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[ EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS \
CEMENTOS AH PLUS BIOCERAMICO®Y CERASEAL®EN UN
BIOFILM DE ENTEROCOCCUS FAECALIS.

C.D. Llilenis Mendoza Arrocha
Maestria en Endodoncia
Universidad Autonoma de San Luis Potosi

\ 2023, San Luis Potosi, México j

Introduccién: El sellador endoddntico tiene como funcidn servir de agente de union
entre la dentina y a gutapercha, dejando atrapadas bacterias residuales como el

Enterococcus faecalis, y asi evitar la reinfeccion debido a bacterias remanentes.

Objetivo: Evaluacion de la capacidad antimicrobiana de los cementos selladores AH

Plus Bioceramico® y CeraSeal® en un biofilm de Enterococcus faecalis.

Metodologia: Se realiz6é un biofilm de E. faecalis de 2 semanas utilizando el método
de discos de dentina, colocandole los selladores CeraSeal y AH Plus Bioceramico,

para posterior conteo de UFC, tincion de Alamar Blue y observacién al MEB.

Resultados: Se observd una disminucion de la carga bacteriana estadisticamente
significativa para todos los grupos, pero mas marcada para el grupo de CeraSeal a los
7 dias, lo que se comprobé mediante el conteo de UFC, tincion Alamar Blue y

observacion al MEB.

Conclusioén: Los selladores no penetran el biofilm, actuando principalmente sobre las

células expuestas después de la preparacion quimiomecanica.

El sellador AH Plus Bioceramico, presentd actividad antimicrobiana a los 3 dias, no
siendo tan marcada al como la del CeraSeal a los 7 dias.

El sellador CeraSeal a los 7 dias de fraguado mostré una disminucion de la carga
bacteriana en comparacion al AH Plus Bioceramico, esto debido a el tiempo de
fraguado y la alcalinidad del pH.

Palabras Clave: Capacidad antimicrobiana, discos de dentina, sellador bioceramico,
CeraSeal, AH Plus Bioceramico, Alamar Blue, Microscopio electronico de barrido.
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INTRODUCCION

El objetivo central del tratamiento de endodoncia es la eliminacion de bacterias dentro
del conducto radicular y prevenir la reinfeccion posterior al tratamiento de endodoncia,
esto es posible mediante una preparaciéon quimiomecanica del sistema de conducto
radicular, seguido de un sellado hermético del sistema de conductos, este sellado
hermético implica el uso de gutapercha en combinacion con un cemento sellador, para
evitar la entrada de bacterias, ya sea desde la cavidad bucal o desde la parte apical.
En este sellado hermético y tridimensional, los cementos selladores endoddnticos
juegan un papel importante al sepultar las bacterias residuales y evitar el paso de
nutrientes hacia las mismas. Puesto que, como es de conocimiento ningun protocolo
de limpieza y desinfeccion permite la erradicacion total de las bacterias dentro del
sistema de conductos radiculares, sobre todo en aquellos de forma ovalada o
irregular,(1) quedando remanentes que pueden proliferar interfiriendo con el éxito del

tratamiento endodontico.

El sellador se utiliza como una pasta fina que tiene como funcion servir de agente de
unidn entre la dentina y a gutapercha, puesto que no hay adherencia entre ambas, y
es asi como el cemento penetra en los tubulos dentinarios del conducto radicular
dejando atrapadas bacterias residuales. Uno de los microorganismos mayormente
reconocido por su prevalencia en infecciones endododnticas secundarias es el
Enterococcus faecalis. El cual ademas de su habilidad para colonizar los tubulos
dentinarios, cuenta con multiples mecanismos para resistir tanto la preparacién
quimiomecanica, como el proceso de obturaciéon. Esta es la razon por la cual es el
microorganismo de eleccion en los estudios in vitro para evaluar la eficacia

antimicrobiana de los selladores endododnticos.

En la actualidad existe una gama de selladores endodonticos, a base de diferentes
componentes como, a base de 6xido de zinc y eugenol, resina, hidréxido de calcio,
silicatos de calcio(bioceramicos) entre otros. En el caso de los bioceramicos desde su
introduccién en la década de los 90 por Mohamed Torabinejad, solo era utilizado para

el sellado de perforaciones, apicoformaciones, apicectomias. Posterior a ello en el ano
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2007 se fueron introduciendo los cementos selladores de conducto y desde ese
entonces hasta la actualidad se han incorporado distintos cementos bioceramicos,
como es el caso del Ceraseal® introducido en el afio 2019, el cual es quimicamente
estable, posee una fuerza de union muy alta con la dentina por formacion de cristales
de hidroxiapatita.(2) Otro sellador bioceramico de nueva introducciéon es el AH Plus
Bioceramico®, incorporado al mercado en enero del 2022 , posee un tiempo de
fraguado de 2-3 horas, solubilidad menor de 3% y excelente fluidez, dandole la
propiedad de penetrar mejor en tubulos dentinarios, ademas es radiopaco, y facil de
manejar. Sin embargo sus propiedades antibacterianas no han sido investigadas,
comparandolo con otro cemento bioceramico, por lo que hay poca o0 ninguna

informacion disponible sobre la eficacia antimicrobiana de AH Plus Bioceramico®.

En este estudio se utilizé un biofilm maduro de 2 semanas utilizando el modelo de
discos dentina infectada propuesto por Ma Jingzhi (3). Se realiz6 el conteo de UFC/mL,
posteriormente la tincion Alamar Blue y observacion al microscopio electrénico de
barrido, para evaluar la capacidad antimicrobiana de cementos selladores
bioceramicos Ceraseal® y AH Plus Bioceramico® contra un biofilm de Enterococcus

Faecalis, In Vitro.
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1 MARCO TEORICO

1.1 Infeccién radicular

La invasién bacteriana que ocurre hacia los tubulos dentinarios por causa de
diversos microorganismos y sus subproductos son los principales agentes causantes
de patologias pulpares y perirradiculares. Aunque la finalidad del tratamiento
endodoéntico sea la eliminacion de los microorganismos dentro del sistema de
conductos radiculares y prevenir la reinfeccion, aun asi se puede dar ésta, debido a
que se ha demostrado que existen areas de las paredes del conducto radicular donde
los instrumentos e irrigacién no logran desinfectar, quedandose bacterias adheridas
en las diversas ramificaciones apicales e istmos causando fracaso del tratamiento

endodontico y/o enfermedades periapicales. (1)

Se ha demostrado que las enfermedades del tejido pulpar pueden estar relacionadas
con diversos microrganismos; tales como bacterias, hongos, e incluso virus, asi como
sus factores patdgenos, siendo las bacterias el principal agente infeccioso. Estas
afecciones al tejido pulpar se inician y desarrollan por microorganismos miembros de
comunidades metabdlicamente integradas llamadas biopeliculas. Una biopelicula se
puede definir como una comunidad microbiana multicelular sésil caracterizada por
células que estan firmemente adheridas a una superficie y envueltas en una matriz de
produccion propia de sustancia polimérica extracelular (EPS), compuesta
principalmente de polisacaridos, y también proteinas y acidos nucleicos. Las
biopeliculas endododnticas pueden alcanzar hasta 300 o mas capas de células de
espesor. Las micro colonias individuales pueden consistir en una sola especie
bacteriana, pero con mayor frecuencia estan compuestas por varias especies
diferentes en una comunidad mixta, en donde incluyen un proceso de invasion

microbiana, que se va multiplicando para iniciar una actividad patdégena.

Para el estudio de la virulencia, interacciones, susceptibilidad a los diferentes
tratamientos antimicrobianos sistémicos y locales, el cultivo de microorganismos ha
sido una de las técnicas mas utilizadas y de primera eleccion, no obstante, se ha
determinado que el ambiente endododntico contiene microorganismos no cultivables,

que influyen a la persistencia de enfermedades dentro del conducto radicular. Uno de
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estos microorganismos que presenta una elevada resistencia al tratamiento de
conductos radiculares, es el Enterococcus faecalis, siendo este uno de los principales

microorganismos presentes en las infecciones persistentes.(4)

Figura 1. Biopelicula bacteriana mixta adherida a la superficie del diente (tincion de Brown y Brenn,

aumento x1000). Tomada del libro Vias de la pulpa
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1.2 Métodos para la identificaciéon microbiana en endodoncia

Enterococcus faecalis es una de las especies del microbiota endoddéntico mas
estudiada, sobre todo en infecciones recurrentes, por lo que se han utilizados diversos

analisis de cultivo, tinciones y métodos moleculares.

El analisis de cultivo convencional proporciona informacién especifica sobre la
etiologia de la periodontitis apical, composicion de la microbiologia en diferentes
situaciones clinicas, efectos de los procedimientos de tratamiento en la eliminacion
bacteriana y la susceptibilidad antibiética. Para medir la eficacia antimicrobiana de los
diversos materiales endododnticos, existen diferentes pruebas como, difusion en agar,

contacto directo asi como modelo de discos de dentina.

