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Editorial

erramos 2021 con la tercera publicacién, y dltima de cada ano, en

esta ocasion del volumen 16. Asi es, hemos llevado lo mejor de la

investigacion sobre endodoncia a sus manos, por 16 afios, una aven-
tura que comenzo en 2005, y que ha dado los mejores frutos.

Esta edicion se integra de tres articulos de primer orden, al principio les
traemos Determinacion de mecanismos de resistencia a nanoparticulas de
plata de E. faecalis por medio de andlisis protecmico, de la Universidad Aut6-
noma de San Luis Potosi, con el fin de saber si la bacteria endodoéntica E.
Jaecalis es capaz de generar resistencia a AgNPs y determinar mecanismos
de resistencia involucrado, ya que en endodoncia las nanoparticulas de
plata (AgNPs) se usan para combatir las bacterias presentes en el sistema
de conductos radiculares. En segundo lugar les presentamos Deteccion de
genes de resistencia a antibioticos en abscesos alveolares agudos de 1la Univer-
sidad Autonoma de San Luis Potosi junto con la Universidad de Guanajuato,
debido a que la resistencia a los antibidticos es una emergencia de salud
global y amenaza con hacer que algunas enfermedades puedan agravarse al
no poderlas tratar con los antibiéticos adecuados, algunos mecanismos que
la predisponen se han atribuido a la transferencia de genes de resistencia,
por ello es de gran importancia detectar genes de resistencia a antibiéticos
en abscesos alveolares agudos. Finalmente leeremos Andlisis comparativo
de la transportacion en conductos simulados con doble curvatura al utilizar
instrumentos para Glide Path rotatorios y reciprocantes de la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn, un estudio donde se comparé la transportacion
del conducto al utilizar limas WaveOne Gold Glider, R- Pilot, Proglider, V-
Glide Path 2H y limas K en conductos simulados curvados en forma de “S”
durante la realizacion del glide pathm para conocer las propiedades de estas
herramientas toda vez que instrumentar un conducto curvo genera fuerzas
que hacen que un instrumento se presione mds agresivamente en la pared
externa de la porcion apical, lo que puede resultar en aberraciones de la
anatomia del conducto como una transportacién debido a la desviacion del
eje central de la lima. Despedimos el afilo con esta publicacion, en espera
de que pasen felices fiestas y tenga un excelente principio de afio, llenos
de proyectos y del amor de sus seres queridos, y por supuesto, de la fide-
lidad de sus pacientes. 2022 nos espera.

Malinalli Galvan Rodriguez

Editor
Ed. Odontologia Actual
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Determinacion de mecanismos de resistencia
a nanoparticulas de plata de E. faecalis
por medio de analisis proteémico

Determination of resistence mechanisms to silver nanoparticles

of e Faecalis by means of proteomic analysis

Marco Felipe Salas Orozco

Facultad de Estomatologia, Universidad
Auténoma de San Luis Potosi, SanLuis Potosi,
México México

Nereyda Nifio Martinez

Facultad de Ciencias, Universidad Auténoma de
San Luis Potosi, San LuisPotosi, México
Gabriel Alejandro Martinez Castaion Facundo Ruiz
Facultad de Ciencias, Universidad Auténoma de
San Luis Potosi, San LuisPotosi, México

Resumen

Introduccion: En endodoncia las nanoparticulas de
plata (AgNPs) se usanpara combatir las bacterias
presentes en el sistema de conductos radiculares.
Objetivo: Determinar si la bacteria endodontica E.
Jfaecalis es capaz de generar resistencia a AgNPs y
determinar mecanismos de resistenciainvolucrados.

Materiales y métodos: Se generd un E. faecalis
resistente a AgNPs y serealizo la extraccion de
proteinas. Se seleccionaron 15 bandas para su
identificacion protéica con el espectréometro de
masas MALDI-TOF.

Resultados: El analisis proteémico mostré un au-
mento en el nimero de proteinas diferentes (1080)
en comparacion con el control (168). Las proteinas
se clasificaron en 31 categorias, siendo las mas
importantes relacionadas con resistencia a AgNPs,
otras relacionadas con bombas de eflujo de iones
de platay cobre, otras con bombas de eflujo de
antibidticos, que combaten estrésoxidativo, res-
puesta al estrés y reparacion de ADN.

Conclusiones: E. faecalis es capaz de generar re-
sistencia a AgNPs por activacion de diversos me-
canismos.

Palabras clave: AgNPs, E. faecalis, Andlisis
proteomico.
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Facultad de Estomatologia, Universidad
Auténoma de San Luis Potosi, SanLuis Potosf,
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Abstract

Introduction: In endodontics, the silver particles
(AgNPs) are used to combatthe bacteria present in
the root canal system.

Objective: Determine if the endodontic bacterium
E. faecalis is capable of generating resistance to
AgNPs and determine resistance mechanisms in-
volved.

Material and methods: An E. faecalis resistant to
AgNPs was generated and the extraction of pro-
teins was carried out.15 bands were selected for
their protein identification with the mass spec-
trometer MALDI-TOF.

Results: Protein analysis showed an increase in
the number of different proteins (1080) compared
to the control (168).Proteins were classified into
31 categories, the most important being related
to resistance to AgNPs, others related to silver
and copper ion efflux pumps, others with efflux
pumps ofantibiotics that fight oxidative stress and
DNA repair.

Conclusions: E. faecalis is capable of generating
resistance to AgNPs by activation of various mech-
anisms.

Key words: AgNPs, E. faecalis, Proteomic
analysis.
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Introduccion

esde el inicio de la era de los an-
tibioticos en 1928, diferentes fac-
tores han influido en la aparicion
de resistencia bacteriana. Estos
factores incluyen el uso persis-
tente e incontrolado de antibi6-
ticos recetados por médicos y por
automedicacion (Freire-Moran et al. 2011). Desde
entonces, nuevos compuestos antimicrobianos y
métodos para evitar o contrarrestar la resistenciaa
los antibi6ticos por bacterias se han desarrollado.

En los dltimos afos, las nanoparticulas (NP) se han
estudiado como unaalternativa al uso de antibi6-
ticos debido a su propiedades antimicrobianas a
concentraciones mis bajas (Lopez-Carrizales et al.
2018; Slavin et al. 2017).

Los estudios también han demostrado que el uso de
antibiéticos o compuestos antimicrobianos combi-
nados con NP mejoraron su eficacia contra bacterias
resistentes (Yu et al., 2019). Otra ventaja de las NP
es que, a diferencia de los antibiéticos, tienen di-
ferentes mecanismos de accion (Slavin et al., 2017).
Por ejemplo, aunque los mecanismos exactos por los
cuales las NP de plata (AgNP)ejercen su actividad
no han sido completamente aclarados, se hipotetiza
que laliberacion de Ag + de las AgNPs afecta a dife-
rentes objetivos en las bacterias (Slavin et al. 2017).

Como resultado de los diferentes mecanismos de ac-
ci6én antimicrobiana de las AgNP, se considera muy
poco probable que las bacterias puedan desarrollar
resistencia a las AgNP. El Enterococcus faecalis es un
microorganismo grampositivo facultativo que puede
habitar el tracto gastrointestinal de los humanos y
animales. También puede estar presente en otros
entornos como la cavidad bucal, el agua, las aguas
residuales, el suelo y los alimentos. La presencia
de E. faecalis en varios ambientes se debe a su alta
capacidad de adaptacién. El Enterococcus faecalis
puede crecer en presencia o ausencia de oxigeno,
en ambientes extremadamente alcalinos o pH 4cido,
durante limitaciones de nutrientes y osmolaridad
elevada. Ademas, E. faecalis puede crecer a 45°C
y es termotolerante a temperaturas tan altas como
600 durante 30 min.

