para llevar a cabo el
proceso de manera exitosa, diferentes estudios han tomado importancia a la
desinfeccién del conducto radicular, debido a que es requisito fundamental para la
culminaciéon de cierre apical.8% Se han propuesto diversos antimicrobianos dentro del
proceso de regeneracion endodontica; irrigantes como el hipoclorito de sodio
(NaOCI)3>780 y clorohexidina;®? medicamentos intraconductos entre citas como el
hidroxido de calcio 288 o pastas con asociaciones antibidticas. En una revision
sistémica reciente se encontr6 que el 80% de los estudios de regeneracion
endododntica clinica y los informes de casos clinicos reportados utilizaron
combinaciones de antibiéticos como medicamentos intraconducto.® Entre las
asociaciones antibidticas mas utilizada en regeneracion endodontica se encuentra la
pasta antibittica triple (TAP) que es tratada bajo el concepto de LSTR con un
tratamiento endoddéntico no instrumentado.?56:14.24,32
La regeneracion endodoéntica a menudo implica un procedimiento de dos o varios
pasos a seguir. Basicamente la primera cita consiste en desinfectar los conductos
radiculares, mediante el siguiente protocolo utilizando la TAP: 72:80.81

e Anestesia local

e Aislamiento absoluto del diente
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e Desinfeccion del diente con 10% yodopovidona antes de la apertura

e Apertura de la camara pulpar a la entrada del conducto (pulpotomia)

¢ Irrigacion del canal de la raiz con 20 ml de hipoclorito de sodio (1,25% -5,25%)
y luego con suero fisioldgico y finalmente con clorhexidina al 2%

e No instrumentar los conductos radiculares

e Lavary secar el conducto radicular con conos de papel

e Aplicacion de la pasta triple antibiotica en el conducto radicular

e Colocar una bola de algodoén en la entrada del conducto radicular

Sellar con una obturacién temporal
En la segunda cita se obtiene un ambiente apto para la liberacién de los factores de
crecimiento de la dentina con la irrigacion del EDTA; asimismo propiciar la liberacion
de células madre dentro del conducto radicular al estimular el sangrado formando un
andamio tisular y recibir un restauracién coronal permanente.’#8°
e Anestesia local sin vasoconstrictor
e Aislamiento absoluto
¢ Desinfeccion del diente con 10% yodopovidona antes de la apertura
e Acceso al conducto radicular
e Remocion de la pasta triple antibiética usando irrigacion con hipoclorito de sodio
(1.25% -5.25%), luego con suero fisioldgico y finalmente con clorhexidina al 2%
e Inducir una hemorragia apical. El nivel de sangre debe estar en la unién
cemento-esmalte
e Preparacion de agregado de trioxido mineral (MTA) y su colocacion en el

coagulo para formar un sellado hermético

101



¢ Introduccién de una bola humeda de algod6n sobre el MTA

e Sellado de la cavidad con una presentacion temporal
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Fig 11. Procedimiento de la Rgeneracion endoddntica en dientes permanentes inmaduros con apice abierto.

(Obtenido de Obando M et al, 2015)
Ventajas*

e Biocompatibilidad de las células sanguineas del propio paciente para el
tratamiento de regeneracion endodontica, evitando la transmision de
patégenos a partir de la sustitucion de la pulpa utilizando la ingenieria tisular.

e Facil adquisicion de los medicamentos para la regeneracion endodontica

e Continuo desarrollo radicular y del fortalecimiento de la raiz como resultado
del refuerzo de las paredes dentinarias reportado en diversos casos clinicos
observado radiol6gicamente.

Desventajas*

e Algunos reportes clinicos han manifestado falta de continuidad significativa del
desarrollo radicular, ausencia del cierre apical o la calcificacién del conducto.

¢ Incertidumbre, si el tejido formado en la pared del conducto radicular es dentina
o algun tejido de similar magnitud.

e Pigmentacion dental, resistencia bacteriana, reacciones alérgicas.

¢ Reacciones alérgicas a la medicacion intraconducto por parte de la TAP.
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e Falta de un protocolo universal, hasta el momento el planteado por la AAE.
e Falta de periodos de seguimiento que van desde los 6 y 36 meses hasta los 5

anos.

Complicaciones del uso de la TAP en Regeneracion Endoddntica

Una de las etapas mas importantes de la regeneracion endoddntica es la desinfeccion
del sistema de conductos. Para efectivamente eliminar esta infeccion producto de un
diente necrosado o con lesién periapical, diferentes investigadores han utilizado pastas
con asociaciones antibidticas entre ellas, como bien se mencioné esta la Pasta Triple
antibidtica que consiste en una combinacién de metronidazol, ciprofloxacino y
minociclina utilizada como medicacién intraconducto.®?4 Durante la primera fase del

procedimiento; diferentes estudios han manifestado las siguientes afectaciones:

Decoloraciéon dental

a) Minociclina: Asociada al uso de la minociclina (tetraciclina semisintética) que se
relaciona con los iones calcio del diente a través de la quelacion durante la
desinfeccion del sistema radicular; este antibiético de amplio espectro es uno
de los componentes de la TAP, que ha producido efectos sobre el cambio de
coloracion de dientes deciduos y permanentes;?? afectando principalmente la
estética de este ultimo; donde diversos autores han propuesto cambiarlopor otro
medicamento osimplemente descartar la minociclina para evitar efectos de
decoloracién dental.1213.19.22,23

b) MTA gris: También se ha reportado la aplicacion del MTA gris como unos de los

factores de la decoloracion dental producto del proceso de regeneracion
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endodontica. A raiz de este problema eliminaron el aluminio ferrato tetracalcio
gue producia la decoloracion a los dientes permanentes inmaduros a través de
una purificacién durante su proceso laboratorial;®® surgiendo el MTA blanco que
también ha sido implicada en el cambio de coloracidon de los dientes
permanentes inmaduros durante la regeneracion endodéntica.?*

c) Pigmento sanguineo: El depdsito de pigmento sanguineo en los tdbulos
dentinarios, debido a una incorrecta limpieza del acceso de la cavidad,
permitiendo que los productos de degradacion de la sangre ingresen a los

tubulos dentinarios, dando como resultado la decoloracion dental del diente. 24

Citotoxicidad

La aplicacion de la TAP como medicacion intraconducto en la regeneracion
endododntica ha sido efectiva clinica y microbiologicamente frente a diferentes
patdgenos que abarcan ciertas patologias pulpares.®>614 Sin embargo, se ha
reportado la posibilidad de resistencia bacteriana, debido a las altas concentraciones
de forma empirica utilizadas clinicamente que produzcan citotoxicidad; como por
ejemplo las concentraciones reportadas por Hoshino!® de 100 - 200 pg/mly 25 pg/mi
de TAP, que fueron capaces de erradicar todas las bacterias aisladas.® A partir de
ello, diversos estudios se han enfocado en la citotoxicidad que presenta la asociacion
de antibidticos frente a las diferentes células que son participes en el proceso de la
regeneracion endodontica de los dientes permanentes inmaduros con apice abierto,
con la finalidad de evaluar los efectos que podrian ocasionar.® Encontrar el equilibro
de las concentraciones de antibioticos que ejerzan una actividad integral sobre los

patogenos endodonticos sin producir citotoxicidad sobre diferentes células madres
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podria ser la clave para obtener resultados clinicos exitosos. Se han sugerido que
diferentes combinaciones antibioticas de 1mg/ml de concentracion han logrado
erradicar patdogenos endodonticos sin tener efecto citotoxico sobre células de la papila
apical; asi como concentraciones mucho mas bajas de 0.39 ug/ml de TAP sobre las
células madre de la pulpa.t® Asimismo otros estudios utilizando la TAP sobre células
de la papila apical no tuvieron efectos citotéxicos a concentraciones de 0.01-0.10
mg/mL 8 Sin embargo, estas pruebas in vitro se encuentran de forma liquida, lo que
impide su uso clinico momentaneamente.?® Por otro lado, se ha observado de forma
individual la citotoxicidad de cada antibiotico; demostrando que el metronidazol por si
solo no produce tales efectos sobre las diferentes células madre.®

Otra de las razones de citotoxicidad de los antibioticos quimicamente puros podria
deberse a el bajo pH de TAP (pH = 4.0-4.6), debido a que el clorhidrato de minociclina
y el clorhidrato de ciprofloxacino liberan iones de hidrogeno a partir del grupo HCI,
dando como resultado una condicion acida que es desfavorable para el cultivo de
células.®* También se ha observado que el hipoclorito de sodio y la clorhexidina
pueden reducir la unién de las células madre a la dentina; en el caso de NaOCI, estos

efectos se han revertido con EDTA.?