Dentro de estas pruebas es importante sefalar que la difusion en agar no distingue
entre las propiedades microbiostaticas y microbicidas del material, ya que depende de
la difusion y propiedades fisicas de los materiales, por lo que ha sido propuesto
pruebas de contacto directo, de esta manera se mide el efecto del contacto directo y
cercano entre los microrganismos y el material a probar, independientemente de la
solubilidad y difusibilidad de los componentes antimicrobianos del material. (7,8) Cabe
destacar que ninguno de estos ensayos experimentales considera varios factores,
como la quimica del diente y la formacion de biopeliculas.(9) Ademas, la presencia de
dentina reduce la destruccion bacteriana de los agentes antimicrobianos endodonticos,
esto debido al efecto amortiguador de la dentina, todos estos factores complican y
debilitan el impacto de los agente antibacterianos sobre las bacterias en el conducto
radicular.(10,11) Para superar estas limitaciones, Ma, Jingzhi et al.(3) desarroll6 un
modelo tridimensional in vitro a base de discos de dentina para la evaluacion
cuantitativa de la viabilidad bacteriana en la dentina, ya que se ha demostrado que
este modelo permite visualizar la penetracion bacteriana en los tubulos dentinarios
hasta 500 ym del conducto radicular, simulando mas de cerca el entorno clinico, por
lo que mejora la validez de los estudios de agentes antimicrobianos.(12) Ya que este
modelo se utiliza para medir la efectividad de los medicamentos y soluciones
desinfectantes contra biopeliculas bacterianas en la dentina, ademas ha obtenido

5
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resultados reproducibles en entornos estandarizados mediante el uso de diferentes
tinciones y observaciones al microscopio electronico de barrido. (9) Una de las
tinciones de uso para medir la efectividad antimicrobiana de los diferentes cementos
endodédnticos, es Alamar Blue, la cual es una solucion de color azul, no toxica, a base
de resazurina, indicador de la actividad metabdlica, permeable a las células, bacterias,
plantas y hongos. Cuando la resazurina ingresa al interior del microorganismo en
estudio, esta se reduce a resorufina, produciendo una fluorescencia roja brillante, el
cual es un indicador del numero de células vivas.(13) Se ha evaluado como una de las
mejores alternativas para complementar el recuento de Unidades formadoras de
colonias, evaluandose mediante absorbancia, o fluorescencia, (14) de diversos
microorganismos como es el caso de Enterococcus faecalis, microorganismo

mencionado como resistente a la terapia endoddntica.

:' '-.___.|._' ':::' :..]-.___F:'-. '-.__llli':::'
| " Jﬂ’
U g

"
Resazurin Resorufin
(non-fluorescent) (red-fluorascent)

Figura 2. Alamar Blue®. Tomada de catalogo de Invitrogen. N.° de catalogo DAL1025, DAL1100

1.4 Enterococcus faecalis.

Enterococcus faecalis es un enterococo Gram positivo, anaerobio facultativo que
posee la capacidad de crecer en presencia o ausencia de oxigeno, se presenta en
pares y en cadenas largas y cortas, posee la capacidad de sobrevivir a ambientes muy
hostiles, incluido un pH altamente alcalino, crecer en un rango de 10-45°C y sobrevivir
a una temperatura de 60°C durante 30 minutos. Dentro de sus factores de virulencia

incluyen enzimas liticas, citolisina, sustancia de agregacion, feromonas y &cido
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lipoteicoico, y se ha demostrado que se adhiere a las células huésped, expresando
proteinas que le permiten competir con otras células bacterianas y altera las
respuestas del huésped.(15) No se limita a la posesién de varios factores de virulencia,
sino que es capaz de compartir estos rasgos de virulencia entre especies,
contribuyendo aun mas a su supervivencia y capacidad para causar patologias. Este
microorganismo supera los desafios dentro del sistema de conductos radiculares de
diferentes maneras, una de ellas es que exhibe polimorfismos genéticos
generalizados, tiene la capacidad de soportar largos periodos de inanicién hasta poder
disponer de un suministro nutricional adecuado. También posee enzimas como la
serina proteasa, gelatinasa y proteina de union al colageno de los tubulos dentinarios
que le facilita permanecer viables dentro de ellos, lo que le da la habilidad de causar
enfermedades periapicales.(16)

Se ha demostrado que este microorganismo es resistente a los medicamentos
intraconducto, como el hidréxido de calcio, el cual en varios estudios ha resultado ser
ineficaz para erradicar por completo esta bacteria, ya que es capaz de formar una
biopelicula que la protege, y mantiene pasivamente la homeostasis del pH. Esto se
logra mediante el bombeo de protones en la célula para reducir el pH interno, y
ayudada con la capacidad amortiguadora de la dentina, hace que un pH de 11,5 en los
tubulos dentinarios no se pueda mantener, confiriéndole hasta 1000 veces mas
resistencia.(17) Debido a estas caracteristicas de supervivencia E. faecalis es uno de
los microorganismos con mas prevalencia en infecciones endodonticas secundarias,
presentando un rango de incidencia de entre 24% a 77%, es capaz de resistir
procedimientos que se realizan durante el tratamiento endodontico y sobrevivir en los
conductos obturados sin soporte de otras bacterias. Esto hace imprescindible realizar
una correcta desinfeccion del sistema de conductos radiculares y la permeabilidad de
los tubulos dentinarios logrando la eliminacién eficiente de las bacterias que pudiesen
quedar alojadas en la luz de los tubulos para asi evitar la recontaminacion.(4,18) Cabe
destacar que los selladores también juegan un papel importante al tener una capacidad

antimicrobiana.
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1.3 Cementos selladores endodonticos

La obturacion es el relleno tridimensional y hermético del sistema de conductos.
Segun la asociacion americana de endodoncia (AAE) 2009, es el ‘llenado
tridimensional de todo el conducto radicular, lo mas cercano posible de la unién
cemento-dentinaria, siendo la ultima etapa operatoria del tratamiento de conductos
radiculares, y tiene valor fundamental en el éxito a mediano y largo plazo, por lo que
su objetivo final es la obturacion completa del sistema de conductos radiculares para

lograr la preservacién del diente como una unidad funcional sana”.(19)

Los selladores endododnticos son utilizados en la obturacion del tratamiento de
conducto radicular, representan una parte esencial en cuanto al tratamiento final, ya
que no solo deben proporcionar un adecuado sellado entre el cono de gutapercha y
las paredes de la dentina, al ser una pasta fina y pegajosa, sino que también previene
la difusion del exudado proveniente de los tejidos perirradiculares a los espacios que
se pueden dar entre el material de obturacién y las paredes del conducto radicular. De
esta manera los selladores imposibilitan el establecimiento de las bacterias
remanentes en las irregularidades, conductos laterales, accesorios y espacios del
conducto que se pueden dar durante un proceso de bacteremia lo cual provoca

inflamacion y patologia periapicales.(20)

Grossman et. al determiné los requisitos y enumerd las caracteristicas ideales que
debe poseer un sellador, esto constituye la base de las investigaciones sobre los
cementos selladores; a partir de estos estudios surgen nuevos cementos selladores
elaborados a base de diversos componentes que permiten obtener propiedades
biolégicas vy fisicas adecuadas. Dentro de las caracteristicas ideales que debe tener

un cemento, incluyen las siguientes:

1) Debe ser pegajoso a la mezcla para proporcionar buena adherencia a la pared del

conducto una vez fraguado.
2) Proporcién de un sellado hermético dentro del conducto radicular

3) Radiopaco para poder ser visible en las radiografias
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4) Las particulas del polvo deben ser muy finas para que puedan mezclarse facilmente

con el liquido.

5) No debe presentar contraccion volumétrica al fraguar

6) No debe pigmentar la estructura dentinaria

7) Debe ser bacteriostatico o al menos no favorecer la proliferacion de bacterias.
8) Debe fraguarse lentamente

9) Es insoluble en liquidos bucales

10) Tolerado por los tejidos vitales, debe ser biocompatibles

11) Debe poder ser solubilizarse

12) No debe generar una reaccion inmunitaria al entrar en contacto con el tejido

periapical
13) No debe ser carcinogénico, ni mutagénico.

En la actualidad existen diversos cementos selladores, diferenciados entre si, de

acuerdo a su composicion, entre ellos se puede mencionar:

e A base de Oxido de Zinc y Eugenol,
e Hidroxido de calcio

e lonomero de vidrio

e Resina

e Silicona

e Bioceramicos
1.3.1 Cementos Bioceramicos

Los cementos bioceramicos fueron introducidos a principios de la década de los 90,
desarrollado a base de cemento Portland, siendo este uno de los materiales mas
empleados en construccion. Este material es fabricado por un proceso de fusion parcial
de materias primas o clinkerizacidén (proceso que incluye la descarbonatacion de
piedra caliza a 400-600°C, formacién de silicato dicélcico, aluminato tricalcico y

aluminoferrita tetracalcica entre 800 y 1200°C y produccion de silicato tricalcico a

MENDOZA-ARROCHA LL



EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS CEMENTOS SELLADORES AH PLUS BIOCERAMICO® Y
CERASEAL® EN UN BIOFILM DE ENTEROCOCCUS FAECALIS

1400°C mediante reaccién de silicato dicalcico con la cal libre). Inicialmente los
bioceramicos se incorporaron como material de obturacion retrograda y perforaciones.
Siendo el primer cemento utilizado el MTA (Mineral Trioxide Aggregate), con
propiedades bioldgicas y fisicoquimicas favorables, por lo que a través del tiempo se
ha utilizado en endodoncia para diversos procedimientos como recubrimiento pulpar,
apexificacion, retrobturaciones, reparaciones de perforaciones, y selladores de

conductos radiculares.