El Enterococcus faecalis es capaz de producir infec-
ciones refractarias tanto en el hospital (bacteriemia,
infecciones del tracto urinario y endocarditis in-
fecciosa en pacientes inmunodeprimidos) como en
la cavidad oral (infeccion endodonticasecundaria)
(Stuart et al., 2006). Esto es importante ya que es
probable que en un futuro cercano, los materiales
dentales contengan NP con actividad antimicrobiana
(Corréaetal., 2015; Samiei et al., 2016). Por tanto, es
importantecomprender los posibles mecanismos de

I Endodoncia Actual / Afio 16, Nam. 03, Noviembre 2021 - Enero 2022

resistencia de E. faecalisa AgNPs paradesarrollar es-
trategias para prevenir la aparicion de este tipo de
resistencia. Algunos estudios en los que el genoma'y
el transcriptoma de E. faecalis han sido analizados,
han proporcionado informacién en cuanto a su res-
puesta a diferentes tipos de estimulos dafiinos (Salze
etal., 2020). A pesar de esto, los andlisis de prote6-
mica con respecto a la respuesta a diversos tipos de
estrés en E. faecalis son limitados (Qayyum et al.,
2019). No se han realizado estudios para explorar
la capacidad de E. faecalis para generar resistencia
a las AgNP a nivel proteémico.

Objetivo

Determinar si la bacteria endodontica E. faecalis es
capaz de generar resistenciaa AgNPs y determinar
mecanismos de resistencia involucrados.

Materiales y métodos

Sintesis de AgNP

Se sintetizaron AgNP de forma esférica o pseudoesfé-
rica con un promedio de 8-9 nm. La sintesis se inici6
con 0.5 g de acido galico (99 %; Sigma-Aldrich) di-
suelto en 5 ml de agua desionizado colocada en un
recipiente de reaccién de 10 ml. Entonces, 0.0849 g
de AgNO3 (99%; Sigma-Aldrich) se disolvié en 45 ml
de agua desionizada y se colocaron en un recipiente
de reaccion de 100 ml bajo agitacion magnética. A
continuacion, se afiadieron los 5 ml de 4cido ga-
lico a los 45 ml de solucion de AgNO3. Después
de esto, el pH se elevo inmediatamente a 10 con
NaOH 1.0 M y se agit6 durante 30 min (no se mo-
dific6 el pH posteriormente).

Caracterizacion de las AgNP

El plasmé6n de resonancia superficial de la solucion
de AgNP fue medido usando espectroscopia UV-Vis,
con un espectrometro de fibra 6ptica S2000-UV-
Vis (Ocean Optics Inc.). El potencial Ey el didmetro
hidrodindmico se determiné portriplicado usando
un Malvern Zetasizer Nano ZS (Instrumentos Wor-
cestershire) operando con un ldser He— Ne en una
longitud de onda de 633 nm y un dngulo de detec-
cion de 90°. Todas las muestras se analizaron durante
60 s a 25°C. La forma de las AgNP fue analizada por
microscopia electronica de transmision (TEM) (JEOL
JEM-1230) a una tensién de aceleracion de 100 kV.

Cultivo de E. faecalis y medicion
de la actividad de las AgNP

El Enterococcus faecalis (ATCC 29212) se cultivo
en agar de infusion cerebro-corazén (BHD (Oxoid)
durante 24 h a 37 °C. Este cultivo se utilizé para
preparar una solucién de NaCl al 0.9% con una



turbidez equivalente a 0.5 de la escala de McFar-
land, medida por espectrometria (Spectronic 21D;
Milton Roy) usando una longitud de onda de 568
nm y una densidad optica de 0.200. El microorga-
nismo también se cultivé en caldo Mueller-Hinton
al 50% (B&D).

Para las mediciones de concentracién minima inhi-
bitoria (MIC) y la concentraciénminima bactericida
(MBCO) de las AgNP, el agar BHI fue suplementado
con soluciones de AgNP. Se usaron diluciones en
serie de AgNP (65, 130, 260, 430y 520 pg/ml) que
se incorporaron a las placas de agar BHI durante
su preparacion. Después, 200 pul de suspension de
E. faecalis con una concentracién bacteriana equi-
valente a 0.5 de la escala de McFarland se afiadio
y se extendié uniformemente sobre las placas de
agar. Las placas de agar se sellaron con parafilm
y se incubaron durante 24 h a 37°C. La presencia
o ausencia de colonias se utilizé para determinar
tanto la CMI como la MBC de lasAgNPs.

Generacion de resistencia a AQNP

Se selecciond una concentracion subletal de las
AgNP (65 pg / ml) para permitirla recuperacion y
el crecimiento de E. faecalis en presencia de AgNP
en agar BHI. Un in6culo (200 pb) de E. Faecalis,
equivalente a 0.5 de la escala de McFarland, fue
utilizado para inocular un agar BHI suplementado
con AgNP a una concentracion de 65 ng/ml de AgNP.
La placa de agar fue incubada durante 24 h a 37 °
C. Este procedimiento se repitié (x 4) utilizando
la misma concentracion de AgNP. Después de la
quinta resiembra, se incrementé la concentracion
de AgNPs en el agar hasta 130 pg/ml. El aumento
de la concentracion de AgNP en el agar BHI des-
pués de cada cinco repeticiones se continud hasta
que el E. faecalis pudo crecer en la CMB determi-
nada inicalmente.

Para comprobar la generacion de resistencia, la cepa

Resultados

Sintesis y caracterizacion de AgNPs

Endodoncia Actual _

resistente y la cepa ATCCse cultivaron (a 37°C) en
10 ml de caldo Muller-Hinton a 50% complemen-
tadocon concentraciones crecientes de AgNPs (de 5 a
100 pg/ml) durante varios dias hasta que se observo
crecimiento. La concentracion a la que se observo el
crecimiento se tom6 como la concentracion maxima
ala que las cepas podrian crecer. Este experimento
se realiz6 por triplicado.

Separacion de proteinas y analisis
de espectrometria de masas

Un cultivo de E. faecalis resistente a AgNP cultivado
en agar BHI por triplicado (24 ha 37 °C) suplemen-
tado con 260 pg/ml de AgNPs fue cosechado. Las
células bacterianas se resuspendieron en 100 ul de
agua MilliQ, calentados en un bafio de agua a 65 °C
durante 15 min. Un cultivo de E. faecalis ATCC pero
sin resistencia a las AgNPs se utilizé6 como control.

Las proteinas (30 pul) obtenidas del lisado se sepa-
raron electroforéticamente enun Gel proteico pre-
fabricado Mini-PROTEAN TGX ™ (Bio-Rad) al 12%.

Después, los geles se lavaron suavemente (4 min)
con agua destilada (x 4) y setifieron con azul de Co-
omassie durante 18 h. Las proteinas se analizaron
cortando una banda completa de las proteinas ob-
tenidas del E. faecalis resistente y control. Posterior-
mente, estas lineas se cortaron en 15 fragmentos
y cada uno se coloco en tubos de 2 ml con agua
MilliQ y fue enviado para su andlisis por espectro-
metria de masas.

Analisis protedmico
El Departamento de Biotecnologia y Bioquimica,

Unidad Irapuato, Cinvestav-IPN (Irapuato) realiz6
el andlisis proteémico.