Microdureza

Un reciente estudio in vitroinformé una reduccion en la microdureza y resistencia a la
fractura de la raiz después de uno y tres meses de aplicacion de la TAP, pasta
duantibiética e hidréxido de calcio como medicaciéon intraconducto.®®> Como una

alternativa a este problema se sugirio afiadir metilcrelulosa para minimizar la reduccion
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de microdureza de las raices en comparacion con la concentracion actualmente

utilizada de 1g/mL de la combinacién de esos antibiéticos.??

Alternativas de la Pasta Triple Antibidtica (TAP)

El 80% de estudios que incluyen la pasta triple antibidtica (TAP) en la desinfeccion de
conductos ha tenido éxito contra la mayoria de patégenos endodonticos dificiles de
erradicar como el E. faecalis.>* Sin embargo, se ha evidenciado que la decoloracion
dental que produce la minociclina;12?%24 ha conllevado a descartarlo y convertirlo en
una pasta duantibiética (DAP)*>18 o sustituirlo por antibiéticos de amplio espectro como
la amoxicilina, cefaclor.'”-22 ¢ la clindamicina.t®23.24

a) Pasta Duantibiotica (DAP)
Para resolver el problema de la decoloracion dental producida por la presencia de la
minociclina en la TAP; han propuesto Unicamente la combinacién de metronidazol con
ciprofloxacino obteniendo excelentes resultados dentro del proceso de regeneracion
endodontica utilizando concentraciones antibiéticas apropiadas de 0,125 mg/ml de
DAP y TAP, que lograron efectos antimicrobianos sobre el E. faecalis sin mostrar
citotoxicidad sobre las células madre. Esto permite una base fundamental para el uso
clinico en la desinfeccion del sistema de conductos sin dafiar otras células y tejidos del
diente.*®
b) Amoxicilina

La amoxicilina que pertenece al grupo de penicilinas sintéticas es el antibidtico por
excelencia en infecciones dentales, debido a que la mayoria de ellas ha sido resuelta
con una concentracion de 250mg o 500mg por via oral.’” Debido a su uso

indiscriminado se ha observado resistencia de ciertos microorganismos frente a este
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antibiotico; por esta razon se esta sustituyendo por otros medicamentos que cumplan
similar o mejor funcion sobre esta problematica. Una contraindicacion de uso es las
alergias reportadas por su uso en pacientes.2 Por ello, su uso es limitado si se desea
colocar como medicacion intraconducto. Pese a presentar excelente eficacia
antimicrobiana en combinacién con el metronidazol y ciprofloxacino sobre el E.
faecalis, quien es una de las bacterias anaerobias facultativas predominantes en
infecciones endodonticas con concentraciones minimas de 0,195ug/ml para inhibir su
crecimiento y 6,25ug/ml para eliminarlo.?*
c) Cefaclor
Pertenece al grupo de cefalosporinas de segunda generacion, siendo mas efectivo que
los de primera generacion sobre anaerobios de la cavidad oral.” Una alternativa a la
decoloraciéon dental que también ha sido reportada en el tratamiento de regeneracion
endodontica con buenos resultados clinicos ha sido la incorporacion del cefaclor en la
TAP como medicacion intraconducto.®” Sin embargo, las concentraciones que requiere
este antibiético son de 0,195ug/ml para inhibir el crecimiento bacteriano del E. faecalis
y una alta concentracion de 25ug/ml para erradicarlo por completo.?!
d) Clindamicina

La clindamicina es un antibiético de amplio espectro perteneciente al grupo de
lincosamidas que ha sido utilizada por mas de 30 afios en el area médica; asi como
satisfactoriamente en la consulta dental general aplicada para profilaxis de
endocarditis bacteriana secundaria a intervenciones ortognaticas e infecciones
dentales aguda. Debido a la naturaleza polimicrobiana de la mayoria de infecciones

dentales que incluyen bacterias aerobias y anaerobias.88
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El mecanismo de accion de la clindamicina es la inhibicion de la sintesis de proteinas,
gue actua especificamente en la subunidad 50S del ribosoma bacteriano. La sintesis
de proteinas se inhibe principalmente en la elongacién temprana de la cadena por
interferencia con la reaccién de transpeptidacion.®” Ademas de influir en ciertas
funciones bacterianas que reducen los factores de virulencia e incrementa la actividad
bactericida del sistema inmune del paciente. Esto se traduce que la clindamicina
refuerza la actividad bactericida transportandose de forma activa en los leucocitos
polimorfos nucleares (PMN), donde alcanza una concentracion intracelular elevada,
facilitando la quimiotaxis e inhibiendo la formacion de la capsula bacteriana mediante
una accion prefagocitica sobre ellas. Asimismo, las concentraciones elevadas de
clindamicina alcanzan los tejidos orales, la saliva, liquido intersticial gingival y hueso
mandibular. Siendo este Ultimo el mas afectado por lesiones periapicales que
requieren tratamiento endodoéntico.88

Entre las concentraciones utilizadas para aislar cultivos bacterianos se han
manifestado entre 1 a 2ug/ml que se aproxima a la concentracion de clindamicina en
el liquido intersticial gingival 6 horas después de su administracion con una dosis de
300 pg.?8 Similares resultados se obtuvieron a partir de estudios comparativos entre la
amoxicilina y la clindamicina ingeridas via oral; dando una concentracion media de
amoxicilina 0.502 pg/g en las raices y 0.171 ug/g en las coronas y una concentracion
media de clindamicina de 0.270 ug/g en las raices y 0.064 pg/g en las coronas;
demostrando que una Unica dosis de ambos antibidticos exceden la concentracion
minima inhibitoria de algunas bacterias de la cavidad oral, lo que podria conllevar a

una toxicidad de otros tejidos circundantes.

