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RESUMEN: Este estudio in vitro evalud la influencia de la dentina sobre el efecto antibacteriano contra Enterococcus
faecalis ATCC 29212 de dos concentraciones de Hipoclorito de Sodio (NaOCI) 2,5 % y 5 %. Se empled polvo de dentina a
partir de dientes humanos (84 ug/ml) y la supervivencia de la bacteria se evalué realizando recuento de unidades formadoras
de colonias (UFC) alos 10, 30 y 60 segundos. Los datos se analizaron con la prueba estadistica ANOVA factorial no encontran-
dose diferencias estadisticamente significativas entre los grupos con dentina y sin dentina. En conclusion, la dentina en este

estudio no influy6 en el efecto antibacteriano del Hipoclorito de Sodio en ninguna concentracion, ni en los tiempos.
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INTRODUCCION

Se ha aceptado durante muchos afos que los
microorganismos son el principal agente etiolégico de
la patologia pulpar y periapical, siendo la persistencia
de éstos la principal causa del fracaso del tratamiento
Endodontico (Kakehashi et al., 1965). Estudios han
demostrado que al menos algunas especies
microbianas pueden invadir profundamente la dentina
en condiciones relativamente favorables (Macedo et
al., 2015). La microbiota presente en los dientes don-
de el tratamiento endoddntico fracaso, es predominan-
temente anaerobia facultativa y Gram positiva, siendo
el Enterococcus faecalis la especie que se aisla con
mayor frecuencia (Stuart et al., 2006).

La preparacion biomecanica es imprescindible
para la eliminacion de la estructura dental infectada pero
también es necesario desinfectar los conductos
radiculares con medios quimicos (Arias-Moliz et al., 2016)

Segun Zehnder et al. (2015), el irrigante ideal
del conducto radicular debe tener un amplio espectro
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antimicrobiano, disolver el tejido necrético de la pul-
pa, inactivar la endotoxina, prevenir o eliminar la capa
de frotis, ser no téxico y no caustico para los tejidos
periodontales. Aunque NaOCI no cumple plenamente
con su descripcion de un irrigante ideal, cumple con
muchos de sus requisitos, ademas de tener propieda-
des antibacterianas, es facilmente disponible, bajo
costo y tiene una larga vida util (Macedo et al., 2014),
por ello sigue siendo el irrigante de eleccion, debido
ademas a su capacidad para disolver tejido organico
y su accion contra los microorganismos, pero es inca-
paz de eliminar la capa de frotis para evitar la acumu-
lacion de restos de tejido duro (Arias-Moliz et al., 2014).

Areas complejas o la presencia de un ambiente
quimico complejo que contiene productos organicos e
inorganicos, como la pulpa necrética, residuos
dentinarios y biofilms pueden estar relacionados con
el fracaso del irrigante. Diferentes agentes desinfec-
tantes muestran diferente sensibilidad a la accion de
los diversos inactivadores potenciales, como la denti-
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na, las proteinas séricas, la hidroxiapatita, el colageno
derivado de diferentes fuentes y la biomasa
microbiana (Haapasalo et al., 2000).

Los componentes de los residuos de dentina
pueden actuar como una barrera que disminuye la
actividad antimicrobiana del NaOCI, dado que este
reacciona con la materia organica e inorganica, lo
que resulta en una pérdida de su cloro disponible,
causando la desgasificacion de la solucion, degra-
dacion de la proteina, ademas de un aumento de la
temperatura y cambios en el nivel de pH (Christensen
et al., 2008).

Se propone que los materiales organicos,
como los componentes de la dentina o restos de te-
jidos, pueden interactuar con los irrigantes, y ésta
interaccion de sustrato inhibe competitivamente la
reaccion entre el irrigante y las bacterias. Por esta
razon, es posible que tener mas substrato organico
interactuando con la solucion de riego puede retra-
sar inherentemente la eliminacién de bacterias
(Christensen et al.).

Estudios realizados demostraron que el
colageno tipo | y el glicosaminoglicano de la dentina
perdieron su accion después del tratamiento con
NaOCI cuando se utilizé dentina desmineralizada. Sin
embargo, en la dentina intacta este efecto fue mini-
mo, lo que sugiere que la hidroxiapatita tiene un pa-
pel protector por la incorporacién de colageno y otras
proteinas contra la actividad oxidativa de NaOCI
(Camps & Pashley, 2000).

Ante esta condicion surge la necesidad de bus-
car mas evidencia cientifica acerca de ésta inhibicion.

El presente estudio tuvo como objetivo eva-
luar la influencia de la dentina en el efecto
antibacteriano de dos concentraciones de Hipoclorito
de Sodio en el crecimiento de Enterococcus faecalis
ATCC 29212.