En este estudio, se utilizé un método simple para sintetizar las AgNP. Un pico deaproximadamente 410 nm
de plasmon de resonancia de superficie confirmo la sintesis de AgNPs. Se obtuvo un potencial z de -32,9
mV (Figura 1¢) con un tamafio promedio que variaba entre 8 y 9 nm (Figuras 1a y 1b). Las imdgenes TEM
mostraron que las AgNP eran pseudoesféricas o esféricas (Figura 1a).
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Figuras 1. Caracterizacion de las AgNP utilizadas en este estudio. a) imagenes TEM de las AgNP b) distribucién del tamafio y c) analisis de

dispersion dindmica de la luz

Actividad antibacteriana y resistencia

Las mediciones iniciales de la CMI y la CMB fueron
130 y 260 pg/ml, respectivamente. Sin embargo,
tanto la CMI como la CMB aumentaron a 260 y430
ug/ml, respectivamente, durante la generaciéon de
resistencia. Después de cultivar el microorganismo
en caldo Muller-Hinton al 50%, se midieron diferentes
concentraciones de recuperacion. Después de 1 dia
de incubacion, encontramosque E. faecalis ATCCy
la cepa resistente se recuperaron a concentraciones
de5y 50 pg/ml, respectivamente.

Identificacion de proteinas
mediante analisis protedmico

El analisis de espectrometria de masas revel6 que
1080 proteinas fueronexclusivas de E. faecalis re-
sistente a AgNP en comparacion con solo 8 iden-
tificadas en la cepa control (Tabla 1). Las proteinas
del E. faecalis resistentea AgNP se agruparon en 31
categorias segin su proceso biol6gico o funciones
moleculares (Figura 2). Las proteinas identificadas
en el E. faecalis resistente a AgNP y relacionadas

con el desarrollo de la resistencia se enumeran en
la Tabla2.

Tabla 1. Proteinas identificadas Unicamente en Enterococcus faecalis ATCC

Phosphate ABC Transporters
Transport
PTS mannose transporter subunit Il AB
Ribonuclease J
Glutamate-ammonia ligase Type |
Serine-tRNA ligase

Beta-galactosidase

Glycerol dehydrogenase

m Tetratricopeptide repeat protein

39.0

1153.8

40.6

36.4

core =5 (0/0)
21.6 2

10.84

28.57 6

71 2

22.19 5

8.19 2

12.37 10
12.93 3

7.91 2
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Tabla 2. Proteinas identificadas en el Enterococcus faecalis resistente

Description Score Coverage # Uni-que # PSMs MW (kDa)
peptides
LysR family transcriptional regulator (Enterococcus faecalis) 6.18 8.1 2 2 29.8
::::;(-sensing transcriptional repressor Rex (Enterococcus faecalis 176.38 70.37 18 5) 2.4
HAMP domain-con stidine kinase 21.08 17.71 6 7 57.7
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Figura 2. Gréfico de distribucion de las proteinas identificadas en el E. fae-
calis control y resistente clasificadas segun su proceso biolégico o funcion
molecular.

Fold expression (normalized to
reference gene)

I N A

Figura 3. Anélisis de la expresion génica por gPCR de genes seleccio-
nados. Los resultados seexpresan como cambios de veces después de
la normalizacion con el gen ef23s. Cro, sistema de dos componentes;
efbA, similar a PavA adhesina de fibronectina; lux, de unién a ADN
regulador de respuesta; usp, proteina de estrés universal; ahpC, alquil
hidroperoxido reductasa C; rex, represor transcripcional deteccion
redox. El asterisco representa un valor p <0.05 en comparacién con la
expresion normalizada = 1. Experimentos se realizaron por triplicado.

Analisis transcriptéomico de
genes seleccionados

Para validar los datos obtenidos en el anilisis pro-
teomico, se eligié un panel desiete genes de la Tabla
2. Las proteinas codificadas por estos genes fueron
seleccionados como representativos de diferentes
grupos (Figura 2), incluido el estrés oxidativo (su-
peroxido dismutasa y peroxiredoxina AhpQC); fac-
tores transcripcionales (Cro, Lux y Rex); la proteina
de estrés universal; y el Pav-like adhesina de fibro-
nectina (FIBR). Los resultados mostraron que cinco
genes estaban significativamente regulados al alza
en comparacién con la cepa ATCC

(Figura 3). El gen que codifica la proteina de estrés
universal no se modifico considerablemente, mientras
que el gen que codifica CRO fue regulado a la baja.

Discusion

En este estudio, nuestro objetivo fue investigar si E.
Jaecalis podria generar resistencia bajo la presion
de concentraciones subletales de AgNP. Se eligi6 E.
Jfaecalis debido a su importancia en las infecciones
bucales y su versatilidad para sobrevivir en condi-
ciones de estrés (Dean et al., 2020; Najafi et al., 2020).

La caracterizacion fisicoquimica de las AgNP utili-
zadas en este estudio sugirié que la poblacion de
NP era homogénea y sin aglomeracion esperada
debido al alto valor negativo del potencial €. En el
cultivo sélido y liquido suplementado con concen-
traciones crecientes de AgNPs, se produjo un au-
mento en las concentraciones de las CMI y CMB
observadas inicialmente. Esto confirma el desa-
rrollo de resistencia en E. Faecalis.

Las concentraciones maximas a las cuales E. fae-
calis pudo crecer después de generar resistencia a
las AgNP en medio sélido y liquido fueron de 430
y 50 pg/ml, respectivamente. Ambas concentra-
ciones superan la CMB reportadas anteriormente
en los articulos donde se evalud la actividad anti-
microbiana de las AgNP, en el que las CMB eran
de 5y 10 pg/ml en medio liquido y sélido, respec-
tivamente (Krishnan er al., 2015; Liao et al., 2019).
Se supone que la exposicion a las AgNPs limitaria
el desarrollo de resistencia porque los NP actdan
sobre diferentes estructuras bacterianas. Los prin-
cipales mecanismos de accion de las AgNP incluyen
la generacion de estrés oxidativo, inactivacion de
enzimas por unién a aminodacidos especificos o
desestabilizar la pared celular (Slavin et al., 2017).

Para determinar qué vias se activan en el E. faecalis
resistente, se realiz6 un andlisis proteémico en la fase
estacionaria de crecimiento utilizando concentraciones
subletales de las AgNPs. El andlisis de las proteinas
mostrd que el nimero de proteinas identificadas en
la cepa resistente expuesta a las AgNP fue 10 veces
mayor en comparacion con el control no tratado.

Esta diferencia puede ser causada por una dismi-
nucién del metabolismo de las bacterias, ya que el
crecimiento activo se reduce considerablemente, y
solo las vias metabdlicas relacionadas al metabo-
lismo basal se expresan. Sin embargo cuando el E.
Jfacealis resistente se analizé en la fase estacionaria,
se considera que necesita sintetizar mas proteinas
para inhibir las actividades de las AgNP. Cabe men-
cionar que las AgNPs, incluso en la fase estacionaria,
libera Ag +, que puede causar estrés oxidativo en
las bacterias, lo que obliga a éstas a continuar pro-
duciendo proteinas antiestrés.



El andlisis protedmico del E. faecalis resistente mostro
que muchos grupos de proteinas estin asociados
con la supervivencia. Varias de las proteinas identi-
ficadas en el E. faecalis con resistencia a las AgNPs
tenfan funciones relacionadas con contrarrestar los
mecanismos antimicrobianos de las AgNPs. Tales
categorias incluyen proceso metabdlico, transporte,
homeostasis celular redox, homeostasis celular i6-
nica, respuesta al estrés y reparacion de ADN/ARN
(Khalandi et al., 2017).