108



Debido al predominio de especies anaerodbicas en las infecciones periapicales agudas,
se penso que la clindamicina seria un agente adyuvante apropiado en el tratamiento
de estas infecciones.?® Sin embargo, en un estudio de dientes con periodontitis apical
el 69% de las cepas bacterianas recuperadas de los conductos radiculares fueron
anaerobios.?®3° Los enterococos se aislaron en el 50% de los casos infecciosos
resultando los mas frecuentes. Un estudio posterior sobre la susceptibilidad de los
enterococos aislados de los conductos radiculares a diversos antibiéticos encontré que
25 de 29 cepas eran resistentes a la clindamicina.®! Estos resultados son similares a
los de un estudio anterior en el que se encontrd que los enterococos aislados eran total
o parcialmente resistentes a la clindamicina. Este lincosamida también seha
investigado como un medicamento local por Mollander. Cuando se aplic6 como una
pasta intraconducto a base de clindamicina disuelta en solucién salina, se encontré
gue no conferia ninguna ventaja sobre los apositos convencionales de conductos
radiculares.®® Sin embargo, la incorporaciéon de la clindamicina en la Pasta Triple
Antibidtica como reemplazo de la minociclina, ha conseguido excelentes resultados
como los reportados por McTigue y Burrus; quienes aplicaron esta nueva pasta
modificada en una serie de casos clinicos que presentaron patologias pulpares con
una microflora bacteriana.*®?* Del mismo modo, también se han realizado estudios
relacionados con la microdureza utlizando esta nueva asociacion antibidtica,
ofreciendo Optimos resultados sobre la dentina radicular durante el proceso de
regeneracion endoddntica.?® Finalmente los estudios antimicrobianos también fueron
evaluados, encontrando que geles cargados con un 1mg/ml de la Pasta Triple

Antibidtica modificada con clindamicina (MTAP) ofrece un significativo efecto sobre el
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biofilm de E. faecalis, que ultimamente sigue siendo principal motivo de investigacion,

debido a su complicada erradicacion.*®

Alternativas del Mineral Trioxido Agregado (MTA)

Biodentine

Es un cemento a base de silicato de calcio, del mismo tipo que el MTA; tanto sus
propiedades fisicas como quimicas son similares a la descritas por el cemento Porland.
La biocompatibilidad que ha sido estudiada rigurosamente por Lauren, quien concreto
que el Biodentine ™ puede ser un sustituto de la dentina bioactivo para la reparacion
de perforaciones radiculares, apexificacion y sellado radicular retrogrado, siendo
menos citotéxica que otros materiales que se utilizan actualmente en la terapia
pulpar.®? Su composiciéon de polvo modificado, como la adicién de aceleradores y
ablandadores de fraguado y una nueva formulacion de capsula predosificada
mejoraron en gran medida las propiedades fisicas de este material, haciéndolo mucho
mas facil de usar con un tiempo de fraguado mas corto que lo logrado por el MTA.®3
About et al. investigaron la bioactividad del Biodentine ™ mediante el estudio de sus
efectos sobre la activacion, diferenciacion y regeneracion de la dentina con el uso de
las células madre de la pulpa dental. El estudio concluyé que Biodentine ™ estimula
la regeneracion de dentina al inducir la diferenciacion de odontoblastos de las células
madrede la pulpa.® Laurent et al. investigaron la capacidad de Biodentine ™ para
evaluar la secrecion del factor de crecimiento transformante 1 (TGF-B1) de células
de la pulpa; concluyendo que el Biodentin proporciond un aumento significativo de la
secrecion de TGF-B1 de las células pulpares, induciendo una forma temprana de

mineralizacion de pulpa dental poco después su aplicacién.® Han y Okiji compararon
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la absorcion de calcio y silicio por la dentina del conducto radicularadyacente en
presencia de solucién salina tamponada con fosfato utilizando Biodentine ™ vy
ProRoot® MTA. Sus resultados mostraron que ambos materiales formaban una
estructura parecida a una etiqueta compuesta del propio material o depdsitos
cristalinos ricos en calcio o fosfato. El grosor de las capas ricas en Ca y Si aumentaron
con el tiempo y el grosor de la capa rica en Ca y Si fue significativamente mayor en el
Biodentine ™ en comparacion con el MTA después de 30 y 90 dias, concluyendo que

la absorcion del elemento de dentina fue mayor para Biodentine ™ que para MTA.%
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2.3. Terminologia basica

1. Accién antimicrobiana: Es la accion de un agente que logre detener o erradicar
definitivamente la actividad celular sobre cierto tipo de microorganismos.

2. Concentracion minima inhibitoria: Es la minima concentracion de un
antimicrobiano que actia como elemento bacteriostatico sobre microorganismos.

3. Concentracion minima bactericida: Es la minima concentracion de un
antimicrobiano que elimina en un 99% la supervivencia de microorganismos.

4. LSTR: Propuesta por el Dr. Hoshino para el uso de la pasta triple antibidtica
mediante sus siglas en inglés que representan la esterilizacion de la lesién y reparacion
de tejidos afectados por patologias pulpares.

5. NIET: Es la técnica endodontica que requiere el uso de la pasta triple antibidtica,
con sus siglas en ingles referidas al tratamiento endodontico no instrumentado.

6. Revascularizacién: Es un tratamiento regenerativo con enfoque biologico, para
tratar dientes permanentes jovenes con pulpa necrética por caries dental o trauma
mediante la supervivencia de células madres que son capaces de diferenciarse en
odontoblastos secundarios y conformar el tejido radicular.

7. TAP: Siglas en ingles que representa a la pasta triple antibiética compuesta por
antibioticos como la minociclina, metronidazol y ciprofloxacino.

8. MTAP: Siglas en ingles que representa a la pasta triple antibiética modificada,
compuesta por antibidticos como la clindamicina, metronidazol y ciprofloxacino.

9. Regeneracion endodontica: Es la denominacion universal actual efectuada por la
Asociacion Americana de Endodoncia referida al proceso de revascularizacion o
revitalizacion utilizada anteriormente; con un previo suceso de la desinfeccion de los

conductos mediante la terapia LSTR y el NIET.
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2.4. Hipotesis
La pasta triple antibiotica modificada con clindamicina presenta mejor accion
antimicrobiana que la pasta triple antibiotica a diferentes concentraciones sobre la

cepa de enterococcus faecalis.
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2.5 Variables

TIPO DE DEFINICION . ESCALA DE
VARIABLE VARIABLE CONCEPTUAL DIMENSION INDICADOR MEDICION VALOR
Combinacion de
antibioticos %12255 “%1 'Tlll
TAP (minociclina, Variable guimicamente puros Concentracién en Ordinal O 5 u%ml
ciprofloxacino y Independiente diluidos a diferentes pg/ml 1 “E/Jml
metronidazol) concentraciones HY
2 pg/ml
Combinacion de
antibioticos %%2255 “%} ”l]l
MTAP (clindamicina, Variable guimicamente puros Concentracion en Ordinal O 5 u%ml
ciprofloxacino y Independiente diluidos a diferentes pg/ml 1 “?ml
metronidazol) concentraciones HY
2 pg/ml
Si
0,125 pg/ml No
si
o 0,25 pg/ml o
Es el efecto de los Conce.nt_raglon minima
antibioticos diluidos a inhibitoria (MIC)
Accion sobre Variable diferentes 0.5 pg/mi _ St
: concentraciones que Nominal No
enterococcus dependiente S - L, _
faecalis inhiban o eliminen la | Concentracion minima
cepa de E. faecalis bactericida (MBC) 1 pg/ml s
No
2 pg/ml Si
No
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CAPITULO 1l

DISENO METODOLOGICO

3.1. Tipo y nivel de investigacion
= Descriptivo
* Prospectivo
= Transversal
= In vitro
Ambito de la investigacion
El estudio fue realizado dentro de las instalaciones del Laboratorio de Anaerobios en

el Instituto de Ciencias Biologicas ICB de la Universidad de S&o Paulo — Brasil.
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3.2. Poblacion y muestra

3.3.1 Poblacion
Bacterias anaerobias facultativas grampositivas
3.3.2 Muestra
» Cepa identificada como: enterococcus faecalis ATCC® 29212
= Diferentes concentraciones que componen la TAP 2 pg/ml, 1 pg/ml, 0.5 pg/mi,
0.25 pg/ml, 0,125 pg/mi
= Diferentes concentraciones que componen la MTAP 2 pg/ml, 1 pug/ml, 0.5
pg/ml, 0.25 pg/ml, 0,125 pg/ml
3.3.3 Criterios de Inclusion
Pertenecientes al grupo de bacterias anaerobias facultativas persistentes al
tratamiento de conducto en dientes permanentes.
3.3.4 Criterios de exclusion
Pertenecientes al grupo de bacterias aerobias
Pertenecientes al grupo de bacterias anaerobias estrictas
Pertenecientes al grupo de espiroquetas y hongos
3.3.5 Tamarfo de muestray Tipo de muestreo:
* Microorganismos anaerobios facultativos.