MATERIAL Y METODO

Se realizé un estudio de disefio experimental,
con enfoque cuantitativo y segun el tipo de investiga-
cion analitico. Se evaluaron placas petris con cepa de
Enterococcus faecalis ATCC 29212, polvo de dentina,
Hipoclorito de Sodio al 2,5 %, 5 % y divididas en gru-
pos con dentina y sin dentina.
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En esta investigacion de tipo experimental in
vitro, se considero los protocolos de bioseguridad
para la manipulacion de los materiales y soluciones
a utilizar en el laboratorio: Cepa de Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Hipoclorito de Sodio y dentina
en polvo y no se realizé ninguna prueba directa en
humanos y/o animales.

Para obtener el polvo de dentina se recolecta-
ron premolares humanos que cumplan con los si-
guientes criterios de inclusién: extraidos por motivos
ortodonticos, periodo maximo desde su extracciéon
15 dias, almacenados en cloruro de sodio desde su
extraccion y donados voluntariamente por clinicas o
consultorios odontolégicos, en cuanto a los criterios
de exclusion: premolares con lesién cariosa y api-
ces abiertos. Posterior a la seleccion de los
premolares, se les retir6 la pulpa dental y el cemento
con fresas diamentadas de grano fino, las piezas
dentales se trituraron utilizando un molino modelo
IKA A11 y se autoclavaron (Morgental et al., 2013).

Para evaluar la actividad antibacteriana sin pol-
vo de dentina se trabajé con 2 microtubos y se les
denomind primer y segundo tratamiento. El primer
microtubo con el primer tratamiento consistié en 150
ul de Hipoclorito de Sodio al 2,5 % y 150 ul de agua
destilada. Se le afiadié 150 ul de suspensién bacteriana
previamente tratada y desde el momento en que ésta
hizo contacto con la solucion homogenizada de
Hipoclorito de Sodio y agua destilada se contabilizd
los 10, 30 y 60 segundos. Se hicieron diluciones
seriadas hasta 10-3. Los 3 tubos en la dilucion de se-
ries; contenian el inactivador tiosulfato de sodio al 0,5
% que reduce el efecto remanente del Hipoclorito de
Sodio. Se extrajeron 100 ul de la ultima dilucion, se
cultivaron en placas petris con agar BHI correctamen-
te rotuladas y se incubaron a 37 °C.

En el segundo microtubo con el segundo tra-
tamiento se repiti6 el procedimiento previamente ex-
plicado, con la diferencia de que se utilizé Hipoclorito
de Sodio al 5 %. Se contaron las colonias bacterianas
después de 24 horas. Ambos tratamientos se reali-
zaron por quintuplicado (Fig. 1).

Con respecto a la inhibicion de la actividad
antibacteriana por polvo de dentina se trabajo con 2
microtubos mas y se les denomindé tercer y cuarto
tratamiento. En el tercer microtubo con el tercer tra-
tamiento se utilizé 150 ul de Hipoclorito de Sodio al
2,5 % y 150 ul de agua destilada con 84 mg de den-
tina. Se le afiadié 150 ul de suspension bacteriana
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previamente tratada y desde el momento en que ésta
hizo contacto con la solucién homogenizada de
Hipoclorito de Sodio y agua destilada se contabilizd
los 10, 30 y 60 segundos. Se hicieron diluciones
seriadas hasta 10-3. Los 3 tubos, en la dilucion de
series; contenian el mismo inactivador: tiosulfato de
sodio al 0,5 %. Se extrajeron 100 ul de la ultima dilu-
cion, se cultivaron en placas petris con agar BHI co-
rrectamente rotuladas y se incubaron a 37 °C. En el
cuarto microtubo con el cuarto tratamiento se repitié
el procedimiento previamente explicado, con la dife-
rencia de que se utilizd Hipoclorito de Sodio al 5 %.
Se contaron las colonias bacterianas después de 24
horas. Ambos tratamientos se realizaron por
quintuplicado (Fig. 2).
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Fig. 1. Tratamiento 1: 150 ul
de Hipoclorito de Sodio al 2,5
% y 150 ul de agua destila-
da, se le anadié 150 ul de
suspension bacteriana en
ausencia de dentina. Trata-
miento 2: 150 ul de
Hipoclorito de Sodio al 5 %
y 150 ul de agua destilada,
se le afadid 150 ul de sus-
pensidn bacteriana en au-
sencia de dentina.
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El quinto y ultimo tratamiento fue el control ne-
gativo donde se mezclaron 300 ul de agua destilada
con 150 ul de suspensién bacteriana previamente pre-
parada, el tiempo 10, 30 y 60 segundos se contabilizé
desde el momento en que ambas soluciones entraron
en contacto. Se hicieron diluciones seriadas hasta 10-
7. Se extrajeron 100 ul de la ultima dilucién, se cultiva-
ron en placas petris con agar BHI correctamente rotu-
ladas, se incubaron a 37 °C y se contaron las colonias
bacterianas después de 24 horas. También se repitid
5 veces.