Uno de los procesos metabdlicos activados por la
exposicion a AgNPs es la sintesis de biopeliculas.
Durante la centrifugacion de las colonias de E. fae-
calis resistentes a AgNPs, observamos dos capas
correspondientes al pellet bacteriano y otra de lo
que pareciera ser algtn tipo de biopelicula de color
mas oscuro. Entonces, planteamos la hipotesis de
que E. faecalis sintetiz6 una matriz extracelular para
evitar el contacto directo con las AgNP. Durante el
andlisis de las proteinas identificadas, algunas de
la pared celular que serian parte de esta matriz ex-
tracelular fueron reconocidas. Por ejemplo, la unién
de peptidoglicano que contiene dominio de pro-
teina lisina (LysM) y la que contiene el dominio de
von Willebrand A (VWA) (Tabla 2). Curiosamente,
las proteinas que contienen LysM participan en
diversas funciones como el proceso de infeccion
(Cacaci et al., 2018), ensamblaje de la capa de es-
poras en Bacillus subtilis (Pereira et al., 2019), vi-
rulencia y adhesion al fibrinégeno, vitronectina,
plasma y matriz extracelular en el Staphylococcus
aureus (Hirschhausen ef al., 2012). Finalmente, las
proteinas que contienen el dominio VWA se han
relacionado con la absorcién de Ag + en el alga
procariota Microcystis aeruginosa expuesta a AGNP
(Chen et al., 2016).

La produccion de una matriz extracelular por bac-
terias como mecanismo de defensa contra las AgNP
se ha informado anteriormente. Por ejemplo, se ha
informado que Escherichia coli K-12 puede pro-
ducir sustancias poliméricas extracelulares (EPS)
que pueden reducir Ag + a AgNP. Las EPS estaban
formadas por proteinas y polisacaridos, que actian
como barrera para evitar el contacto y la interna-
lizacion de Ag + (Kang et al., 2014). También se ha
informado que la composicion de la EPS depende
de la fase de crecimiento de las bacterias y condi-
ciones de cultivo. La actividad antimicrobiana de
las NP puede ser afectada por el EPS a través de
tres mecanismos: (I) formacién de una corona de
proteinas en las superficies de las NP, (I) inmovi-
lizacion de las NP por EPS, y (ITD neutralizacion de
ROS (Faghihzadeh et al., 2018). Otro estudio informé
que E. coli pudo producir EPS, lo que permitio tasas
de supervivencia del 65% y 79% cuando se expuso
a ZnONP (500 mg / L) y SiO2NP (500 mg / L), res-
pectivamente (Wang et al., 2016). En otro informe,
E. coli desarrollé resistencia a las AgNP al producir
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flagelina para formar una matriz extracelular. La
flagelina caus6 aglomeracion de NP, evitando su
contacto directo con las bacterias (PanaCek et al.,
2018). Curiosamente, la Pseudomonas aeruginosa
desarrolld resistencia a las AgNP al producir el
pigmento piocianina, una toxina sintetizada por la
bacteria para matar a los competidores bacterianos,
y que tiene capacidades para reducir Ag + a Ag0
(Ellis et al., 2018).

Segun lo revisado en la literatura, esta es la primera
vez que la EPS (compuestopor proteinas con una
excelente capacidad para adherencia y secuestro
de Ag +) se ha informado como un mecanismo de de-
fensa contra las AgNP en bacteriasgram positivas. La
produccion de este EPS coincide con el incremento
en procesos metabdlicos, traduccion, transcripcion
y aminoacilacion de tRNA para la traduccion de
proteinas en el E. faecalis resistente a AgNPs.

Otra categoria relacionada con la resistencia a las
AgNP son las proteinas de transporte. Especifica-
mente, esta categoria incluye ATPasas de traslo-
cacion demetales pesados tipo P. Esta proteina es
parte de una superfamilia de proteinasintegrales
de membrana que se pueden encontrar en todos
los organismos. LasP1B-ATPasas es una de las seis
subfamilias de este de ATPasas tipo P y pueden
transportar una amplia gama de metales pesados
como Cu2 +, Cu+/Ag+, Zn2 +, Pb2 +, Cd2 + y Co2
+ (Rosenzweig Y Argtiello, 2012).

También identificamos la presencia de proteinas de
resistencia al cobre CopA (Tabla 2), que se puede
regular al alza durante el estrés generado por la
liberacion de Ag + de AgNPs (McQuillan et al.,
2012). Se ha informado que estetipo de proteinas
transportadoras de iones se pueden regular al alza
en E. faecalis al entrar en contacto con una su-
perficie antimicrobiana de amplio espectro com-
puesta de elementos de Ag y Ru micro-galvinico
(Clauss-Lendzianet al., 2018). Otros tipos de ATPasas
en E. faecalis resistente. Por ejemplo, ATPasas para
translocar Mg-, Cd- y Ca-. Esto parece indicar que
la familia principal de bombas de eflujo respon-
sable de combatir el efecto antimicrobiano de los
iones de plata liberados por NP en bacterias gram
positivas es la familia de ATPasas Tipo P. Este su-
puesto contrasta con los mecanismos utilizados
porlas bacterias gram-negativas, en las que se ha
reportado que el sistema de bombas de eflujo que
participan en la resistencia a las Np son de la familia
de resistencia-modulacion-division celular (Nifio-
Martinez et al., 2019). Recientemente se reporto
que los genes que expresan las proteinas de las
bombas de eflujo responsables de la salida de Ag
+ se encuentran en muestrasde bacterias tomadas
de infecciones endodénticas secundarias (Salas-
Orozco et al., 2019b).



Endodoncia Actual

Otro grupo de proteinas de bombas de eflujo son
las proteinas de eflujo de multiples firmacos lla-
madas proteinas transportadoras de eflujo ABC
formada por la subunidad EfrA y subunidad EfrB,
ambas subunidades fueron encontradasen el E.
Jfaecalis resistente a AgNPs.

La expresion de EfrA y EfrB en E. coli proporciond
resistencia a una amplia gamade antibidticos y pro-
ductos quimicos como ciprofloxacina, norfloxacina,
doxorrubicina, daunorrubicina, doxiciclina, novo-
biocina, arbekacina, acriflavina, bromuro de etidio,
tetrafenilfosfonio y safranina O (Lee et al., 2003).

La presencia de esta proteina también es consistente
con la coestimulacion de resistencia a NP/metales 'y
antibidticos reportados previamente. Por ejemplo, en

P. aeruginosa PAOI, la estimulacién con una con-
centracion subletal de AgNP recubierta con polivi-
nilpirrolidona causé un aumento en la sintesis de
biopeliculas y una regulacién positiva de genes de
resistencia a antibioticos (Yang & Alvarez, 2015). Otro
estudio utilizé la misma cepa bacteriana expuesta
a concentraciones no letales de puntos cudanticos,
y observaron un aumento de resistencia a antibio-
ticos como la ampicilina, cloranfenicol, kanamicina
y tetraciclina (Yang et al., 2012).

Es importante senalar que el aumento de la resis-
tencia a NP también se ha asociado con un aumento
de la resistencia a diversas sustancias desinfectantes
como el hipoclorito de sodio, que se usa amplia-
mente en endodoncia (Tseng efal., 2016).

Uno de los principales mecanismos antimicrobianos
de las NP es la produccion de ROS (Qayyum et al.,
2017). El Enterococcus faecalis tiene cuatro me-
canismos moleculares para hacer frente al estrés
oxidativo: catalasa, peroxidasas, una superoxido
dismutasa dependiente de Mn (MnSOD) y sulféxido
de metionina (Gaca & Lemos, 2019). De estos cuatro
mecanismos, solo algunasespecies de E. faecalis y
solo bajo ciertas condiciones se muestra actividad
catalasa. El E. faecalis resistente a AgNps uso tres
de los 4 sistemas antes sefialados, como se puede
observar en la tabla 2.