En el 2007 se introdujo el primer sellador endodontico bioceramico, siendo este el
iRoot SP (Innovative Bioceramix, Vancouver, Canada). Desde entonces, se
introdujeron otros materiales para delimitar esta nueva clase de selladores
endododnticos de los selladores convencionales, lo que ha permitido que se vayan
desarrollando nuevos productos bioceramicos con propiedades Optimas.(4,21) Estos
bioceramicos (base de silicato de calcio) son materiales hidraulicos que fraguan con
agua/humedad, y en presencia de agua, los silicatos de calcio forman un gel de hidrato
de silicato de calcio (CSH, Ca0O-SiO-H20), que conduce a la formacion de hidréxido
de calcio (CaOH2).(22)Se dan intercambios idnicos, predominantemente silicio (Si**)
de silicato de calcio hidratado (CSH), y los iones de calcio (Ca?*) e hidroxilo (OH-). La
disociacion del hidroxido de calcio contribuye a las propiedades bioldgicas de los
cementos bioceramicos. Estos iones Si** y Ca?* proporcionan diferentes efectos, ya
que promueven la biomineralizacion, mientras que los iones OH aumentan el pH
ambiental y brindan propiedades antimicrobianas, presentan un pH alcalino y tienen la
capacidad de liberar iones de calcio resultando en el depdsito de una capa de apatita,

lo que puede explicar las propiedades de bioactividad y biocompatibilidad.(23)

Otra de las propiedades requeridas es la actividad antimicrobiana, la cual es la
capacidad que posee un material para inhibir el aumento de una poblacion bacteriana
o para eliminarla, y que se puede expresar cuantitativamente con pruebas in vitro. Los
cementos selladores deben poseer accion antimicrobiana, para actuar contra las
bacterias persistentes aun después de la preparacion quimiomecanica del conducto
radicular.(24) La actividad antimicrobiana que presentan los cementos bioceramicos
se da por la superficie de contacto, ya que estos materiales forman polvos porosos

que contienen nanocristales con diametros de 1-3nm que evitan la adhesion
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bacteriana, también se da como resultado de la precipitacién in situ después del tiempo
de fraguado, que conduce al secuestro de bacterias, pH alcalino y la liberacién de ion
hidroxilo, siendo estos factores responsables directos del dafio a los lipidos, proteinas
y ADN en las membranas celulares de los microorganismos. Otro mecanismo
antimicrobiano de estos materiales es la presencia de calcio en su composicién, lo que
reduce la presencia de didéxido de carbono en los tejidos, la cual es de importancia

para las bacterias anaerobias.(25)
1.3.1.1 CeraSeal®

Es un sellador endodontico premezclado que contiene silicatos de calcio, éxido de
circonio y agente espesante. La humedad en los tubulos dentinarios y la reaccion
quimica del silicato de calcio producen la cristalizacién del hidréxido de calcio. El
material garantiza el sellado hermético del conducto radicular y evita la entrada y
propagacion de bacterias. Es dimensionalmente estable, no se encoge ni se expande
en el conducto radicular y evita las infracciones o fracturas de la raiz al mantener su
volumen estable. Este cemento induce un alto grado de liberacion de calcio. Posee un
tiempo de fraguado de 2-5 horas y media aproximadamente, posee un pH alto de 12,73

y una excelente radio-opacidad.(26)

Tipo de Cemento Fabricante Composicion
Sellador

Silicato (20-30%)

Meta Biomed Co., 270, Silicato Dicalcico (1-10%)
CeraSeal Osongsaengmyeong 1-ro, comobigc;r;?voonsentes
Osong-eup, Heungdeok- | a1y minato tricalcico (1-10%)

gu, Cheongju-si, Diéxido de circonio (45-
Chungcheongbuk-do, 50%) como

South Korea radiopacificadores.

Agentes espesantes

Tabla 1. Caracteristicas del sellador CeraSeal
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Figura 3. Tomada de la pagina de internet. Odontocademix. Mex.
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1.3.2 AH Plus Bioceramico®

Este cemento posee un tiempo de fraguado de 2-3 horas, con una solubilidad menor
al 3%, posee un pH alcalino, quien juega un papel importante, ya que esto neutraliza
el acido lactico del osteoclasto y aumenta la deposicion de componentes
mineralizados. Contiene agentes espesantes o gelificantes las cuales son sustancias
que, al agregarse a una mezcla, aumentan su viscosidad y mejoran su textura,

aumentan su estabilidad, sin modificar sustancialmente sus propiedades. (25)

Tipo de Cemento Fabricante Composicion

sellador

Dioxido de Circonio (50—
70 %) como
radiopacificador.
Silicato tricalcico (5-15 %)
como componente
bioactivo.
Dimetilsulfoxido (10-30%)
Trazas de Carbonato de
Litio (0,5 %).
Agentes espesantes
(<6 %)

Tabla 2. Caracteristicas del sellador AH Plus Bioceramico

AH Plus Bioceramico Dentsply Sirona,
Charlotte, NC
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Figura 4. Tomada de la pagina de internet https://www.dentsplysirona.com/en

De acuerdo a autores como Seung at al, Nawal et al, entre otros, mencionaron que la
capacidad antimicrobiana de diferentes selladores endodénticos ha sido evaluada a
través de diferentes ensayos, como contacto directo, difusion en agar, y discos de
dentina. Sin embargo, no se han evaluado estos dos cementos bioceramicos, con

técnica de discos de dentina en un biofilm de maduro de 2 semanas de incubacion.
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2 JUSTIFICACION

Aun después de la limpieza, conformacién e irrigacion se pueden encontrar
bacterias remanentes dentro del conducto radicular afectando en gran medida el éxito
del tratamiento endoddntico. El uso de cementos selladores es imprescindible en la
etapa final del tratamiento, por lo que contar con uno que tenga actividad
antimicrobiana podria reducir el numero de microorganismos residuales mejorando el
pronostico del tratamiento. Las reacciones quimicas, composicion y los productos
finales del fraguado, le proporcionan diversas capacidades, entre ellas, el efecto
antibacteriano por lo que es importante evaluar la eficacia antibacteriana en un modelo
que se asemeje mas a la realidad del 6rgano dental in vivo, como lo es el modelo de
discos de dentina sobre un biofilm maduro de 2 semanas. No existe alguna evaluacion
con este tipo de modelo para los cementos AH Plus Bioceramico y CeraSeal por lo
que este estudio nos proporcionaria mayor informacién sobre su actividad

antimicrobiana.

2.1 Preguntas de investigacion

¢Presentara diferencia en su actividad antimicrobiana el sellador AH Plus
Bioceramico® en comparacion con el sellador CeraSeal® en la eliminacion de biofilm

de Enterococcus faecalis?
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3 OBJETIVOS

3.1 General

Evaluar capacidad antimicrobiana de los cementos selladores AH Plus Bioceramico®

y CeraSeal®en un biofilm de Enterococcus faecalis.

3.2 Especificos

. Formar biofilm de Enterococcus faecalis por método de flujo laminar.

. Determinar la actividad antimicrobiana del cemento sellador AH Plus
Bioceramico® sobre un biofilm de Enterococcus faecalis a diferentes periodos de

tiempo.

. Determinar la actividad antimicrobiana del cemento sellador CeraSeal® sobre un

biofilm de Enterococcus faecalis a diferentes periodos de tiempo.
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4 HIPOTESIS

Ha. La actividad antimicrobiana del cemento sellador AH Plus Bioceramico® sera mas
efectiva sobre un biofilm de Enterococcus Faecalis comparado con el cemento

CeraSeal®

Ho. La actividad antimicrobiana del cemento sellador AH Plus® Bioceramico no sera
mas efectiva sobre un biofilm de Enterococcus Faecalis comparado con el cemento

Ceraseal®
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5 METODOLOGIA

5.1 Lugar de realizacion

. Laboratorio de Preclinica de la Maestria en Endodoncia, Facultad de

Estomatologia, UASLP.

. Laboratorio multidisciplinario de la Maestria en Endodoncia Facultad de

Estomatologia, UASLP.

. Laboratorio de Ciencias Basicas, Facultad de Estomatologia, UASLP.

. Laboratorio de Doctorado de Ciencias Odontologicas,

Estomatologia, UASLP.

5.2 Diseno de estudio

e Experimental In-Vitro.

e Prospectivo y longitudinal.