Al finalizar los procedimientos todo material bio-
I6gico se autoclavé y se eliminé como residuo no peli-
groso en los lavatorios.

17T @

Fig. 2. Tratamiento 3: 150 ul
de Hipoclorito de Sodio al 2,5
% y 150 ul de agua destila-
da con 84 mg de dentina, se
le anadié 150 ul de suspen-
sion bacteriana. Tratamien-
to 4: 150 ul de Hipoclorito de
Sodio al 5 % y 150 ul de
agua destilada con 84 mg de
dentina, se le afadié 150 ul
de suspension bacteriana.

T
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RESULTADOS

Se observé la supervivencia del
microrganismo a través de unidades formadoras de
colonias (UFC) y se realizaron las anotaciones co-
rrespondientes en la ficha de recoleccion de datos.

Al evaluar los grupos sin dentina y con den-
tina con ambas concentraciones de Hipoclorito

de Sodio y en todos los tiempos determinados no
se encontrd diferencia estadisticamente signifi-
cativa aplicando la prueba estadistica Anova
Factorial para muestras independientes obtenien-
do un p-valor de 0,533 (Tabla I). La muerte del
microorganismo en todos los tratamientos fue casi
al 100 %.

Tabla I. Evaluacién de la influencia de la dentina en el efecto antibacteriano de dos concentra-
ciones de Hipoclorito de Sodio en el crecimiento de Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Sin dentina

Hipoclorito de

sodio al 2,5 % al5 %

Hipoclorito de sodio

Con dentina
Hipoclorito de Hipoclorito de sodio
sodio al 2,5 % al 5%

10” 99,99120 % 99,99760 %
30” 99,99560 % 99,99940 %
60" 99,99760 % 99,99960 %

99,99200 %
99,99660 %
99,99760 %

99,99660 %
99,99980 %
99,99980 %

p 0,533*

*Anova Factorial.

DISCUSION

Dentro del sistema del canal radicular, el NaOCI
reacciona con la materia organica e inorganica, lo que
resulta en una pérdida de su cloro disponible ya sea
por la reaccion con contenido organico de la dentina,
reaccion de la pulpa residual, los deshechos y /o san-
gre, reaccion con el material del instrumento activado
y la activacion, lo que provoca la desgasificacion de la
solucion (Perez et al., 1996).

Al estudiar esta reaccion del NaOCI en presen-
cia de dentina del canal radicular, la eficacia quimica y
el porcentaje de perdida de cloro, son variables im-
portantes. Esta reaccion del NaOCI junto con la capa-
cidad de disolucion en los tejidos se ven influenciados
por varios parametros como: tiempo de exposicion,
area de contacto, temperatura, interaccion con otros
productos quimicos y nivel de pH (Arias-Moliz et al.,
2014).

A partir de ello, en este estudio se evaluo la in-
fluencia de la dentina en el efecto antibacteriano del
Hipoclorito de Sodio al 2,5 % y 5 % en el crecimiento
de Enterococcus faecalis ATCC 29212 a los 10, 30 y
60 segundos.

Se utilizé dentina en polvo al igual que en estu-
dios in vitro anteriores (Haapasalo et al., 2007) debido
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a que una sustancia pulverizada o con un gran estado
de division tiene una mayor velocidad de reaccién ya
que existe mas area de contacto, y por tanto mayor
facilidad de colision entre particulas (White et al., 1994),
siendo diferente a las condiciones de la cavidad oral.

Portenier et al. (2002) estudiaron el efecto
inhibidor potencial de la matriz dentinaria bovina
(colageno), el polvo de dentina desmineralizada (tra-
tado con EDTA o acido citrico) y el colageno de la piel
sobre la actividad antibacteriana de 0,1 % NaOCI y
0,1 % /0,2 % IKI. La matriz de dentina (3 % p / v), que
es principalmente colageno dentinario purificado, era
un potente inhibidor de NaOCI e IKI, con la mayoria
de las células de E. faecalis sobreviviendo después
de 24 horas de incubacion con los medicamentos en
las concentraciones dadas. Las propiedades organi-
cas de la dentina se alteran en diversas condiciones
de esterilizacion (Portenier et al., 2002).