Otras proteinas de respuesta al estrés identificadas
en E. faecalis resistente a AgNPs incluyo a los sis-
temas regulatorios de dos componentes, regulacion
de forma celular, esporulacion y respuesta a antibio-
ticos (Tabla 2). Estas proteinaspodrian participaren
menor medida en la generacién de resistencia a las
AgNPs.Por ejemplo, las proteinas que pertenecen a
los sistemas regulatorios de dos componentes regulan
la expresion de una amplia variedad de proteinas
potencialmente involucradas en la orquestacion y
regulacion de diferentes mecanismos de defensas
contra AgNPs (Salas-Orozco et al., 20192).

Ademas, las mutaciones en estos sistemas regula-
dores fueron asociadas con una mayor resistencia a
Ag+ en Cupriavidus metaliduranos (Mijnendonckx
etal.,2019). Por otro lado, la regulacion de la forma
de la célula bacteriana es un mecanismo que ya se
ha vinculado a la generacion de resistencias a NPs.
Por ejemplo, E. coli pudo desarrollar resistencia a
ZnONPs al reducir el tamafio de sus células y con
una mayor forma circular en comparacion con los
controles (Zhang et al., 2018).

En el presente estudio, observamos un aumento en
el nimero de proteinas confunciones de reparacion
del ADN en el E. faecalis resistente (Tabla 2). Estas
proteinas incluyen a la ADN ligasa dependiente de
NAD, que tiene la funcion devolver a unir los ex-
tremos del ADN durante los rompimientos de una
sola cadena o de doble cadena (Hale er al., 2015),
la proteina RecA estd involucrada en larecombina-
cién homologa y la reparacion de ADN (Tham et
al., 2016), la exonucleasa RecJ que participa en la
recombinaciéon homodloga y reparacion deerrores
en el ADN (Han et al., 2006) y MutS, MutS2 y MutL
estan implicados también en la reparacion de errores
en el ADN (Eisen, 1998).

En cuanto a la expresion de los genes analizados,
los resultados mostraron quelos genes que codifican
FIBRN, ahp, lux y rex fueron regulados al alza. Por
el contrario, la usp y la cro no presentaron ningtn
cambio en su expresion (Figura 3), lo que sugiere
que estos genes pueden no estar involucrados en la
respuestade las bacterias al estrés AgNP; o quizas,
en la fase de crecimiento en la que seanalizaron las
bacterias, ya no se expresan.

Conclusion

Estos resultados nos muestran que es posible que
E. faecalis desarrolle resistencia a las nano parti-
culas de plata en un periodo relativamente corto
de tiempo. La resistencia se genera a través de una
diversidad de mecanismos. Esto nos invita a ree-
valuar el uso a corto y largo plazo de las nano par-
ticulas deplata como agentes antimicrobianos en
el ambito dental.
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Resumen

Introduccion: La resistencia a antibiéticos es una
emergencia de salud global y amenaza con hacer
que algunas enfermedades puedan agravarse al no
poder ser tratadas con los antibiéticos adecuados,
algunos mecanismos que la predisponen se han
atribuido a la transferencia de genes de resistencia.

Objetivo: Detectar genes de resistencia a antibio-
ticos en abscesos alveolares agudos.

Materiales y métodos: Se realizé un estudio trans-
versal, descriptivo y prospectivo, incluyendo 19
pacientes conérganos dentarios con diagnostico
de absceso apical agudo, a los cuales se les tomo
muestra del exudado purulento, realizando extrac-
cion, purificacion y amplificacion del ADN con
genes de resistencia bIaTEM y blaSHV.

Resultados: En la deteccion de los genes de resis-
tencia a antibioticos el gen bIdTEM se encontrd
en el 81.3% de las muestras, el gen blaSHV no se
detecto.

Conclusiones: Se detect6 la presencia del gen de
resistencia a antibiéticos bIdTEMen bacterias de
exudados periapicales, no se detect6 el gen blaSHV.

Palabras clave: 165 rRNA, Genes de resistencia,
blaTEM, blasSHYV.

Introduccion

aresistencia a los antibioticos es un
fenbmeno de crucial importancia
en el tratamiento de enfermedades
causadas por microorganismos pa-
togenos. Laexcesiva prescripcion
de antibi6ticos y la automedicacion
hace dificil que se limite su uso, lo
que ocasiona que el no atacar a las bacterias co-
rrectas, les da la oportunidad dehacerlas resistentes.
Esta resistencia se considera multifactorial, algunos
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Abstract

Introduction: Antibiotic resistance is a global
health emergency and threatens to cause some
diseases to be aggravated by not being able to
be treated with the appropriate antibiotics, some
mechanism that predispose it have been attributed
to the transfer of resistance genes.

Objective: Detect genes resistant to antibiotics in
acute alveolar abscess.

Materials and methods: A cross-sectional, de-
scriptive and prospective study was carried out,
including 19 patients with dental organs with a
diagnosis of acute apical abscess, from whom a
purulent exudate sample was taken, extracting,
purifying and amplifying the DNA with oligos
blaTEM and blaSHV resistance genes.

Results: In the detection of antibiotic resistance
genes, the blatem gene was found in 81.3% of the
samples, the blashv gene was not detected.

Conclusions: The presence of the bIdTEM anti-
biotic resistance gene was detected in bacteria
from periapical exudates, the blaSHV gene was
not detected.

Keywords: 16S rRNA, Resistance genes, blaTEM,
blasSHYV.

mecanismos se han atribuido a la transferencia de
genes de resistencia, otros se pueden presentar de
forma intrinseca o por mutaciones genéticas.' El
conocimiento de que las bacterias presentes en las
infecciones endodoénticas expresen genes que las
hagan resistentes alas diferentes terapias antibi6-
ticas podria traducirse en una eleccion de planes
de tratamiento mds efectivos, menores recidivas,
menor probabilidad de agudizaciones, asicomo
no incrementar el uso injustificado de antibiéticos
sistémicos y sus respectivas consecuencias en el
estado de salud general de los pacientes.



Objetivo

Detectar genes resistentes a betalactimicos en bac-
terias de exudados periapicales.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio transversal, descriptivo y
prospectivo,incluyendo 19 pacientes con 6rganos
dentarios con diagnostico de absceso apical agudo
basado en la presencia de dolor espontianeo, exa-
cerbado a la masticacion, e inflamaciénlocalizada
o difusa, necrosis pulpar y deteccion radiografica
de ensanchamiento del ligamento periodontal y/o
lesion periapical. Se excluyeron pacientes que
hayan recibidoterapia antibiética 3 meses antes de
la toma de muestra y con enfermedades sistémicas.
Se tom6 muestra de exudado purulento, previo
consentimiento informado aprobado porel Comité
de Etica e Investigacion de la Facultad de Estoma-
tologia con la clave CEI-FE-023-018. Las muestras
se colocaron en PBS almacenandolas a -20°C, para
posteriormente realizar la extraccion y purificacion
del ADN, mediante el Wizard® Genomic DNA Puri-
fication Kit. Posteriormente se verifico y cuantifico
la presencia de ADN en un espectofotometro Nano-
Drop™ Se procedi6 a realizar la amplificacién con
losoligos para el gen 16S rRNA y para los genes de
resistencia bldTEMy blaSHV, utilizandouna mezcla
maestra con buffer 5x, MgCl2 25 mM, oligo sentido y
antisentido 10 uM ¢/u, ADN Taq Polimerasa 5u/ulL,
dDNTP’s 10 mM, muestra de ADN1 ml, utilizando
las siguientes condiciones de ciclado: una desnatu-
ralizacion inicial a 95°C por 2 min, seguida por ci-
clos de desnaturalizacion por 30 seg, alineacion a
60°C por 1 min, variando esta temperatura a 54°C
para los genes de resistencia, una extension a 72°C
por un min, concluyendo con una extension final a
72°C. Se procedio a realizar la electroforesis en gel
de agarosa al 2% a 85 V por 60 minutos mediante
una fuente de poder PowerPac™ Basic Power Su-
pply de Bio-Rad. La observacion del gel se realizé
en el fotodocumentador Enduro™ Gel Documen-
tation System. (Fig. 1)
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Fig. 1. Gel de agarosa al 2% para el gen de resistencia blaTEM
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Resultados

Se realiz6 la prueba exacta de Fischer con el pro-
grama estadistico SPSS versién 24, entre la pre-
sencia del gen bIdTEM vy las variables cualitativas
en cuanto a los sintomas presentes en los pacientes,
sin encontrar resultadosestadisticamente significa-
tivos (p>0.05) (Tabla D).