5.3 Criterios de seleccion

5.3.1 Inclusién

. Piezas dentarias unirradiculares

. Raices intactas

5.3.2 Exclusién

. Piezas dentarias con caries radicular

. Piezas dentarias con fisuras o fractura

. Piezas dentarias con tratamiento endododntico previo

. Piezas dentarias multirradiculares

MENDOZA-ARROCHA LL
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5.3.3 Eliminacién
. Discos sin medida correcta y mal seccionados

. Discos contaminados
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5.4 Definicion conceptual y operacional de las variables
5.4.1 Independientes
5.4.1.1 Cemento sellador

Definicion conceptual

Material complementario en la obturacion de conductos radiculares, el cual llena las
zonas vacias entre el material de obturacion y las paredes del conducto radicular, de
la misma manera impide el establecimiento de las bacterias remanentes en los

espacios del conducto

Definicion operacional

Se colocara el cemento mediante el uso de jeringas en los discos de dentina, para la
realizacion de diluciones seriadas, tincion alamar Blue y observacion en el microscopio

electronico de barrido.

Escala de medicion: Categdrica nominal. Dicotémica

5.4.2 Dependientes
5.4.2.1 Capacidad antimicrobiana

Definicion conceptual

Facilidad de un farmaco u otro agente para destruir bacterias, por lo que los cementos
selladores deben ser capaces de modificar las condiciones ambientales actuando en
el pH e idealmente contener una sustancia antimicrobiana para prevenir la proliferacion

bacteriana en el conducto radicular.

Definicion operacional

Se cuantificara las unidades formadoras de colonia presentes después de 24 horas de
haber realizado las diluciones seriadas. Mediante la medicion de la absorbancia
después de 3 horas de haber realizado la tincion alamar blue y a través de la

observacion en el microscopio electronico de barrido a 200, 500, 2 000 y 4 000 x.

Escala de Medicién: continua de razon.
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5.5 Analisis Estadistico

Los resultados de la capacidad antimicrobiana de los diferentes selladores
endodénticos se analizaron en el programa estadistico SPSS versiéon 23 (SPSS para
Windows; SPSS Inc, Chicago, IL) donde se realizaron pruebas de normalidad vy
homogeneidad de varianzas. Se calculd la media de los valores de log 10 CFU/mL y
la desviacion estandar, de igual manera para la tincion de Alamar Blue. Los datos para
UFC se analizaron por analisis de Kruskall Wallis, seguido de post-hoc, para la
comparacion multiple entre grupos; mientras que para el analisis de la tincion Alamar
Blue se utilizé el analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido por Tukey para la
comparacién multiple entre grupos. El indice de confianza fue del 95%. Todos estos
valores se representan a través de estadistica descriptiva, utilizando graficas y tablas,

que muestran las medidas de tendencia central y variabilidad.
5.6 Consideraciones éticas

Este proyecto fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica en investigacién de la
Facultad de Estomatologia de la Universidad Autébnoma de San Luis Potosi, con la
siguiente clave: CEI-FE-076-022

El manejo de residuos del estudio se realiz6 segun el cumplimiento a lo establecido en
la fraccion 1 del articulo 47 de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién, con
fecha de 2005, que se publicé en el Diario Oficial de la Federacion, con caracter de
proyecto la Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, Proteccion
ambiental-salud ambiental-Residuos peligrosos biolégicos-infecciosos-Clasificacion y

especificaciones de manejo.

Las piezas dentales que se utilizaron para la realizacién de este proyecto fueron
donadas por consultorios privados y clinicos dentales, por lo que los datos de los

pacientes son de origen desconocido.

Los residuos Peligrosos Bioldgicos Infecciosos (RPBI) que se generaron durante el
proceso del proyecto fueron manejadas de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana.NOM-087-ECOL-SSA1-2002
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5.7 Fase experimental

La técnica experimental se dividio en las siguientes fases:
Primera fase: Recoleccion y seleccion

e Preparacion de las muestras

» Estandarizacion, limpieza y esterilizacion
Segunda fase: Formacion de biofilm

. Activacion de la cepa de E. faecalis

. Formacion de biofilm de 2 semanas por método de flujo laminar

Tercera fase: Aplicacion de los cementos a probar durante dos diferentes periodos de

tiempo (3-7 dias)
Cuarta fase: Determinacion de carga bacteriana mediante UFC y tincion Alamar Blue

Quinta fase: Observacion de los discos al MEB

5.7.1 Primera fase
Recoleccion y seleccién

Las muestras utilizadas para este estudio, fueron piezas dentales humanas extraidas,
obtenidas de consultorios particulares de la zona centro de San Luis Potosi. Una vez
obtenidas las muestras se procedié a lavar con Hipoclorito de Sodio al 0,05% mediante
la ayuda de un cepillo dental, esto para retirarle los restos de tejido aun presentes en
la superficie de las piezas dentales; después de ello se almacenaron en agua estéril

hasta su seleccion.

En la seleccion de las muestras se incluyo piezas dentales unirradiculares, con raices
intactas, esto se comprobd mediante la toma de radiografias periapicales en sentido
Mesio-Lingual y Disto-Lingual, con el radiovisiégrafo (RVG Nano Pix 2. Eighteeth). Al

final se escogieron 70 piezas para el estudio.
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Figura 5. Radiografia en sentido M-D y V-L

Preparacion de las muestras
e Estandarizacion, limpieza y esterilizacion de las muestras

Cada pieza dental se secciond horizontalmente a 1Tmm por debajo de la unién C-E, y
posteriormente se midié con calibrador (Boley-Gauge), a partir de ese corte se obtiene
discos de 4mm de longitud, para este fin se utilizé discos de diamante (Tmishion) de
0,6 mm de grosor y diametro de 10 mm, ajustado en una pieza de mano de baja
velocidad. Cabe destacar que de cada raiz se obtuvo un solo disco. Una vez obtenidos
los discos de dentina de 4mm de altura se procedio a realizar el ensanchamiento de
los conductos, para esto se sujetd los discos con una pinza de mosco, después se fue

ensanchando la luz del conducto radicular con fresas Gate-Glidden (Flydent) #1-5.

23
MENDOZA-ARROCHA LL



EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS CEMENTOS SELLADORES AH PLUS BIOCERAMICO® Y
CERASEAL® EN UN BIOFILM DE ENTEROCOCCUS FAECALIS

Figura 7. Corte de las muestras de 4mm de
altura

Figura 6. Ensanchado de los conductos radiculares

Cada disco de dentina se midi6é a la mitad y después se coloco en cera rosada, que
sirvi6 como soporte para ser seccionado con disco de diamante (10 mm x 0,6 mm)

obteniendo de las 70 muestras 140 mitades semicilindrica

Figura 8. Seccionado de los discos de dentina
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Las muestras fueron tratadas mediante la técnica de Haapassalo, la cual se llevé a
cabo de la siguiente manera: se colocaron los semicirculos de dentina en dos vasos
de precipitado con 15 mLde hipoclorito de sodio al 5,25%, introducidas al ultrasénico
(Biosonic UC50) por un tiempo de 4 minutos; una vez culminado este tiempo se
enjuaga con agua estéril colocadas en bafo ultrasénico, después de ello, las muestras
son sumergidas en 15 mL de EDTA 17% por 4 minutos también puestas en el
ultrasénico, al culminar este tiempo se retira de la tina de ultrasonido y se enjuaga con
agua estéril hasta observarse que se pierda la turbidez del agua. Posteriormente
fueron colocadas en bolsas de esterilizacidn y llevadas a la autoclave a 121°C, 14 Ib

de presién por un tiempo de 20 minutos.

Figura 9. Limpieza en bafio ultrasonico, y esterilizacion de las muestras

Grupos Numero de Tipo de cemento Tiempo
muestras

A1 30 CeraSeal 3 dias

A2 30 CeraSeal 7 dias
AH

B1 30 Plus Bioceramico 3 dias
AH Plus

B2 30 Bioceramico 7 dias

Control Positivo 10 Con E. Faecalis -—

Control Negativo 10 Sin E. Faecalis ——

Tabla 3. Tabla que muestra los grupos de estudio de los cementos CeraSeal y AH Plus
Bioceramico con los diferentes tiempos de incubacion
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5.7.2 Segunda fase: Formacion de biofilm
. Activacion de la cepa de E. faecalis
. Formacion de biofilm de 2 semanas por método de flujo laminar

Activacion de la cepa de E. faecalis. La cepa de Enterococcus faecalis utilizada en este
proyecto fue obtenida del cepario del Laboratorio de investigacion multidisciplinario de
la Maestria de Endodoncia, UASLP, proveniente de paciente con periodontitis apical
persistente, de la cepa seleccionada se tomd una muestra de E. faecalis, llevandolo al
caldo de BHI por 24 horas a 35 C. Posterior a este tiempo, se realizdé una siembra en
placas de agar sangre y se incuban nuevamente durante 24 horas en la incubadora
(Thermo Electron Corporation) para posteriormente realizar la observacion

macroscopica y microscopica del desarrollo bacteriano.