*= Muestreo no probabilistico por conveniencia.
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3.3 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se obtuvo la aceptacion del estudio otorgado por la Escuela Académica de
Odontologia y la aprobacion del Comité de ética de la Universidad Privada Norbert
Wiener para proceder con el proyecto de investigacion. Asimismo, se aprobaron los
permisos correspondientes para el uso de las instalaciones del laboratorio de
Anaerobios de la Universidad de Sédo Paulo — Brasil, donde se ejecutdé el estudio

experimental que fue dividido en la siguiente manera:

Grupos experimentales
Las drogas quimicamente puras o también denominadas Stdndar de ambos grupos
experimentales estuvieron compuestos por:
- Pasta Triple Antibiotica “TAP”: Minociclina, Metronidazol y Ciprofloxacino
(Sigma-Aldrich®, St Louis, MO)
- Pasta Triple Antibiotica Modificada “MTAP”: Clindamicina, Metronidazol y

Ciprofloxacino (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO)

Elaboracion de las soluciones antibiéticas

A partir de la presentacion stock en polvo de 1mg/ml de cada droga se prepararon
soluciones mezcladas con agua estéril y alcohol de 92.8° utilizados como solventes.
Para ello, utilizamos una balanza electronica de precision (Marte®, 0.001g, Brasil) y
cinco tubos erlenmeyer donde se mezclaron con los solventes a través de un agitador
Shaker tipo Vortex (Benchmark®, 200-3200 rpm, USA) y posteriormente se forraron
con papel de aluminio y almacenaron hasta su uso. Obteniendo finalmente soluciones

de: (0,01g/10ml)
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= 0,01g de minociclina'y 10ml de agua estéril
= 0,019 de clindamicina 'y 10ml de agua estéril
= 0,019 de ciprofloxacino y 10ml de agua estéril

= 0,01g de Metronidazol y 9ml de agua estéril con 1ml alcohol.

Preparacion de los grupos experimentales
Para obtener las concentraciones finales de 2 pg/ml; 1 pg/ml; 0,5 pg/ml; 0,25 pg/mi;

0,125 pg/ml que fueron utilizadas en cada grupo.'® Se aplicé la siguiente férmula:

CiV;=CtVs

» C;= Concentracion inicial

*= Vi=Volumen inicial

» C;= Concentracion final

= Vi=Volumen final
Con la finalidad de conocer el volumen inicial que se requiere para obtener las
concentraciones finales anteriormente mencionadas colocadas en una serie de tubos
de ensayo.
Dando como resultado final:

- Solucion de TAP = compuesta por las soluciones de minociclina, metronidazol

y ciprofloxacino en concentraciones de 2 pug/ml; 1 ug/ml; 0,5 pg/ml; 0,25 pg/ml;

0,125 pg/ml.
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- Solucion de MTAP = compuesta por las soluciones de clindamicina,
metronidazol y ciprofloxacino enconcentraciones de 2 pg/ml; 1 pug/ml; 0,5 pg/mi;

0,25 pg/ml; 0,125 pg/mil.

Procesamiento del material bioldgico
La cepa que se utilizd para el presente estudio fue identificada como enterococcus

faecalis ATCC® (American Type Culture Collection) 29212.

Reactivacion de cepas

Desde el momento de su adquisicion hasta su uso en las instalaciones del Laboratorio
de Anaerobios del Instituto de Ciencias Biologicas de la Universidad de S&ao Paulo —
Brasil, las cepas fueron almacenadas dentro de su envase Kwik - Stick™ entre 2° a
8°C segun las indicaciones del laboratorio.

Al momento de su uso se procediéo a ser sembrado en caldo de infusion cerebro
corazén por un lapso de 24 h para su crecimiento en anaerobiosis, que requirié de un
motor Megavac Vacuum Pump (Cenco®, 0.125 HP, USA), con dos exposiciones de
nitrogeno comprimido (Gama Gases®, UN 1066 nitrdgeno comprimido, 2.2, Brasil) y
una de mixtura de gases (Gama Gases®, UN 1956- 90%nitr6geno+10% CO3, Brasil).
Al finalizar el proceso de reactivacion de la cepa de enterococcus faecalis se dio paso
a un procedimiento confirmatorio basico como es la Tincion Gram para la identificacion

y confirmacién de la cepa de estudio.
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Inoculo bacteriano

Mediante el método de dilucién en caldo >° y posterior al proceso confirmatorio de la
cepa de enterococcus faecalis se continué con la inoculacion de este microorganismo
utilizando un ansa estéril que fue incorporado en una serie de 10 tubos de ensayo con
5 ml de infusion cerebro-corazén (BHI) enriquecido con extracto de levadura, que fue
dividido en 5 tubos para el grupo experimental TAP y MTAP. De la misma forma se
obtuvo dos grupos control que fueron divididos en cada muestra; conteniendo
Unicamente 5ml de BHI y 100uL de E. faecalis equivalente a 108 UFC/ml que fueron

incubadas a 37° C por 24 horas para su crecimiento.

Comprobacién del crecimiento bacteriano
Ambos grupos experimentales con sus respectivos controles concentraron finalmente
5ml de BHI ajustados en una dilucién de 0,5 segun la escala turbimétrica de Mc
Farland; equivalente a 108UFC/ml de enterococcus faecalis pasado el tiempo
determinado.
Obteniendo concentraciones finales de 2 pg/ml; 1 pg/ml; 0,5 pg/ml; 0,25 pg/ml; 0,125
pg/ml en:
- Grupo A: Pasta Triple Antibiotica “TAP”
Contiene Minociclina, Metronidazol y Ciprofloxacino (Sigma-Aldrich®, St Louis,
MO) + 100puL de E. faecalis + 5ml de BHI
- Grupo B: Pasta Triple Antibiética Modificada “MTAP”
Contiene Clindamicina, Metronidazol y Ciprofloxacino (Sigma-Aldrich®, St

Louis, MO) + 100puL de E. faecalis + 5ml de BHI
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- Grupo control: Un tubo control para cada grupo experimental con 100uL de E.

faecalis + 5ml de BHlI

Prueba de sensibilidad

La prueba de sensibilidad bacteriana del E. faecalis frente a la TAP y MTAP fueron
identificados a través de la técnica de Macrodilucion con la finalidad de obtener la
concentracion minima inhibitoria (MIC) y la concentracién minima bactericida (MBC).
Mediante indicadores como: turbidez, pelicula o sedimento en comparacién con el
Grupo control se identificaron la concentracidén minima inhibitoria. Mientras que la MBC
fue obtenido a partir del subcultivo de los tubos sin crecimiento bacteriano visible de la
MIC, que nos permitié evaluar la eliminacion en un 99.9% del E. faecalis.>® Para ello
se necesitaron 25 pL de cada MIC, que fueron colocados directamente sobre placas
con agar sangre y almacenadas en condiciones de anaerobiosis para su posterior

lectura a las 24 horas.