Tabla 1. Relacién de la presencia del gen blaTEM
en abscesos alveolares agudos con variables

cualitativas.
Gen b/aTEM n(%) Valor-P1

Dolor espontaneo 12 (75) 137
Dolor a percusion 16 (100) N/A
Dolor a palpacion 16 (100) N/A
Dolor a masticacion 16 (100) N/A
Inflamacién extraoral [EXEIR)] 1.678
Inflamacion intraoral  RIX)] N/A
3(18.8) .852

Malestar general 4(25) 1.231
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p <0.05, Prueba Exacta de Fischer.'

Tabla 2. Amplificacién de genes de resistencia
blaTEM y blaSHV.

Gen de resistencia Presencia n(%) | Ausencia n(%) | Total n(%)

blaTEM 13(81.3) 3(18.8) 16 (100)

blaSHV 0 16 (100) 16 (100)

En la deteccion de los genes de resistencia a an-
tibioticos, el gen bIdTEM se encontro enel 81.3%
de las muestras, el gen blaSHV no se presentd en
ninguna muestra. (Tabla 2)

Discusion

En el presente estudio la fase inicial consistié en
una fase diagnostica, depacientes con sintomato-
logia que indicaba un absceso alveolar agudo, los
cuales eran sometidos a un examen clinico y ra-
diogrifico para determinar su estado; realizada la
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evaluacion se detecté que el dolor a la percusion,
palpacién y masticacion se encontraron presentes
en todos los pacientes, esto debido a la inflama-
cion generada enlos tejidos perirradiculares ante el
ataque bacteriano y las defensas del huésped.2 La
resistencia a antibioticos ha sido estudiada desde el
siglo pasado, en una revision sistematica evidencian
que la busqueda de genes de resistencia se ha ido
reproduciendoen diferentes ambientes orales como
son: saliva humana, liquido crevicular, placa dental,
intraconducto, dorso de lengua asi como abscesos,
siendo la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
el método mas utilizado,3451a cual se utiliz6 en el pre-
sente estudio. Los genes de resistencia mayormente
estudiados en el campo endodoéntico corresponden
a genes de resistencia a penicilinas (B-lactamasas),
tetraciclinas y macrolidos.s En el presente trabajo,
se investigaron los primeros mencionados, debido
aque en el drea endodontica, las penicilinas co-
rresponden a los antibiéticos de primera eleccion
demostrando una eficacia clinica ideal.” En un es-
tudio reportan la presencia delgen bldTEM en un
17%-43% de las muestras, lo cual contrasta con lo

detectado en el presente trabajo en donde se tuvo
un mayor porcentaje (81.3%).s La diferencia se ad-
judica a que la muestra fue intraconducto, sin em-
bargo, en otro trabajo reportan un 24% la presencia
de este gen, en muestras tomadas con un protocolo
similar al presente estudio.” Estos datos coinciden
también con otro reporte en donde detectaron en
infecciones endodonticas primarias un 87.1% el gen
de resistencia blaTEM.* En cuantoal gen de resis-
tencia blaSHYV, se ha encontrado hasta en un 80%
en enterobacterias," las cuales forman parte esencial
de la microbiota de los abscesos alveolares agudos;
sinembargo en la presente investigacion ninguna
de las muestras fue positiva para este gen.

Conclusion

Se logro detectar con un alto porcentaje (81.3%)
la presencia del gen de resistencia a antibioticos
bldTEM en bacterias de exudados periapicales, sin
embargo no se detecto el gen blaSHV.
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Introduccion

n paso vital en el proceso de ins-
trumentacion es la preparacion del
glide path para permitir que todos
los instrumentos subsiguientes
se muevan suavemente desde el
orificio coronal del conducto en
una progresion sin obstrucciones
hasta la constriccion apical. El glide path, en endo-
doncia, es un camino radicular sin interferencias
que es reproducible por las limas utilizadas suce-
sivamente en el conducto y comienza desde la en-
trada al orificio coronal hasta el extremo fisiolégico
(constriccion apical). Su didmetro minimo debe ser
el equivalente al de una lima #10 para que permita
el paso de esta de manera holgada.(1)

El glide path, en endodoncia, es un camino radi-
cular sin interferencias que es reproducible por
las limas utilizadas sucesivamente en el conducto
y comienza desde la entrada al orificio coronal
hasta el extremo fisiologico (constriccion apical).
Su didmetro minimo debe ser el equivalente al de
una lima #10 para que permita el paso de esta de
manera holgada.(2)

Se consigue un glide path de manera exitosa cuando
la lima que lo forma puede entrar por el orificio
y seguir las paredes lisas del canal sin interrup-
ciones hasta el final; la falta de establecimiento de
glide path puede resultar en la formacion de es-
calones, obstruccién de los conductos radiculares,
transportacion, formacion zip y perforacion. Todos
estos errores pueden llevar a un desbridamiento
incompleto del sistema de conductos radiculares
y a una disminucién de las tasas de éxito de la te-
rapia endodéntica.(3)
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En los ultimos afos han salido al mercado nuevos
sistemas de limas para la realizacion del glide path,
ahora con un movimiento reciprocante el cual se
sabe que tiene una mayor resistencia a la fatiga ci-
clica y por lo tanto a la fractura, lo cual es algo que
se busca al momento de comprar limas. Aunque
se han realizado mejoras notables en relacion con
los instrumentos de endodoncia y se han disefiado
una variedad de nuevos instrumentos, es muy dificil
para el dentista juzgar objetivamente las capaci-
dades de todos estos instrumentos. La lima Pro-
Glider (Dentsply Sirona; Ballaigues, Suiza) es un
instrumento rotatorio para preparacion de glide path
fabricado con alambre NiTi de memoria (M-wire),
que proporciona una mayor resistencia a la fatiga
ciclica en comparacion con los instrumentos NiTi
convencionales. El instrumento ProGlider tiene un
diametro de punta de 0.16 en el DO, una conicidad
progresiva que oscila entre el 2 y el 8% y una forma
de seccion transversal cuadrada.(4) La lima R-PILOT
en 2008, Yared propuso el uso de instrumentos NiTi
con movimiento reciprocante, lo que se informé
que aumentaba la resistencia a la fatiga ciclica al
exponer el instrumento a valores de tensién mas
bajos que la rotacion continua.(5) El instrumento
R-Pilot (VDW; Munich, Alemania) introduce el mo-
vimiento reciprocante en la preparacion del glide
path. Este instrumento estd fabricado en aleacion
M-Wire y tiene un didmetro de punta de 0.12 mm
con una conicidad constante del 4% y una seccion
transversal en forma de “S”.(6) La lima WaveOne
Gold Glider es otro instrumento reciprocante para
glide path, el WaveOne Gold Glider (Dentsply Si-
rona; Ballaigues, Suiza), tiene un didmetro en su
punta DO es de 0.15 mm y conicidades variables de
2-6 % con didmetros maximos de ranura de D1 de
0.170 mm, de D8 de 0.413 y de D16 de 0.850 mm. El
WaveOne Gold Glider esta fabricado con alambre