Figura 10. Cepario de Enterococcus faecalis
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Figura 11. Incubacion de E. Faecalis en
caldo BHI por 24 horas

Figura 12. Activacion de la cepa de Enterococcus faecalis
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Formacién de biofilm de 2 semanas por método de flujo laminar

Una vez transcurrido ese tiempo se procedié a estandarizar espectrémicamente la
suspension bacteriana, con una absorbancia de 600 nm, y turbidez de Mc Farland 0,5.
Cuando se obtuvo la suspension bacteriana a la turbidez de McFarland de 0,5, se
procedié a colocar 5 semicirculos de dentina en cada tubo de ensayo con tapa, los
cuales contenian 200 microlitros de suspensiéon bacteriana de Enterococcus faecalis 'y
9 ml de caldo de BHI. Luego se incubo por 2 semanas, realizando recambios de caldo
fresco de BHI cada 48 horas, esto con la finalidad de permitir la viabilidad bacteriana,

comprobando su pureza mediante la tincion de Gram.

Figura 14. Formacion de Enterococcus
faecalis por 2 semanas

Figura 13. Comprobacion de viabilidad
bacteriana mediante tincién de Gram
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5.7.3 Tercera fase: Aplicacion de los cementos a probar durante dos diferentes

periodos de tiempo (3-7 dias)

Después de 2 semanas de formacion del biofilm, se retir6 de la incubadora las
muestras con formacion de biofilm y se procedié a lavar cada muestra con 1,5 ml de
agua estéril, por un tiempo de 1 minuto, esto para eliminar las bacterias plancténicas,
seguido de ello cada muestra se colocd sobre un papel filtro por 1 minuto, para su
secado. Las 140 muestras fueron divididas aleatoriamente en cuatro grupos (n=30 por
grupo) de acuerdo con el sellador endodontico utilizado, de la siguiente manera:

Ceraseal, AH Plus Bioceramico y dos grupos controles (positivo y negativo).

El cemento CeraSeal es un sellador premezclado listo para aplicar, el cual se colocé
sobre la superficie interna de los semicirculos de dentina. Igualmente, el cemento
AHPIlus Bioceramico es un material premezclado que se aplicé de la misma manera
que el cemento Ceraseal. Posteriormente se incubaron las muestras en humedad
relativa del 100% dentro de una estufa bacteriolégica a 35+ 2 °C por los periodos de
tiempo 3 y 7 dias, cuidando que permanecieran siempre en humedad.

Figura 15. Lavado de las muestras con
agua estéril por 1 minuto
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Figura 17. Colocacion del cemento sellador endoddntico
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Figura 16. Muestras en contacto con los cementos en humedad relativa
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5.7.4 Cuarta fase: Determinacion de carga bacteriana mediante UFC y tinciéon

Alamar Blue

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion (3 y 7 dias) en que las muestras fueron
expuestas a los cementos endodonticos, se extrajeron de la humedad relativa e
introdujeron en tubos de ensayo con caldo BHI, para después ser llevados a la
incubadora a 35 + 2°C, por 24 horas para determinar su carga bacteriana. Pasadas las

24 horas se retiraron de la incubadora y se procedi6 a hacer diluciones de la 10" -10
9.

Primeramente, se colocaron 9 tubos de ensayo con 9 ml de solucion salina, al primer
tubo de ensayo se le afiadio 1000 ul de caldo puro contenido con las muestras, y de
ese tubo se retird 1000 pl y se llevd al siguiente tubo con solucion salina, y asi
sucesivamente hasta llegar a la dilucion 10-9. Posteriormente se realiza el sembrado
en placas de agar BHI por 24 horas para el conteo de UFC. Se realiz6 el conteo de
UFC en la dilucién que contenga de 30-300 UFC. sobre un contador de colonias al que
se le adaptd una cuadricula de 10x10cm, dividida en cuadrantes de 1x1 cm cada uno
y mediante el uso de un contador de colonias en forma de lapiz, con pantalla digital
(Scienceware Colony Counter, Bel-Art Products, USA), se calcul6 el numero de UFC
por placa. Para realizar el analisis estadistico se hizo la conversion del numero de
colonias por mililitro, segun la siguiente formula: # de colonias en placa X factor de

diluciéon/ 0,1ml = # de colonias por mililitro

1 mL 1 mL 1mbL 1mL 1mL
‘/"' N, . W e i Yo i
Original 9 mi broth
Inoculum in each tube

Dilutions 1:10 1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000
1 1 mL 11 mL l 1 mL l1 mL l‘l mL
Plating
1:10 1:100 1:1000 11:10.800 1:100,000

Figura 18. Calculo del niumero de colonias en las placas: dilucion reciproca de la muestra = nUmero de

bacterias / ml. Derechos reservados 2006 Pearson Education Inc. Publishing as Benjamin Cummings.
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Figura 20. Conteo de UFC
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Tincion Alamar Blue

Alamar Blue es una solucién lista para usar, no toxica, a base de resazurina que
funciona como indicador para medir cuantitativamente la viabilidad. El ingrediente
activo de Alamar Blue (resazurina) es un compuesto no toxico permeable a las células,
de color azul y practicamente no fluorescente. Es un ensayo de microplaca
recomendado en casos de estudios de viabilidad prolongados o cuando se utiliza una
alta densidad celular. Aplicable a una amplia variedad de células de mamiferos,

bacterias, plantas y hongos.

Para el estudio mediante la tincion Alamar Blue, de los tubos utilizados para realizar el
conteo de UFC, se tomaron 100 microlitros y en una placa de 96 pocillos se colocaron
estos 100 yL del caldo, realizando esta por triplicado por cada una de las muestras.
Posteriormente se le agregan 10 ul de la tincion alamar blue. La placa se colocé en la
incubadora por 3 horas y de alli se llevo a leer en el espectrémetro (Thermo
Scientific.Multiskan FC) para medir la absorbancia.

Figura 21. Colocando la tincion Alamar
Blue

Figura 22. Lectura de la tincion Alamar
Blue, mediante Espectrofotometro
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5.7.5 Quinta fase: Observaciéon de los discos de dentina al microscopio

electrénico de barrido (MEB)

Para la observacion de las muestras en el MEB, se tomaron aleatoriamente 5 muestras
de cada grupo primero se procedio a fijar por 24 horas las muestras en glutaraldehido+
azul de alciano al 2% a 4°C durante 24 horas. Posteriormente se realiza la
deshidratacion de alcoholes crecientes desde el 20% hasta llegar a alcohol absoluto,
cada uno por 10 minutos. Seguido de esto se les realiz6 a las muestras el punto critico,
para finalmente ser banadas por oro y ser llevadas a observacién del MEB en
aumentos de 2 000 y 4 000 x. Por ultimo, se les retird el sellador a las muestras con la

ayuda de una hoja de bisturi #15 y se prepararon nuevamente para ser observadas en

los mismos aumentos.

Figura 23. Microscopio Electrénico de Barrido (Jeol, JSM-6510)
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6 RESULTADOS

6.1 Fase antimicrobiana mediante el conteo UFC, tincion Alamar

Blue y microscopio electréonico de barrido

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de los diferentes selladores endoddénticos
se realiz6 mediante el conteo de UFC, la tincion Alamar Blue y observacion al

microscopio electrénico de barrido.

Todas las mediciones son representadas mediante estadistica descriptiva, utilizando

graficas y tablas.

6.2 Conteo de UFC

Al evaluar el conteo de UFC de los selladores CeraSeal y AH Plus Bioceramico, hubo
diferencia significativa (p<0.05) en todos los grupos, siendo mas marcada esta
diferencia en el grupo CeraSeal a los 7 dias (GA2)

En las Figuras 24, 25 y en la Grafica 1, se muestra la capacidad antimicrobiana de los
selladores endodonticos de acuerdo a la cantidad de bacterias por mililitro presentes
después de realizar el estudio mediante discos de dentina en cultivo convencional,
observando una mayor capacidad antimicrobiana del sellador CeraSeal a los 7 dias
(GA2), con diferencia estadisticamente significativa de (p < 0.01) sobre los grupos A1,
B1yB2.
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Figura 24. UFC presentes en placas de Agar BHI transcurridos 3 (A) y 7 dias (B) con el sellador
CeraSeal.

Figura 25. UFC presentes en placas de Agar BHI transcurridos 3 (A) y 7 dias (B) con el sellador AH
Plus Bioceramico.
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CeraSeal (7 dias)

= p < 0.01 vs CeraSeal 7 dias

AH Plus Bioceramico (3

dias)

AH Plus Bioceramico (7

dias)

AH Plus Bioceramico (AHPB) a diferentes tiempos de incubacién mediante Log10 UFC/mL.