Manejo de residuos biolégicos

Posterior a la culminacion del trabajo experimental de cada muestra se desinfecto la
zona de trabajo con lejia al 5% sobre papel absorvente,®® utilizando el equipo de
bioseguridad personal.

Las placas de cultivo con materiales biologicos fueron trasladadas a un contendor
primario; es decir en una bolsa negra con un contenido de hasta % que fue anudada y
cubierta por una bolsa color amarillo con las indicaciones correspondientes de ser un
residuo especial, almacenado en un contenedor amarillo rotulado con las mismas

indicaciones que la bolsa amarilla.®> Finalmente el material es transportado por el
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personal autorizado hasta la inceniracion de los residuos biologicos; mientras que el
resto de instrumentos utilizados fueron esterilizados en un autoclave (Fabbe-

Primar®,70L, Brasil).

3.4 Procesamiento y analisis de datos

Los datos fueron analizados y comparados mediante graficos y tablas de los grupos
TAP y MTAP. Por otro lado, la complejidad de la metodologia limité a describir la
repercusion de las antibidticos sobre la cepa E. faecalis; a través de indicadores.
Asimismo no permiti6 realizar calculos estadisticos; puesto que el estudio se realizd
dos veces obteniendo un tamafio de muestra 2; logrando un trabajo de indole

descriptiva.

3.5 Aspectos éticos

La presente investigacion se ejecutd segun las normas internacionales y nacionales
sobre investigacién en humanos, animales o microorganismos. Bajo los protocolos de
bioseguridad. Se sigui6é el procedimiento metodoldgico que mejor se adapte a las
circunstancias del estudio, asi como el uso de un instrumento de recoleccion de datos

de confiabilidad suficiente para lograr los objetivos.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

Segun los indicadores planteados en el presente estudio existieron cambios
significativos de turbidez en las concentraciones 2 pg/mly 1 ug/ml para el grupo TAP;
siendo la concentracién minima inhibitoria (MIC) 1 ug/ml. De ambas concentraciones
que inhibieron el crecimiento bacteriano no se evidenciaron zonas de inhibicion que
permitan evaluar su efecto bactericida (MBC) sobre las cepas ATCC® 29212 de E.
faecalis. Demostrando que la TAP no presenta un efecto bactericida en relacion a la

concentraciones establecidas por este estudio.
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El grupo de la MTAP obtuvo un cambio significativo superior que la TAP en relacion a
su turbidez para todas las concentraciones de 0.125 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0.5 pg/ml,
1pg/ml, 2 pg/ml; con excepcion del grupo control que no mostré cambios significativos.
La MIC fue 0.125 pg/ml, logrando obtener la concentracion mas baja de ambos grupos,
que permitié erradicar las cepas ATCC® 29212 de E. faecalis. Asimismo, se determind
gue las concentraciones de 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml respectivamente; obtuvieron
un efecto bactericida, eliminando en un 99.9% las cepas de E. faecalis. Siendo la

concentracion minima bactericida (MBC) 0.5 pug/ml.
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TABLA N°5 Identificacidon de la/las concentraciones minimas inhibitorias (MIC)

de la TAP y MTAP sobre la cepa de enterococcus faecalis ATCC 29212

Concentraciones en  Muestra experimental Muestra experimental
Hg/ml TAP MTAP
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 1 Tubo 2
Control - - - -
0.125 pg/ml - - 100% 100%
0.25 pg/ml - - 100% 100%
0.5 pug/mi ] ] 100% 100%
1 pg/ml 100% 100% 100% 100%
2 pg/ml 100% 100% 100% 100%

La tabla muestra las concentraciones minimas inhibitorias del grupo TAP y MTAP.
Donde 1 pg/ml de TAP es la minima concentracion capaz de inhibir el crecimiento
bacteriano de las cepas de ATCC de E. faecalis seguido de la concentracién de 2
pg/ml; mientras el grupo MTAP requiere una minima concentracion de 0.125 pg/ml, la
cual es capaz de inhibir el crecimiento bacteriano de las cepas ATCC de E. faecalis

seguido de las concentraciones de 0.25 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/mly 2 pg/ml.
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GRAFICO N°:12 Comparacién de la concentracion minima inhibitoria de los

grupos TAP y MTAP a diferentes concentraciones expresadas en pg/ml
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El grafico muestra la comparacion de ambas concentraciones minimas inhibitorias de
los grupos TAP y MTAP. Donde el grupo MTAP muestra una baja concentracion de
0.125 pg/ml. A diferencia del grupo TAP, que requiere de 1 pg/ml para inhibir el

crecimiento bacteriano de las cepas de E. faecalis.
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TABLA N°6 Identificacion de la/las concentraciones minimas bactericidas

(MBC) de la TAP y MTAP sobre la cepa de enterococcus faecalis ATCC 29212

Concentraciones en  Muestra experimental Muestra experimental
Hg/ml TAP MTAP
Placa 1 Placa 2 Placa 1 Placa 2

Control - - - -
0.125 pg/ml - - - -
0.25 pg/ml - - - -

0.5 pug/mi ] ] 100% 100%

1 pg/ml - - 100% 100%

2 pg/ml - - 100% 100%

La tabla muestra las concentraciones minimas bactericidas del grupo TAP y MTAP.
Donde el grupo TAP no presenta una concentracion minima bactericida de las
concentraciones planteadas en este estudio sobre las cepas de ATCC de E. faecalis.
Por otro lado, el grupo MTAP identificé una minima concentracion bactericida de 0.5
pg/ml, la cual es capaz de eliminar las cepas ATCC de E. faecalis seguido de las

concentraciones de 1 pg/mly 2 pug/ml.
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GRAFICO N°:13 Comparacién de la concentracion minima bactericida de los

grupos TAP y MTAP a diferentes concentraciones expresadas en pg/ml
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El gréfico muestra la comparacion de ambas concentraciones minimas bactericidas de
los grupos TAP y MTAP. Donde el grupo MTAP muestra una concentracion de 0.5
pg/ml para erradicar al 99.9% las cepas de E. faecalis. A diferencia del grupo TAP, que
no muestra un efecto bactericida en ninguna de las concentraciones establecidas por

esta investigacion.
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TABLA N°7: Comparacion de la accion antimicrobiana de los grupos de la
pasta triple antibidtica (TAP) y la pasta triple antibiética modificada con

clindamicina (MTAP) mediante la MICy MBC

CMI CMB
ug/mL ug/mL

TAP MTAP TAP MTAP

Bacteria

Enterococciis

25 . s
faecalis 1 0.12: 0.:

Ambos grupos de TAP y MTAP inhibieron el crecimiento bacteriano de las cepas de E.
faecalis. Sin embargo, fue la MTAP, quien mostré en este estudio una concentracion
minima inhibitoria (MIC) de 0.125 pg/ml en comparacion del Gold Standar, que es la
TAP, obteniendo una MIC de 1 pg/ml. Mientras que solo la MTAP mostré una
concentracion minima bactericida (MBC) de 0.5 pg/ml en comparacion con la TAP, que
no mostr6 una MBC en ninguna de las concentraciones propuestas en esta

investigacion.
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4.2. Discusion