Resumen

Introduccién: Instrumentar un conducto curvo
genera fuerzas que hacen que un instrumento sea
presionado mas agresivamente en la pared externa
de la porcion apical. Esto puede resultar en abe-
rraciones de la anatomia del conducto como una
transportacion debido a la desviacion del eje central
de la lima. Objetivo: Comparar la transportacion
del conducto al utilizar limas WaveOne Gold Glider,
R- Pilot, Proglider, V-Glide Path 2H y limas K en
conductos simulados curvados en forma de S du-
rante la realizacion del glide path. Metodologia:
Se rellenaron con tinta los conductos en forma de
“S” de 50 bloques de entrenamiento y se obtuvieron
imagenes de preinstrumentacion utilizando un es-
tereomicroscopio. Se dividieron en 5 grupos y en
todos se utilizé primero una lima K #10 y poste-
riormente, en cada uno, una lima diferente para la
realizacion de glide path. Se utiliz6 Proglider, V-Glide
Path 2H, WaveOne Gold Glider, R-Pilot y lima K #15.
Las imagenes de posinstrumentacion se tomaron
utilizando exactamente las mismas condiciones
que las de las imagenes de preinstrumentacion,
y ambas imagenes se superpusieron. Se midieron
las diferencias a lo largo del conducto en forma
de S para los aspectos mesial y distal para evaluar
la transportacion. Resultados: Se observaron di-
ferencias significativas (p=0.026) solamente en el
tercio medio del conducto, siendo la lima de menor
transportacion la Proglider (0.021+0.009 mm), se-
guida de la WaveOne Gold Glider (0.025+£0.011 mm);
el resto de las limas como la manual (0.035+0.019
mm), la V-Glide Path 2H (0.049+0.026 mm) y la R-
Pilot (0.053+0.024+) difirieron significativamente
de las dos primeras. Conclusiones: Todos los ins-
trumentos de glide path, sin importar su aleacion
o0 su movimiento, presentaron cierto grado de
transportacioén dentro del conducto. Sin embargo,
las limas para glide path Proglider y WaveOne Gold
Glider presentaron significativamente menor grado
de transportacion en el tercio medio del conducto
al compararlas con las limas NiTi R-Pilot. V-Glide
Path 2H.

Palabras clave: Glide Path, Proglider, V- Glide
Path 2H, x, WaveOne Gold Glider,R-Pilot.

dorado (Gold Wire) que ha recibido un tratamiento
termomecanico y tiene una seccién transversal en
forma de paralelogramo, al igual que todos los
instrumentos WaveOne Gold.(7) Las limas V-Glide
Path 2H (SS White, Lakewood, NJ) son otros ins-
trumentos de NiTi con aleacion CM-Wire lo que
presenta una memoria controlada y permite que la
lima permanezca flexible, incluso en los conductos
mds curvos. Tiene una punta no cortante y presenta
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Abstract

Introduction: Instrumentation of a curved canal
generates forces that cause aninstrument to be
pressed more aggressively into the outer wall of
the apical portion.This can result in aberrations
of the canal anatomy as a transport due to the de-
viationof the central axis of the file. AIM: To com-
pare canal transportation using WaveOne Gold
Glider, R-Pilot, Proglider, V-Glide Path 2H and K
files in simulated S-shaped canals during glide
path realization. Methods: The S-shaped canals
of 50 trainingblocks were filled with ink and pre-
instrumentation images were obtained using a ste-
reomicroscope. They were divided into 5 groups
and all of them used first a file K#10 and then using
in each one a different file for the realization of
glide path. Proglider, V- Glide Path 2H, WaveOne
Gold Glider, R-Pilot and file K #15 were used.The
post- instrument images were taken using exactly
the same conditions as the pre- instrumentation
images, and both images were superimposed. Dif-
ferences along the “S”-shaped canal were measured
for mesial and distal aspects to assess transpor-
tation. Results: Significant differences (p=0.026)
were observed only in the middle third of the
duct, with the file with the least transport being
the Proglider (0.021+0.009 mm) followed by the
Wave One Gold Glider (0. 025+0.011 mm); the rest
of the files such as the manual (0.035+0.019 mm),
the V-Glide Path 2H (0.049+0.026 mm) and the R-
Pilot (0.053+0.024+) differed significantly from the
firsttwo. Conclusions: All glide path instruments
regardless of alloy or movement had some degree
of transport within the canal. However, the Pro-
glider and Wave One Gold Glider glide path files
showed significantly less transport in the middle
thirdof the canal when compared to the NiTi R-
Pilot files. V-Glide Path 2H.

Keywords: Glide Path, Proglider, V- Glide Path
2H, x, WaveOne Gold Glider, R-Pilot.

una conicidad variable lo que ayuda a preservar la
dentina en toda la zona pericervical comenzando
en su DO con 0.17 mm y con una conicidad de 4 %
hasta el D4; después del D5 al D12 presenta una
conicidad de 2 % y a partir del D13 cambia a una
conicidad 0 %, terminando en su D16 a 49 mm.(8)
Tienen un disefio de seccion transversal parabdlica
que combina alta eficiencia y flexibilidad, a la vez
que son seguras y resistentes a la fractura.(9)
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Por lo tanto, en esta investigacion se busca analizar
y comparar la transportacion de los diferentes ins-
trumentos para glide path reciprocantes WaveOne
Gold Glider y R-Pilot, las limas rotatorias Proglider
y V-Glide Path 2H y las limas manuales tipo K. Bajo
esta problematica se establece la siguiente pregunta
de investigacion:

¢Habra una diferencia significativa en la transportacion
durante la realizacion de glide path en conductos si-
mulados con doble curvatura entre las limas WaveOne
Gold Glider, R-Pilot, Proglider, V-Glide Path 2H?

Materiales y métodos

Se utilizaron 50 bloques de acrilico transparente
con un conducto simulado con doble curvatura (en
forma de “S”) ISO 0.15 mm, taper 0.02, con una lon-
gitud de trabajo de 16 mm. (S-Shaped Endo Training
Block,Dentsply Maillefer). Los bloques se numeraron
y los conductos radiculares simulados se tineron
mediante inyeccion de tinta azul. Se tomd una foto-
grafifa inicial del bloque sin instrumentar con el Este-
roescopio Stemi 305 Zeiss, a una distancia de 8.6 cm
con un aumento de 10x y las imagenes se guardaron
como archivos JPEG. Posteriormente, los conductos
radiculares simulados se lavaron con agua destilada
para eliminar la tinta y los bloques se dividieron
aleatoriamente en 5 grupos (n = 10) para comenzar
su instrumentacion. Todos los cubos se instrumen-
taron hasta longitud de trabajo la cual es de 16 mm.
Se dividieron en 5 grupos, distribuidos de la siguiente
manera: Grupo 1: 10 cubos de acrilico transparente
con doble curvatura en forma de S se instrumentaron
primero con lima manual de acero inoxidable K #10
y posteriormente con lima reciprocante Wave One
Gold Glider (Dentsply Maillefer); Grupo 2: 10 cubos
de acrilico transparente con doble curvatura en forma
de S se instrumentaron primero con lima manual de
acero inoxidable K #10 (Dentsply Maillefer) y posterior-
mente con lima reciprocante R-pilot (VDW); Grupo 3:
10 cubos de acrilico transparente con doble curvatura
en forma de S se instrumentaron primero con lima ma-
nual de acero inoxidable K #10 (Dentsply Maillefer) y
posteriormente con lima rotatoria Proglider (Dentsply
Maillefer); Grupo 4: 10 cubos de acrilico transparente
con doble curvatura en forma de “S” se instrumen-
taron primero con lima manual de acero inoxidable
K #10 (Dentsply Maillefer) y posteriormente con lima
rotatoria V- Glide Path 2H (SSWhite), y Grupo 5: 10
cubos de acrilico transparente con doble curvatura
en forma de S se instrumentaron con lima manual
de acero inoxidable K #10 y #15 (Dentsply Maillefer).