Comparacién de la capacidad antimicrobiana de selladores bioceramicos CeraSeal (CS) y

Resultados (Muestras 3 dias)
CeraSeal AHPIlus Bioceramico
Muestra | UFC/ml Muestra | UFC/ml Muestra | UFC/ml Muestra | UFC/ml
1 4.90E+12 16 3.00E+12 1 6.40E+12 16 6.40E+12
2 3.00E+12 17 2.10E+12 2 6.80E+12 17 3.40E+11
3 4.90E+12 18 5.80E+12 3 5.30E+11 18 5.20E+12
4 2.10E+12 19 4.70E+12 4 5.20E+12 19 5.30E+11
5 4.70E+12 20 3.00E+12 5 3.40E+11 20 5.30E+11
6 4.80E+12 21 6.00E+12 6 8.00E+11 21 8.00E+11
7 4.90E+12 22 5.80E+12 7 5.20E+12 22 6.40E+12
8 6.00E+12 23 6.00E+12 8 6.40E+12 23 3.40E+11
9 2.10E+12 24 3.00E+12 9 3.40E+11 24 5.30E+11
10 4.90E+12 25 4.70E+11 10 5.30E+11 25 6.80E+12
11 3.00E+12 26 5.80E+12 11 6.80E+12 26 5.20E+12
12 6.00E+12 27 4.70E+12 12 8.00E+11 27 8.00E+11
13 4.90E+12 28 2.10E+12 13 3.40E+11 28 6.80E+12
14 6.00E+12 29 5.80E+12 14 5.20E+12 29 8.00E+11
15 5.80E+12 30 2.10E+12 15 6.80E+12 30 6.40E+12

Tabla 4. Resultados de las unidades formadoras de colonias por ml de los selladores CeraSeal y AH
Plus Bioceramico a los 3 dias de incubacion.
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Resultados (Muestras 7 dias)
CeraSeal AHPIlus Bioceramico
Muestra UFC/ml UFC/ml Muestra UFC/ml
1 2.54E+09 16 3.09E+09 1 5.50E+12 16 7.60E+12
2 2.50E+09 17 2.50E+09 2 7.60E+12 17 6.80E+12
3 2.45E+09 18 2.45E+09 3 9.80E+12 18 1.08E+13
4 2.48E+09 19 2.48E+09 4 1.08E+13 19 9.80E+12
5 3.09E+09 20 2.48E+09 5 5.50E+12 20 6.80E+12
6 2.48E+09 21 3.09E+09 6 9.80E+12 21 5.50E+12
7 2.50E+09 22 2.48E+09 7 1.08E+13 22 9.20E+12
8 2.48E+09 23 2.50E+09 8 7.60E+12 23 1.08E+13
9 2.48E+09 24 2.48E+09 9 9.20E+12 24 7.60E+12
10 2.50E+09 25 3.09E+09 10 5.50E+12 25 6.80E+12
11 2.45E+09 26 2.45E+09 11 9.20E+12 26 9.80E+12
12 3.09E+09 27 2.50E+09 12 1.08E+13 27 6.80E+12
13 2.54E+09 28 2.45E+09 13 9.80E+12 28 5.50E+12
14 3.09E+09 29 2.48E+09 14 6.80E+12 29 9.20E+12
15 3.09E+09 30 2.50E+09 15 9.20E+12 30 7.60E+12

Tabla 5. Resultados de las unidades formadoras de colonias por ml de los selladores CeraSeal y AH
Plus Bioceramico a los 7 dias de incubacion.

Sellador Incubacién |Promedio DS Lim. Superior | Lim. Inferior
(dias) (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml)

CeraSeal 3 4.28E+12 | 1.6139E+12 |  6.00E+12 4.70E+11
7 2.63E+09 | 2.61E+08 3.09E+09 2.45E+09

AHPlus 3 3.35E+12 | 2.88104E+12|  6.80E+12 3.40E+11
Bioceramico 7 8.28E+12 | 2.69001E+12|  6.80E+12 2 45E+09

Tabla 6. Resultados de los promedios, desviacion estandar y limite superior e inferior de las unidades
formadoras de colonias por mililitro de los selladores CeraSeal y AH Plus Bioceramico a los 3 y 7 dias

de incubacion.
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6.3 Tincion Alamar Blue

En la grafica 2 se observa que las muestras evaluadas con la tincion Alamar Blue,
presentan una diferencia significativa de p< 0,01, demostrando un incremento de la
capacidad antimicrobiana del cemento sellador CeraSeal a los 7 dias (GA2), mientras
que a los 3 dias sucedi6 lo contrario, dandose una mayor viabilidad bacteriana. En
tanto que el sellador AH Plus Bioceramico a los 3 y 7 dias no presentd diferencia

estadisticamente significativa en cuanto a la eliminacién bacteriana.

CeraSeal vs AH Plus Bioceramico

o
©

Control
k Positivo
(0.8209)

%k
%k
I . ' I Control
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Absorbancia (U.A.)
© o I © © © ©
N w Y wv (o)} ~N (0]

©
=

o

CeraSeal (3 dias) CeraSeal (7 dias)  AHPIlus Bioceramico (3 AHPlus Bioceramico (7
dias) dias)

*=p<0.05vs CeraSeal 7D

Grafica 2. Comparacion de la capacidad antimicrobiana de selladores bioceramicos CeraSeal (CS) y
AH Plus Bioceramico (AHPB) a diferentes tiempos de incubacién mediante tincion Alamar Blue.

39
MENDOZA-ARROCHA LL



EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS CEMENTOS SELLADORES AH PLUS BIOCERAMICO® Y
CERASEAL® EN UN BIOFILM DE ENTEROCOCCUS FAECALIS

Resultados (Muestras 3 dias)

CeraSeal AHPIlus Bioceramico
Muestra | Absorbancia| Muestra |Absorbancia| Muestra |Absorbancia| Muestra | Absorbancia
1 0.5571 10 0.5717 1 0.5412 10 0.5555
2 0.5555 11 0.5773 2 0.5397 11 0.5609
3 0.6303 12 0.6435 3 0.6124 12 0.6252
4 0.7048 13 0.5046 4 0.6848 13 0.4903
5 0.6815 14 0.5207 5 0.6621 14 0.5059
6 0.6083 15 0.5819 6 0.5910 15 0.5654
7 0.6541 16 0.3585 7 0.6355 16 0.3483
8 0.7103 17 0.5369 8 0.6901 17 0.5216
9 0.4570 18 0.3823 9 0.4440 18 0.3714

Tabla 7. Resultado de la absorbancia de los selladores CeraSeal y AH Plus Bioceramico a los 3 dias
mediante la tincion Alamar Blue.

Resultados (Muestras 7 dias)

CeraSeal AHPIlus Bioceramico
Muestra | Absorbancia| Muestra |Absorbancia| Muestra | Absorbancia| Muestra |Absorbancia
1 0.4154 10 0.4263 1 0.5701 10 0.5851
2 0.4142 11 0.4305 2 0.5685 11 0.5908
3 0.4702 12 0.4801 3 0.6451 12 0.6586
4 0.5260 13 0.3761 4 0.7213 13 0.5165
5 0.5085 14 0.3882 5 0.6974 14 0.5329
6 0.4537 15 0.4340 6 0.6225 15 0.5956
7 0.4880 16 0.2668 7 0.6694 16 0.3669
8 0.5301 17 0.4003 8 0.7269 17 0.5494
9 0.3405 18 0.2846 9 0.4677 18 0.3912

Tabla 8. Resultado de la absorbancia de los selladores CeraSeal y AH Plus Bioceramico a los 7 dias
mediante la tincion Alamar Blue.
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Sellador Incubacion| Promedio DS Lim. Lim. Inferior
(dias) Absorbancia Superior | Absorbancia
Absorbancia
CeraSeal 3 0.5687 0.0997 0.7103 0.3585
7 0.4241 0.0746 0.5301 0.2668
AHPlus 3 0.5525 | 0.0969 |  0.6901 0.3483
EHEEE T 7 05820 | 0.1020 | 0.7269 0.3669

Tabla 9. Resultados de los promedios, desviacion estandar y limite superior e inferior de la absorbancia
de los selladores CeraSeal y AH Plus Bioceramico a los 3y 7 dias de incubacion.
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6.4 Fase Microscépica

Las observaciones en el microscopio electronico de barrido (MEB) se dieron
primeramente evaluando los controles negativo y positivo, para asi después ver los

diferentes selladores en diversos intervalos de tiempo.

e >
"

< F N i P - :
SElI 10kV WD11mm  SS50 x2,000 10pm
Control negativo 0001 25 Jan 2023

Figura 26. Control negativo del modelo de discos de dentina observado al MEB, en un aumento de
2 000 x
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SElI 10kV WD11mm SS50 x4,000 S5um
Control negativo 0001 25 Jan 2023

Figura 28. Control negativo del modelo de discos de dentina observado al MEB, en un aumento de
4 000 x

SEl  5kV WD17mm SS50 x4,000 Sum
Control + 0001 05 Dec 2022

Figura 27. Control positivo del modelo de discos de dentina observado al MEB,
en un aumento de 4 000 x.
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Ly - N

SElI 5kV WD20mm 10um
Gpo A1 Ceraseal 0001 18 Nov 2022

Figura 29. Muestra de estudio donde se observa el biofilm de Enterococcus faecalis (A), asi como el
sellador CeraSeal (B) en un periodo de incubacion de 3 dias (grupo A). En aumento de 2 000 x

SEl 5kV WD17mm  SS50 x2,00 10pm
Gpo A1 Ceraseal sin cemento 0001 05 Dec 2022

Figura 30. Muestra después de haber sido retirado el sellador CeraSeal a los 3 dias de incubacion
(A1), aun aumento de 2 000 x, se observa la luz de los tubulos dentinarios con crecimiento bacteriano
de Enterococcus faecalis.
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SEl 5kV WD15mm SS50 x2,000 10pm  =——
Gpo A2 Ceraseal con cemento 0001 09 Dec 2022