Este estudio ha demostrado que la asociacion de antibiéticos que componen la TAP y
MTAP tienen efectos antimicrobianos sobre la cepa de E. faecalis; quien ha sido
materia de estudios para evaluar su eliminacién, 7151821 pyesto que desempefan un
rol importante en infecciones persistentes.®® La TAP requiri®6 una minima
concentracion de 1 pg/mL para inhibir el crecimiento del E. faecalis. Similar resultado
obtenido por Reyhani, que evalud diferentes concentraciones de TAP, resultando que
ha concentraciones de 1, 0.1 y 0.01 mg/mL de TAP existe una significativa reduccion
de UFC comparadas con sus grupos control.?° Mientras que Alyas define en un estudio
in vitro que una dentina pretratada con TAP necesita de 10 mg/mL para obtener efectos
bacterianos residuales, que podrian ser utilizados durante el proceso de desinfeccion
de la regeneracion endoddntica.'’® Siendo esta ultima concentracion muy alta,
pudiendo causar efectos citotoxicos sobre las células encontradas en un diente

permanente inmaduro.®18

Por tal razdn, el presente estudio utilizé6 una nueva alternativa propuesta en una serie
de casos clinicos denominada MTAP; que obtuvo una baja concentracién de 0,125
pg/ml, resultando por debajo de las concentraciones encontradas por otros autores.
Pudiendo ser menos lesivo que los irrigantes como el NaOCIl, que a bajas
concentraciones no ha logrado erradicar el E. faecalis por completo; a diferencia de
las altas concentraciones que suelen ser toxicas sobre ciertas células y tejidos del
diente. Inclusive han reportado que una concentracion por debajo de 0,1% de NaOCI
puede ser caustico.®® En base a ello, paises como EEUU han tomado la decision de

diluir concentraciones de 5,25% de NaOCl| a 2.5%, porque consideran que el
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porcentaje y grado de disolucion se encuentra en funcion de la concentracion del
irrigante. Mientras otros autores recomiendan una baja concentracion de NaOCI de
0.5% al 1% para tratar pulpas vitales?® y del 1% al 5% para dientes necréticos.%*
Situacion que difiere con nuestro estudio, el cual solo requirid una concentracién de
0,125 pg/ml de MTAP y 1 pg/ml de TAP logrando erradicar una cepa persistente como
el E. faecalis. Similar suceso ocurre con el uso de la clorhexidina que en
concentraciones de 2% tiene la capacidad de disolver tejidos organicos; 6364 Sin
embargo, se ha demostrado que su aplicacion del 1% de CXH resulta altamente
irritativo; por lo que sugieren su uso a bajas concentraciones de 0,12% que no tiene
accion antimicrobiana sobre ciertos patdégenos endodénticos que tienen la
particularidad de formar biofilms y hacerse persistentes en una infeccion.®* Por lo
anteriormente detallado, actualmente no se establece una concentracion estandar
para el uso clinico, debido a esta gran controversia. Esto ha traido como consecuencia
generalizar la toxicidad debido a las altas concentraciones de diferentes
antimicrobianos que pueden ser letal para un diente permanente inmaduro en

formacion.

Una opcion a ello, es la fitoterapia que ha obtenido importancia en algunas literaturas
por ser minimamente toxico y altamente antimicrobiano como la curcumina
fotoactivada que utiliz6 Devaraj en comparacion con 1mg de TAP, CXH y Ca(OH)2
mediante un estudio in vitro sobre biofilms de E. faecalis,!® estudio que contrasta con
esta investigacion en relacion a la accion antimicrobiana que ejercio las bajas
concentraciones de TAP y MTAP; obteniendo esta ultima una MIC de 0.125 pg/ml y

una MBC de 0.5 pg/ml; llegando inclusive a ser menor que los resultados encontrados
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por Bravo, donde identificé que la TAP modificada con amoxicilina obtuvo una MIC de
0,195ug/ml y una MBC de 6,25ug/ml sobre las cepas de E. faecalis; siendo aun

concentraciones altas comparadas con esta pesquisa.?*

El hidréxido de calcio ha sido el material de eleccidbn para el tratamiento de
apexificacion en dientes permanentes inmaduros,’®’® no obstante, se han reportado
algunos cambios en las propiedades quimicas y mecanicas de la dentina radicular que
han originado un baja microdureza, resultando una raiz mas propensa a fracturas
radiculares de dientes que estuvieron bajo el tratamiento de apexificacion,®® es por
ello, esta investigacion contrasta con las recomendaciones de Prather en relacion del

uso de 1g/mL de TAP 6 MTAP como sustitucién al Ca(OH)2.%3

El 80% de investigaciones reportadas bajo el protocolo de regeneracion endodontica
han incluido dentro de su proceso de desinfeccion el uso de la TAP, 3-6.10.11,14-17,19-21,24
gque hasta la actualidad viene siendo ejecutada prioritariamente en el area
odontopediatrica con el uso de otras medicaciones intraconducto como la pasta
CTz%? y la pasta Guedes-Pinto;’%"® con reportes de caso clinico controlados
aproximadamente doce meses. Sin embargo, no es suficiente en relacion a los casos
clinicos randomizados presentados por Hoshino y Sato, que obtuvieron controles de
hasta 2,390 dias postratamiento con la TAP,2%° seguido de Takushige con un control
no mayor a 2,065 dias; lo que considera a la TAP o también denominada 3Mix-MP
como una de las mas utilizadas con largos periodos de control clinico.5® A diferencia
de este estudio in vitro que propone una nueva modificacibon de uno de sus
componentes de la TAP; en base a estos resultados permita estudios mas profundos
hasta ser aplicado en pacientes mediante estudios clinicos randomizados.
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Un problema principal y fuente de estudios in vitro actualmente es la citotoxicidad que
produce la TAP sobre las células madre que son elementos dentro del proceso de
ingenieria tisular, que ha sido analizada en investigaciones con la finalidad de hallar la
minima concentracién de TAP que no produzca citotoxicidad sobre ellas.®'883 Los
resultados encontrados por Chuensombat demostraron que una concentracion de 0,39
pg/ml de solucion de TAP es la ideal para no producir toxicidad sobre células de la
pulpa dental (DPSCs) y papila apical (SCAPS) que son elementos importantes dentro
del proceso de regeneracion endodéntica;® estos resultados se encuentran proximos
a los obtenidos en esta investigacion, dado que se obtuvo una concentracién minima
inhibitoria de 0.125 pg/ml utilizando la MTAP; que nos da a proponer la hipétesis que
tal concentracion incluso podria ser menos citotoxica debido a que es mas baja que lo
hallado por Chuensombat. Para ello, se necesitarian de estudios moleculares de esta
nueva asociacion antibiotica de MTAP, que hasta el momento ofrece resultados in vitro

con informacion limitada.

Por otro lado, SchissI®® ha identificado que una dosis via oral de clindamicina deja una
concentracion de 0.270 ug/g en las raices; demostrando que una Unica dosis excede
la MIC propuesta por el CLSI, % sobre algunas bacterias de la cavidad oral, que podria
conllevar a una toxicidad. Asimismo, se han estudiado por separado cada componente
de la TAP; demostrando que el metronidazol por si solo no tiene efectos citotoxicos
sobre las células DPSCs y SCAPs, pero es ineficaz contra bacterias aerobias y
anaerobias; por eso recomiendan combinarlo con una penicilina, cefalosporina o
macrélido.® Como este estudio que también demostré efectividad de la asociacién de

antibioticos de los grupos TAP o MTAP. Respaldado por Molander, quien concluyo que

133



para esterilizar tales lesiones, un solo medicamento antibacteriano no es efectivo;
como es el caso de la clindamicina que en un estudio microbiolégico demostro no ser
efectivo en conductos radiculares con periodontitis apical.3® El éxito de este estudio
podria deberse al sinergismo que existe entre los antibiéticos que componen la TAP y

MTAP que dan resultados mas efectivos.