En el afio 2006, Portenier et al. (2006) realiza-
ron otro estudio cuyo objetivo fue investigar la activi-
dad antibacteriana de MTAD (mezcla de isdmero de
tetraciclina, acido y detergente) y clorhexidina con o
sin cetrimida hacia dos cepas de Enterococcus faecalis
y los efectos inhibidores de la dentina y la albumina
sérica bovina sobre dicha actividad. La concentracio-
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nes probadas fueron MTAD (100, 10y 1 %); CHX (0,2,
0,02 y 0,01 %); combinacion CHX / CTR (0,1, 0,01 y
0,01%). Las sustancias probadas para la inhibicion de
la actividad antibacteriana de los medicamentos fue-
ron polvo de dentina y BSA (Albumina sérica bovina).
Las muestras dieron como resultado que en concen-
tracion completa de MTAD (100 %) y CHX (0,2 %) sin
polvo de dentina rapidamente maté por completo a
ambas cepas a la hora. El 0,1 % de las células toda-
via estaban vivas a los 5 minutos en 100 % de MTAD,
mientras que 1 % de MTAD y 0,02 % y 0,01 % CHX no
pudo eliminar la bacteria durante la incubacién de 1
hora (65 %, 0,02 % y 0,01 % supervivencia de la bac-
teria). Combinando clorhexidina con cetrimida en am-
bas concentraciones mataron las cepas casi instanta-
neamente y a los 10 segundos las bacterias ya no
podian ser detectadas. MTAD, CHX y la combinacion
CHX / CTR fueron inhibidos por dentina y BSA a las
24 horas al 100 % en comparacion con controles ne-
gativos. Por el contrario, la inhibicion de 100 % de
MTAD (concentracion final 33 %) fue mayor con denti-
na que con BSA. Con baja MTAD concentraciones de
3,3 %, la muerte de E. Faecalis se retras6 mucho o
totalmente inhibido por dentina y BSA a las 24 horas
(Portenier et al., 2006).

El presente estudio al no encontrar efecto inhi-
bitorio por parte de la dentina frente a la accion del
Hipoclorito de Sodio, llevé a conjeturar que se altera-
ron los componentes organicos de la dentina, los cua-
les son causantes de dicho efecto inhibitorio; debido
al método esterilizacion (autoclave), como lo afirma
White et al. quienes investigaron la esterilizacion de
raices de los dientes enteros usando radiacién gamma
y esterilizacion en autoclave de vapor y encontré que
el primero no tuvo ningun efecto significativo sobre la
estructura de la dentina, mientras que el segundo in-
dujo una pérdida de componentes minerales y de
colageno de la superficie de la muestra (White et al.).

Existen estudios in vitro que hablan sobre va-
rias razones para que el rendimiento in vivo de los
irrigantes sea mas pobre en comparacion con los re-
sultados in vitro. Estos incluyen la penetraciéon defi-
ciente del irrigante, la presencia de un ambiente qui-
mico complejo que contiene una mezcla de productos
organicos e inorganicos (pulpa necroética, residuos
dentinarios y biofilms), la baja concentracion, el tiem-
po de exposicién corto, el volumen, el intercambio
deficiente de los irrigantes en las partes apicales del
canal de la raiz, la acumulacioén de residuos de denti-
na puede influir en la actividad bioldgica de las solu-
ciones de irrigacion (Haapasalo et al., 2007).

Asi mismo, es importante tener en cuenta la me-
todologia in vitro aplicada en este estudio. Los resul-
tados relacionados con los procesos de inactivacion
de las soluciones de riego dentro del sistema de con-
ductos parecen ser diversos y mas complejos cuando
estan presentes diferentes cantidades de desechos y
capa de frotis, asi como el tejido organico, que tam-
bién influye en la actividad bioldgica de las soluciones
(Haapasalo et al., 2007).

Pocas son las investigaciones que evaluan los
inhibidores potenciales como la dentina dentro del
canal radicular, el presente estudio puede ser impor-
tante para impulsar futuros estudios in vivo donde se
asemeje a las condiciones orales.

CONCLUSIONES

No se encontro diferencia estadisticamente sig-
nificativa en los grupos con dentina y sin dentina lo
que nos lleva a concluir en este estudio que la dentina
no influye en el efecto antibacteriano de dos concen-
traciones de Hipoclorito de Sodio en el crecimiento de
Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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ABSTRACT: This in vitro study evaluated the
influence of dentin on the antibacterial effect against
Enterococcus faecalis ATCC 29212 of two concentrations of
Sodium Hypochlorite NaOCI 2.5 % and 5 %. Dentin powder
was used from human teeth (84 mg/ml) and the survival of
the bacteria was evaluated by counting colony forming units
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(CFU) at 10, 30 and 60 seconds. The data were analyzed
with the statistical ANOVA factorial test, finding no statistically
significant differences between the groups with and without
dentin. In conclusion, the dentin in this study had no inhibitory
effect on antibacterial activity of Sodium Hypochlorite and
any concentration, nor over time.

KEY WORDS: dentin, sodium hypochlorite,
Enterococcus faecalis.
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