Figura 31. Muestra de estudio donde se observa el biofilm de Enterococcus faecalis (A), asi como

el sellador CeraSeal (B) en un periodo de incubacién de 7 dias (grupo A2). En aumento de 2000 x

| -

WD16mm S550 x2,000 10pm

SEI SkV
Gpo A2 Ceraseal sin cemento 0001 05 Dec 2022

Figura 32. Muestra después de haber sido retirado el sellador CeraSeal a los 7 dias de incubacion
(A1), a un aumento de 2 000 x, se observa la luz de los tubulos dentinarios con crecimiento
bacteriano de Enterococcus faecalis.
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SElI 5kV WD19mm S$S50 x2,000 10um
Gpo B1 AH Plus Bioceramico 0001 18 Nov 2022

Figura 33. Muestra de estudio donde se observa el biofilm de Enterococcus faecalis (A), asi como el
sellador AH-Plus Bioceramico (B) en un periodo de incubacion de 3 dias (grupo B1). En aumento de
2000 x.

g

SEl 5kV WD16mm 5550 x2 000 10pm
Gpo B1 AH Plus sin cemento o001 05 Dec 2022

Figura 34. Muestra después de haber sido retirado el sellador AH Plus Bioceramico a los 3 dias de
incubacion (B1), a un aumento de 2 000 x
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SkV WD19mm 5550
Gpo B2 AH plus Bioceramico 0001 18 Nov 2022

Figura 35. Muestra de estudio donde se observa el biofilm de Enterococcus faecalis (A), asi como
el sellador AH Plus Bioceramico (B) en un periodo de incubacién de 7 dias (grupo B2). En aumento
de 2 000 x.

i

|

Gpo B2 AH Plus sin cemento 0001 09 Dec 2022

SEl  SkV WD16mm 5550 x2,000 10um

Figura 36. Muestra después de haber sido retirado el sellador AH Plus Bioceramico a los 7 dias de
incubacion (B2), a un aumento de 2 000 x.
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7 DISCUSION

El sellador endoddntico es uno de los materiales empleados en la obturaciéon del
sistema de conductos radiculares, el cual consta de una pasta fina que funciona como
agente de unién entre la pared de la dentina radicular y la gutapercha, permitiendo
obturar los conductos accesorios, laterales y penetrar dentro de los tubulos dentinarios,

contribuyendo al éxito del tratamiento endodéntico. (27)

Dentro de los selladores endoddnticos se puede encontrar varios tipos, como aquellos
a base de 6xido de zinc-eugenol, iondmero de vidrio, silicona, resina, hidroxido de
calcio y los silicatos de calcio (bioceramicos), los cuales han sido clasificados de
acuerdo a su composicidn quimica. En las ultimas décadas los selladores
bioceramicos han sido utilizados, debido a su biocompatibilidad, no toxicos, no se
contraencontraccion y a que son quimicamente estables en el entorno biolégico. Al
momento del fraguado se dan diversas multiplesreacciones, que le proveen diversas
propiedades como; capacidad de formar hidroxiapatita, pH alcalino lo que le
confiriéndole el efecto antimicrobiano y formacién de una capa mineral con las paredes
de la dentina creando una union entre la dentina y el material de obturacion
proporcionando un sellado hermético, evitando la proliferacion microbiana. (23,28) Sin
embargo microorganismos como Enterococcus faecalis ha sido reportado en la
literatura con la mayor prevalencia en las infecciones endododnticas secundarias, esto
gracias a que puede soportar largos periodos de inanicion, altas temperaturas, y crecer
en presencia o no de oxigeno, asi como su capacidad de formar biopeliculas, por lo
que es un microorganismo de estudio al momento de evaluar la capacidad

antimicrobiana de selladores endodénticos. (29,30)

La capacidad antimicrobiana de los selladores endodonticos es una de las propiedades
importantes al momento de elegir el material de obturacién mas adecuado, por lo cual
ha sido muy estudiada a través de los afos. Cabe destacar que los estudios han sido
dirigidos al efecto antimicrobiano en bacterias en estado plancténico, (31) como el

estudio realizado por Munitic Marija et al. en el 2022 sobre la eficacia antibacteriana
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de los selladores bioceramicos y resinosos contra Enterococcus faecalis en diferentes
tiempos de contacto y fraguado, evaluando

la eficacia antimicrobiana de los selladores TotalFill, BioRoot, Root Canal Sealer,
agregado de trioxido mineral (MTA) Fillapex y AH Plus, mediante contacto directo y los
resultados los selladores de conductos radiculares bioceramicos mostraron una
eficacia estadisticamente significativa que el grupo control y el sellador de resina epoxi,
seguido de MTA Fillapex. Todos los selladores exhibieron la mayor eficacia después
de 20 minutos de tiempo de contacto, independientemente si los materiales estaban

recién mezclados y ya fraguados durante 1 o 3 dias.(32),

Candeiro G.et al. en el 2016 realizd un estudio donde se evalu6 la eficacia
antibacteriana del EndoSequence BC Sealer vs. AH Plus contra el Enterococcus
faecalis utilizando las pruebas de difusion en agar y una prueba de contacto directo.
En la prueba de contacto directo, el sellador AH Plus elimind completamente al
Enterococcus faecalis después de 1 h, mientras que el sellador EndoSequence BC
Sealer presentd mayor actividad antibacteriana después de 24 horas de contacto
directo no presentando diferencias significativas entre los selladores experimentales
solo en el andlisis de 1 hora. En la prueba de difusién en agar, el didametro de inhibicion
del sellador AH Plus fue significativamente mayor, comparado con el sellador
EndoSequence BC.(33) Sin embargo, actualmente los resultados de la prueba de
difusion en agar son cuestionables, debido a la posible influencia de la capacidad de
difusion del material en agar, ya que no existe una estandarizacién de los materiales
en estudio, medio de cultivo adecuado, la viscosidad del agar, las condiciones de
almacenamiento de las placas y la dependencia de las caracteristicas de solubilidad y
difusion del material de prueba ademas que las interacciones quimicas entre los
medios y los agentes desinfectantes son en gran parte desconocidas, debido a que la
placa de agar puede determinar el diametro de la zona de inhibicién del crecimiento,
no la eficacia antimicrobiana del desinfectante, por lo que se puede producir resultados
falsos positivos. (34, y el medio de cultiv 35) De esta manera, para poder utilizar este
método solo se puede conde difusién en agar materiales solubles en agua. Por este

motivo la difusién en agar no es la prueba mas recomendada para evaluar la actividad
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antimicrobiana de los selladores endodonticos. Existe otra prueba como es la de
contacto directo, la cual tiene varias ventajas, ya que es, reproducible la dosificacion
cuantitativa y, ademas, la reproduccion del contacto directo entre los selladores
endododnticos dentro del sistema de conductos radiculares. En otro estudio Chavez De
Sousa et al. en el 2023 analizaron el efecto antimicrobiano de selladores bioceramicos
AH Plus Bioceramico, EndoSequence BC Sealer y el sellador resinoso AH Plus, sobre
bacterias planctdnicas uno de el mediante la prueba de contacto directo, donde todos
los selladores eliminaron completamente la carga bacteriana después de 24 horas, es
importante destacar que estos resultados pueden ser cuestionables, debido a que no
se asemeja al entorno clinico.(36) De esta manera en estos dos ultimos métodos es
dificil comparar sus resultados, incluso si estas variables se controlaran
cuidadosamente. También hay que tomar en cuenta otra de las de estos métodos que
no considera varios factores en el entorno experimental, como la quimica del diente y
la formacién de biopeliculas. Ya que las bacterias en estado planténico son mas labiles
por lo que resulta mas facil eliminarlas, mientras que las bacterias en biofilm estan
adheridas o asociadas a una superficiepolimérica, confiriéndole mayor resistencia ante
los agentes antimicrobianos. (37) Upadya M. et alen el 2010, menciona que la
resistencia se amplifica mas de mil veces para los microorganismos en el modo de
crecimiento de bioopelicula, en comparacién con las células planctonicas; ya que la
estructura del biofilm restringe la penetracién de los agentes antimicrobianos por lo
tanto presenta una subpoblacion de células supervivientes especializadas conocidas
como persistentes(4,38).