En otro contexto, Sabrah demostré que una concentracion de 0.125mg/ml de TAP no
fue téxica sobre DPSCs.'® Las posibles razones se deberian al uso de antibiéticos en
el experimento y las diferentes técnicas para la preparacién de la solucién de TAP.
Como por ejemplo esta investigacion y la ejecutada por Chuensombat utilizaron
meétodos de dilucidon con drogas de diferentes laboratorios que fueron quimicamente
puras; bajo los criterios que proponen la farmacopea;® ya que posee mayor valor
clinico y exactitud, comunmente utilizado para evaluar la MIC de estos farmacos
Standar sobre bacterias anaerobias como el E. faecalis, y posteriormente ser sometido
a una prueba de difusién en agar para identificar la CBM; a diferencia del método de
difusion con discos que es menos costosa y sencilla para la practica clinica;®? mientras

que Sabrah ejecuto los trabajos experimentales con farmacos comerciales.®

Es importante conocer la condicion acida de algunos farmacos que podrian ejercer
citotoxicidad.®* Por ello, se deben seleccionarse antibiéticos que tengan un pH neutro
como un sustituto de la minociclina y el ciprofloxacino, ya que esta demostrado que el
metronidazol no ejerce citotoxicidad. Sin embargo, esos antibidticos alternativos
deberian ofrecer una potente efectividad antibacteriana. Como los presentados en este
estudio que identifico a la clindamicina como un excelente sustituto de la minociclina;
demostrando que la MTAP es significativamente superior con una MIC de 0,125 pg/mi
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y CBM de 0,5 pg/ml erradicando en un 99.9% las cepas de E. faecalis, comparado con
lo hallado con el Gold standar que es la TAP, que utiliza 1 mg/mL clinicamente de

forma empirica.®

Otro de los problemas asociados con el uso de la TAP es la decoloracion dental
producida por uno de sus componentes que es la minociclina.'? La TAP debido a su
gran efectividad antimicrobiana fue propuesta como medicamento intraconducto
durante el proceso de regeneracion endodontica en dientes inmaduros permanentes;
donde fue observado a través de diversos casos clinicos la decoloracion dental que
estaria relacionada con el uso de la minociclina; 35614 sin embargo este no seria el
anico factor, puesto que algunos reportes clinicos han concluido que el MTA gris
también tendria participacion, al igual que la pigmentacion sanguinea depositada en
los tubulos dentinarios como consecuencia de una incorrecta limpieza del acceso de
la cavidad.'?24 Por tal motivo, es que autores como Burrus'®y McTigue?* reemplazaron
el uso de la minociclina por la clindamicina (MTAP), obteniendo excelentes resultados
clinicos dentro de sus reportes y controles de 12 meses aproximadamente. Mientras
que Akcay opt6é por descartar el uso de la minociclina y convertirlo en una pasta
duantibidtica (DAP), que ha demostrado ser una alternativa para evitar la decoloracién
dental y toxicidad sobre DPSCs, en comparacién con otros antibiéticos de amplio
espectro como la amoxicilina, cefaclor y doxiciclina que no obtuvieron éxito en
comparacion con la DAP vy el hidréxido de calcio.?? Por esta razon, se evalu6 la MTAP
desde el ambito microbiolégico con la finalidad de proponerlo como una alternativa de
medicacion intraconducto en procesos de regeneracion endodontica en dientes

permanentes inmaduros y en terapias de dientes primarios gracias a su efectividad.
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CAPITULO V
CONCUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones
Se determind que existe accion antimicrobiana de ambas combinaciones

medicamentosas sobre cepas ATCC de E. faecalis.

Se identificd que la concentracion minima inhibitoria (MIC) de la TAP fue de 1 ug/mly

la MTAP obtuvo una concentracion minima inhibitoria de 0,125 pg/ml,

Se identifico6 Unicamente la Concentracion Minima Bactericida del grupo MTAP;
obteniendo 0,5 pg/ml. Logrando que a bajas concentraciones erradique las cepas de
E. faecalis. Mientras que el grupo TAP no demostré una MBC en ninguna de las
concentraciones establecidas por esta pesquisa, sugiriendo que su accion bactericida
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podria hallarse en concentraciones mayores a 2 pg/ml que no fueron estudiadas en

esta investigacion.

La TAP obtuvo una MIC y MBC mucho mayor que la hallada con la MTAP. Sin embargo
en relacién a la accion antimicrobiana ambos fueron eficaces sobre las cepas de E.

faecalis.

En base a los resultados, deberia considerarse la asociacion de antibidticos
compuesta por la MTAP como una alternativa dentro de la desinfeccion del sistema de
conductos en el proceso de regeneracion endodontica y en terapias pulpares de
dientes primarios, ya que ha demostrado mejor accion antimicrobiana que la TAP;

utilizando minimas concentraciones que logran erradicar las cepas de E. faecalis.

5.2. Recomendaciones

El siguiente paso para fundamentar la accién antimicrobiana de esta nueva alternativa
MTAP es realizar estudios in vitro que comparen el uso de TAP y MTAP sobre biofilms
maduros de E. faecalis, utilizando pruebas moleculares como el microscopio Laser
confocal de barrido, PCR y LIVE-DEAD para un resultado completo. Asimismo,
analizarlo sobre otros patdgenos endodénticos frecuentes en dientes permanentes

inmaduros con necrosis pulpar y lesiones periapicales.

Realizar estudios ex vivo con la MTAP. Asimismo, encontrar un método de utilizar
estas concentraciones minimas como medicacion intraconducto, debido a que no se

puede colocar de forma liquida dentro del conducto radicular.
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Realizar estudios de citotoxicidad de la MTAP que corroboren las concentraciones
minimas halladas en esta pesquisa, con la finalidad de ser utilizado como una
medicacion intraconducto dentro del proceso de regeneracion endodontica. Asimismo,
proponer estudios fisico-quimicos de esta alternativa de la minociclina. Debido a que
la informacién del uso de la MTAP actualmente es limitada y no puede compararse

con los estudios clinicos randomizados que ofrece la TAP.

Finalmente, tener presente que cualquier medicacion intraconducto puede ser efectiva.
Sin embargo, no es “ideal” si afecta las células o tejidos sanos del diente, debido a sus

altas concentraciones que pueden ser toxicas para un diente en formacion.
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ANEXOS



FICHA DE RECOLECCION DE DATOS N°1

FECHA FICHA No

1) Marcar com un aspa el recuadro SI 6 NO presenta turbidez o sedimento de acuerdo con cada asociacién

antibiotica de TAP/MTAP

TABLA DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LA PASTA TRIPLE ANTIBIOTICA Y SU
MODIFICACION CON CLINDAMICINA A DIFERENTES CONCENTRACIONES SOBRE LA CEPA DE
ENTEROCOCCUS FAECALIS SEGUN SU TURBIDEZ O SEDIMENTO

Turbidez/Sedimento Asociacion de antibioticos
Concentraciones en i
Pasta Triple
ug/mi Pasta Triple Antibiotica
Sl NO Antibioética
(TAP)
Modificada (MTAP)

— r— 0.125 pg/ml SI NO SI NO
B 0.25 pg/ml NO Sl Sl NO
S 0.5 pg/ml Sl NO Sl NO
E 1 pg/ml Si NO Si NO
N \__/ 2 ng/mi Si NO Si NO

2) Encerrar con un circulo la/las Concentracion (es) Minima inhibitoria de ambos grupos

TABLA DE VALORES DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LA PASTA TRIPLE
ANTIBIOTICA Y SU MODIFICACION CON CLINDAMICINA A DIFERENTES CONCENTRACIONES SOBRE
LA CEPA DE ENTEROCOCCUS FAECALIS