Por lo que en el presente estudio al utilizar el modelo de discos de dentina con
formacion de biofilm maduro de 2 semanas de Enterococcus faecalis, con recambios
al cultivo bacteriano cada 48 horas, verificando la viabilidad bacteriana mediante
tinciones de Gram, y realizar el conteo de UFC, se tuvo se asemeja mas
aproximacional entorno clinico de las infecciones endododnticas, en donde las bacterias
son mayormente resistentes, siendo dificiles de eliminar mediante la instrumentacion
e irrigacion y también que al momento de reproducirlo el estudio puede ser mas
preciso. (36,39)
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Matej Rosa et al. en el 2022, realiz6 un estudio sobre la actividad antibacteriana a corto
plazo de tres selladores endoddnticos; a base de Oxido de zinc y eugenol
Endomethasone N, a base de resina ADSeal y el bioceramico BioRoot RSC contra un
biofilm de Enterococcus faecalis de 14 dias utilizando el modelo de discos de dentina.
En este estudio se utilizaron incisivos bovinos que se fijaron en yeso, para después
ser seccionado a 2 mm por debajo de la uniéon CE, obteniendo 10 mm de largo aprox.
Los conductos radiculares se ensancharon con fresas Gate Glidden #1-6 y se realizo
la técnica de Haapasalo, para luego secar el conducto con puntas de papel y se
recubrio las paredes externas con adhesivo single Bond (3M) para evitar el ingreso de
bacterias. Para la infeccion bacteriana los bloques de dentina se colocaron en tubos
de ensayo con suspension bacteriana de Enterococcus faecalis por un periodo de 14
dias, realizando recambios cada 24 horas. Al colocar los selladores se utilizd una
gutapercha para dispersar uniformemente el sellador, con la cual se obturd, y al cortar
la gutapercha se sell6 la entrada del conducto con adhesivo single Bond, y se
incubaron por 24 horas. Transcurrido este tiempo se procedié a desobturar con la
ayuda de una lima Hedstrom #80 y fresas Pesso #5, al obtener los restos de la
desobturacion se colocaron en tubos de ensayo con solucion salina y solucion estéril
para después ser sembradas en placas de agar Mueller-Hinton y ser cultivadas por 2
horas, transcurrido ese tiempo se realizé el conteo de UFC. En los resultados se
reportd que, aunque todos los selladores presentaron diferencias estadisticamente
significativas, el BioRoot RCS fue el de mayor efecto antibacteriano evaluado mediante
conteo de UFC.(40) A pesar que en este estudio se realizé un biofilm estéatico en discos
de dentina, hay que recalcar la diferencia de lo encontrado en el presente trabajo, que
se utilizé sobre dientes humanos, el cual esta demostrado por Haapasalo, quién cred
el modelo de dentina en bovinos(41) que no es la misma respuesta, ya que los dientes
bovinos presentan mayor numero de tubulos dentinarios y son de mayor tamano, por
lo que al momento de realizar pruebas sobre todo de cementos los resultados no son
el todo confiables a los obtenidos con dientes humanos. (42)En el trabajo de Matej
Rosa et al. en el 2022 se obturd de forma convencional, y se realizé conteo de UFC a
las 2 horas sobre el agar Mueller Hinton, sabiendo que el crecimiento es casi nulo a

ese tiempo, a diferencia del presente trabajo que no se obturd, sino que se expuso a
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los selladores al biofilm, para después ser colocados a humedad durante 3 y 7 dias,
esperando que se haya efectuado el fraguado y la accién del sellador sobre el biofilm,
se realizo el cultivo en caldo para posteriormente ver el desarrollo y crecimiento
bacteriano, para finalmente realizar el conteo de UFC, que a pesar de haber una
diferencia significativa en los dos selladores, a los dos tiempos estudiados la diferencia

mas marcada se presento a los 7 dias para el sellador CeraSeal.

Bukhari Sarah et al. en el 2019, investigaron el efecto antimicrobiano del sellador
bioceramico EndoSequence BC vs AH Plus contra un biofim de 8 semanas de
maduracion mediante el modelo de discos de dentina in vitro, teniendo como resultado
que EndoSequence BC Sealer fue superior en eliminar E. faecalis en comparacion con
AH Plus ,estos resultados de Bukhari coinciden con el presente estudio en que un
sellador bioceramico en este caso CeraSeal presenta mayor actividad antimicrobiana,

gracias a las reacciones quimicas que ocurren durante el fraguado.

Por otra parte, al analizar la diferencia de los resultados del presente estudio entre
CeraSeal y AH Plus Bioceramico podria deberse a que el CeraSeal presenta valores
de pH elevados durante la reaccion de hidratacidn, y a la mayor liberacion de iones
hidroxilo, confiriéndole mayor actividad alcalinizante comparado con el AH Plus
Bioceramico.(26,43) Para complementar las pruebas adicionales al conteo de UFC, se
realizé el analisis por medio de la prueba Alamar Blue y las observaciones al MEB.

En cuanto a la tincién de Alamar blue, como indicador del proceso de oxido- reduccion
ademas de ser rapida y de bajo costo, ya que no requiere instrumentacion costosa
para determinar el crecimiento bacteriano o proliferacion celular. Se evalud la
absorbancia de los selladores CeraSeal y AH Plus Bioceramico a 600 nm a 3 y 7dias
concordando con los resultados de las UFC donde el sellador CeraSeal a los 7 dias
mostré menor absorbancia, indicando menor viabilidad celular, arrojando una
diferencia estadisticamente significativa mayor con respecto al AH Plus Bioceramico
en los dos tiempos. Existen otros estudios como los realizado por Hsien Huang Tsui et
al. en el 2012 donde compara la actividad antibacteriana de los materiales de
obturacion radicular a base de silicato de calcio, MTA blanco, entre otros, en bacterias

en estado planctoénico utilizando los ensayos de difusién en agar y Alamar blue.(44)
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Existen estudios que corroboran la capacidad antimicrobiana de los selladores
bioceramicos, como los realizados por Zhang Hui et al. en el 2009 y Haddad A. et al.
2016 donde evaluaron el tiempo de fraguado de selladores endododnticos bioceramicos
y a base de hidroxido de calcio,esta y reporta que las reacciones de fraguado
contribuyen a la actividad antimicrobiana, ya que la precipitacion de hidréxido de calcio
durante la reaccion de fraguado aumenta el pH junto a la liberacion de Calcio. (45)
También asi Heling y Chandleret. al en 2006 realizé realizaronuna comparacion de los
cementos AH Plus, Apexit Plus, iRoot SP, Tubli Seal, Sealapex, Epiphany SE, y
EndoRez contra un biofilm de Enterococcus faecalis de una semana, mediante el
modelo de discos de dentina, donde se obtuvieron resultados quee Sealapex tuvo una
mayor actividad antimicrobiana a los 7 dias que a 1 dia después de la mezcla, llegando
a la conclusion que los selladores que contienen hidroxido de calcio, durante la
reaccion fraguado se da la precipitacion de calcio, aumentando su pH ya que se
descubrié que un alto pH alcalino y los iones de hidroxilo afectan la membrana celular
y la actividad enzimatica de los microorganismos, por ende contribuye a la capacidad
antimicrobiana.(46) Asi lo afirma McHugh en su estudié sobre que pH es necesario
para eliminar Enterococcus faecalis in vitro, demostrando que un pH alcalino elevado,

superior a 11,5, es bactericida para E. faecalis.(47)

Los resultados aleatorizados del control negativo que se observaron al MEB muestran
tubulilos dentinarios permeables sin presencia de microorganismos, mientras que al
analizar el control positivo se observa una estructura densa de microcolonias y algunas
asociaciones bacterianas de Enterococcus faecalis en la entrada de los tubulillos
dentinarios. Al observar las muestras con el sellador colocado se puede ver biofilm de
E. faecalis, debajo del sellador. Mientras que al evaluar la muestra sin el sellador
colocado revela que el biofilm no fue eliminado en su totalidad, lo que ocurrié fue que
el sellador actud sobre las células a las que tenia acceso pero no penetro el interior de
los tubulos donde se encontraba el biofilm, por lo tanto es importante sefialar que el
Ceraseal actua sobre células plancténicas , por lo que hay que eliminar o disgregar
el biofilm para que el sellador pueda tener acceso a las células restantes fuera del

biofilm bacteriano. Demostrandose asi el papel fundamental del sellador en la
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eliminacién e inhibicion total de las bacterias remanentes después de la limpieza

quimiomecanica.
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8 CONCLUSIONES

Al culminar este trabajo y en base a los resultados obtenidos se llego a las siguientes

conclusiones:

Los selladores no penetran el biofilm, actuando principalmente sobre las células
expuestas después de la preparacion quimiomecanica.

El sellador AH Plus Bioceramico, presento actividad antimicrobiana a los 3 dias,
presentando diferencia significativa en el conteo de UFC y Alamar Blue contrario
al de periodo de tiempo del CeraSeal a 7 dias.

El sellador CeraSeal, presentd actividad antimicrobiana a los 7 dias,
presentando diferencia significativa en conteo de UFC y Alamar Blue en el
mismo periodo de tiempo que el AH Plus Bioceramico.

Las imagenes al MEB muestran que los selladores actuan sobre las bacterias
planctonicas, lo cual se corroboro cuando se observaron las muestras después
de haber sido colocado los selladores y se ve la presencia de tubulos

dentinarios con carga bacteriana.
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9 PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados obtenidos se sugiere lo siguiente:

e Evaluar la eficacia antimicrobiana de un grupo mas amplio de nuevos
bioceramicos, contra un biofilm mixto.

e Evaluar la eficacia antimicrobiana de selladores In vivo, en infecciones primarias
y también en infecciones secundarias.
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