Asociacién antibiética Concentraciones

Pasta Triple Antibiotica

No
0.125 pg/ml 0.25 pg/ml 0.5 pg/ml 1 pg/ml 2 pg/ml
(TAP) presenta
Pasta Triple Antibidtica No
0.125 pg/ml 0.25 pg/ml 0.5 pg/ml 1 pg/ml 2 pg/ml
Modificada (MTAP) presenta
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS N°2

FECHA FICHA No

1) Encerrar con un circulo la/las Concentracion (es) Minima Bactericida del grupo TAP

TABLA DE VALORES DE LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA DE LA PASTA TRIPLE
ANTIBIOTICA Y SU MODIFICACION CON CLINDAMICINA A DIFERENTES CONCENTRACIONES SOBRE

LA CEPA DE ENTEROCOCCUS FAECALIS

Asociacion antibiética Concentraciones

Pasta Triple Antibiotica
0.125 pg/ml 0.25 pg/ml 0.5 pg/ml 1 pg/ml
(TAP)

2 pg/ml

No

presenta

2) Encerrar conun circulo la/las Concentracién (es) Minima Bactericida del grupo MTAP

TABLA DE VALORES DE LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA DE LA PASTA TRIPLE
ANTIBIOTICA Y SU MODIFICACION CON CLINDAMICINA A DIFERENTES CONCENTRACIONES SOBRE

LA CEPA DE ENTEROCOCCUS FAECALIS

Asociacion antibiética Concentraciones

Pasta Triple Antibiotica
0.125 pg/ml 0.25 pg/ml 0.5 pg/ml 1 pg/ml
(TAP)

2 pg/ml

No

presenta
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GRAFICO N°:14 Concentraciones de 0.125 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml,
2 ug/ml de pasta triple antibiotica (TAP) sobre cepas ATCC® 29212 de

enterococcus faecalis

2 pg/ml

0.25 pg/ml

0.125 ua/ml

El grafico muestra el método de dilucion en caldo utilizando diferentes concentraciones
de TAP; en combinacion con el BHI y cepas de E. faecalis ajustados a una escala
turbimétrica de McFarland de 0.5 en el control. Donde se muestra la inhibicion de
crecimiento bacteriano a partir de la concentracién de 1 pg/ml de TAP; siendo esta la

concentracion minima inhibitoria para ambas repeticiones de la muestra.
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GRAFICO N°:15 Concentraciones de 0.125 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0.5 pug/ml, 1 pg/ml,
2 ug/ml de pasta triple antibiotica modificada con clindamicina (MTAP) sobre

cepas ATCC® 29212 de enterococcus faecalis

2 pg/ml
lpg/ml
0.5 pa/ml

l l 0.25 pa/ml

0.125 pg/ml

‘

CONTROL
| —— ———————————

T

.,q—f -— T
5 -

El grafico muestra el método de dilucion en caldo utilizando diferentes concentraciones
de MTAP; en combinacién con el BHI y cepas de E. faecalis ajustados a una escala
turbimétrica de McFarland de 0.5 en el control. Donde se muestra la inhibicion de
crecimiento bacteriano a partir de la concentracion de 0.125 pug/ml de TAP; siendo esta

la concentracion minima inhibitoria para ambas repeticiones de la muestra.
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GRAFICO N°:16 Identificacion de la concentraciéon minima bactericida (MBC) de

la pasta triple antibidtica (TAP) sobre cepas ATCC® 29212 de enterococcus

faecalis

El grafico muestra subcultivos de los tubos sin crecimiento bacteriano visible,
obtenidos de la MIC del grupo TAP, colocados en placas con agar sangre y E. faecalis.
Donde solo se observa la hemdlisis que produce la cepa; mas no un efecto bactericida
de la TAP, que nos evidencia que no existe una concentracion minima bactericida a

las concentraciones establecidas en este estudio.
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GRAFICO N°:17 Identificacion de la concentracién minima bactericida (MBC) de

la pasta triple antibiética modificada con clindamicina (MTAP) sobre cepas

ATCC® 29212 de enterococcus faecalis

El grafico muestra subcultivos de los tubos sin crecimiento bacteriano visible,
obtenidos de la MIC del grupo MTAP, colocados en placas con agar sangre y E.
faecalis. Donde se observa la hemdlisis que produce la cepa en las concentraciones
0.125 pg/ml, 0.25ug/ml y el control. Siendo la concentracién minima bactericida 0.5

png/ml de MTAP que se necesita para erradicar al 99.9% las cepas de E. faecalis.
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ANEXO. 4 ELABORACION DE LAS SOLUCIONES ANTIBIOTICAS

Minociclina Sigma-Aldrich®, Balanza electronica de precision
St Louis, MO (Marte®, 0.001g, Brasil)

‘7 GSGMA

uuuuuuu

Solventes agua estéril Agitador shaker tipo vortex Solucién final de
y alcohol de 92.8° (Benchmark®, USA) minociclina

Soluciones antibidticas finales
de Ciprofloxacino, Clindamicina
y Metronidazol
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PROCESAMIENTO DEL INOCULO BACTERIANO EN
INFUSION CEREBRO-CORAZON

Material biolégico procesado Infusion Cererbo-Corazon
cepas de enterococcus faecalis

Inoculo bacteriano Serie de tubos de ensayo con 5ml
en caldo BHI de BHI enriquecido y 100uL de E. faecalis

~ 3

Serie incubada en una estufa de cultura
(FANEM LTDA, Modelo 002 CB, Brasil)
a 37° C por 24 horas
para su crecimiento
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PREPARACION DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES PARA OBTENER LA MIC

Solucidon de antibidticos en stock

Colocacién de las soluciones antibiéticas de los grupos TAP y MTAPsobre 5ml
de BHI y 100uL de E. faecalis

Concentraciones finales de TAP/MTAP Incubacion por 24 horas a 37° C
con5ml de BHI y 100uL de E. faecalis
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EXTRACCION DE SUBCULTIVOS DE LA MIC PARA OBTENER LA MBC

Inoculacién del E. faecalis Colocacioén de 25 pL de subcultivo
sobre agar sangre de resultados de la MIC. Grupo TAP

Colocacion de 25 pL de subcultivo Presentacion final de subcultivos de
de resultados de la MIC. Grupo MTAP la MIC de los grupos TAP/MTAP

161



2888 viCroBiologia CS

\7
a UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ICBUSP

Laboratério de Anaerébios, Sala 242, 2°. andar. Av. Professor Lineu Prestes, 1374 - ICB Il - 05508-000, Cidade Universitaria
“Armando de Salles Oliveira”, Butanta, Sdo Paulo, SP. Telefone +55-11-3091-7344. Fax +55-11-3091-7354.

p icb.usp. iojac

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins, que a aluna Candy Genesis Gutierrez Ortiz
realizou parte experimental de seu trabalho de pesquisa para obtengéo do titulo
de Cirugido-Dentista na Universidad Norbert Wiener, Lima-Peru. Iniciou suas
atividades no Laboratério de Anaerébios do Departamento de Microbiologia do
ICB-USP no dia 3/4/2017 até 13/4/2017. Nesta ocasido foram determinadas a
concentragéo inibitéria minima (CIM) e a concentragéo bactericida minima
(CBM) com duas pastas antibidticas usadas na terapia pulpar contra o agente
Enterococcus faecalis. Além, disso a aluna Gutierrez participou de seminarios

do Laboratério de Anaerébios. Sao Paulo, 13 de abril de 2017.

162