Todas las etapas de preparacién para cada uno de
los grupos fueron realizadas por la misma persona.
Se utilizé un juego de instrumentos nuevos para la
preparacion de cada bloque. Se utiliz6 agua desti-
lada para la irrigacion durante la instrumentacion
en todos los grupos.

Posteriormente se tifieron los conductos radicu-
lares con tinta roja utilizando una jeringa de 5 ml
con una punta de irrigacién Pro Rinse de 30 ga
y de 25 mm de largo. Se tomaron las fotografias
posinstrumentacion con las mismas caracteristicas
que las imagenes preinstrumentacion, las cuales
son utilizando el Esteroescopio Stemi 305 Zeiss a
una distancia de 8.6 cm con un aumento de 10x.
y las imadgenes se guardaron como archivos JPEG.

Las imdgenes previas y posteriores a la preparacion
se transfirieron al programa Adobe Photoshop 2020
para la superposicion de ambas imdgenes. Se de-
tectaron nueve zonas de medicién a lo largo de los
conductos y se evaluaron mediante la agrupacion de
estas en 3 tercios: como zonas 1, 2y 3 en el tercio
apical en el cual se encuentra la primera curvatura,
zonas 4, 5y 6 en el tercio medio en el que se en-
cuentra la segunda curvatura y por ultimo zonas
7,8y 9 en el tercio cervical en el cual se encuentra
el trayecto recto del conducto.

La cantidad de resina extraida de los lados interno 'y
externo de los conductos se midié con el programa
Adobe Tllustrator 2020. La cantidad de transporte
se calculé como el valor absoluto de la diferencia
entre la cantidad de resina eliminada del aspecto
interno y externo de los conductos, método pro-
puesto por Keskin et al. 2018.

Para el andlisis estadistico se utilizo el programa
IBM Statistics 24. Para el andlisis estadistico de
datos se realizé un anilisis de varianza (ANOVA)
de una via con 95 % de confiabilidad (1-a: 0.95),
ademis de pruebas HSD de Tukey para evaluar la
diferencia entre los grupos.

Resultados

No se observaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas en los diferentes tipos de limas, tanto en
el tercio apical (p=0.1542) como en el tercio cervical
(p=0.4697). Respecto a la transportacion en el tercio
medio, se concluye que si se observaron diferencias
significativas (p=0.026), siendo la lima de menor
transportacion la Proglider (0.021£0.009 mm) se-
guida de la Wave One Gold Glider (0.025+0.011 mm);
el resto de las limas como la manual (0.035+£0.019
mm), la V-Glide Path 2H (0.049+0.026 mm) y la R-
Pilot (0.053+0.024+) difirieron significativamente de
las dosprimeras. (Tabla 1 y figura 1)



NUEVA

a1 PerioGard’

Complementando nuestra mejor
TECNOLOGIA CONTRA LA GINGIVITIS

B0\ 5o

Enjuague bucal
Colgate PerioGard®

* Digluconato de clorhexidina al 0.12%.

* Alta sustantividad: se mantiene
activo por hasta 8 horas, y se libera
gradualmente.””

!
- A CEPILLO
* Reduccion del 99% de los microorganismos & i ]III m PRODUCIDO

EM SUIZA

h %‘ Cepillo Dental
| Colgate PerioGard®

bucales que causan la gingivitis.”” l Il I

j|

ENCIAS SALUDABLES
1]

i * Cabeza compacta.

AYUDA A ELIMINAR
GERMENES QUE CAUSAN

* Cerdas suaves, rectas y de puntas
afiladas para eliminar de forma
mas eficiente la biopelicula
interproximal y subgingival.

Crema Dental
Colgate PerioGard®

» Ayuda a prevenir el sangrado gingival

en hasta el 66.7%."

* ActOa sobre los causantes de la gingivitis, m

principalmente en regiones a las que no
: (4) UTILICE
puede llegar el paciente.' ORIENTA%S:%:?&T&?MO
; g g i ONTOLOGO,
* Previene la recolonizacion bacteriana.”™ .

® Cerdas Periosoft® exclusivas
que garantizan la eliminacién
profunda y eficiente de
biopelicula sin agredir el tejido
gingival.

&)/~ (=¥ PerioGard’

ENCIAS SALUDABLES

ENJuagye BUCAL

SN ALCOMO ‘é

| Co/gate JEETE (" ?{"f‘;‘i NUEVA
’ )
ﬁ ENCIAS SALUDABLES !‘]““‘

S|

ndernoas (3] P Soresveil P Lok, © Rolia and P Py | IS8 ) Rcteniion of oo
cinty afbes-mnouth ises. Aech O Bl Mae 2301 20817 (2] de ADuguerue 9F ie He
Sarcrus 100 1Y AeTiuCton F Sailvery S RN an mOtant gou BRI
e g maamdl ity diutiane of ohiomesicoe el GRFYTVISInh
3540, (3) Wikans _ wostier K, e 4t | 1998) Fiacy of soenfiee con
Pkamgere o qraits, Cammpenes Conbe kel Dot 1807 o pplkd-1 5 (4) ¢
Wizio W, The effects of o ¢ cinone genfifrce on tactena found an ofi: surfaces. O

N St Aut. 8.8.A. No. 193300202C5467
S Material para uso exclusivo del odontologo

Colgate

N’




Endodoncia Actual

Tabla 1. Estadistica descriptiva de la transportaciéon por zona y tiip de lima

m Media DE Media DE
- 0.042 0.015 0.070 0.017
- 0.041 0.026 0.035 0.022
- 0.014 0.009 0.019 0.011
- 0.012 0.011 0.030 0.010
- 0.022 0.011 0.038 0.026
_ 0.031 0.012 0.038 0.023
0.018 0.014 0.178 0.494
_ 0.023 0.018 0.019 0.017
- 0.025 0.021 0.020 0.019

0080

0072

oot -

Media

0.036

0.028

0.025

0.026

0.027

0.022

0.018

0.015

0.012

. WaveOne .

DE Media DE Media DE
0.017 0.051 0.017 0.055 0.014
0.015 0.025 0.017 0.030 0.015
0.015 0.038 0.018 0.023 0.019
0.015 0.048 0.028 0.030 0.023
0.012 0.050 0.024 0.053 0.029
0.013 0.060 0.023 0.064 0.031
0.014 0.045 0.019 0.042 0.025
0.009 0.036 0.017 0.033 0.014
0.009 0.030 0.016 0.029 0.011

0080

aApical = Medio

V-Glide Path 2H

R- Piot

« Cerveal

Figura 1: Medida de la transportacion por tercio y tipo de lima

Figura 1: Se dividieron las 9 zonas en 3 tercios. El
tercio apical comprende la zona 1,2y 3 y es donde
se encuentra la primera curvatura del conducto. El
tercio medio comprende la zona 4, 5y 6 y es donde
se encuentra la segunda curvatura del conducto. El
tercio cervical comprende la zona 7, 8 y 9 y es donde
se encuentra el trayecto recto del conducto. En este
grifico se compara la media de la transportacion
de cada tercio de las diferentes limas.

Discusion

Los dientes naturales son los mejores especimenes
para evaluar los efectos de la conformacion de la
instrumentacion, pero son muy dificiles de estanda-
rizar debido a las diferentes curvaturas, el didmetro
inicial del conducto y la dureza de la dentina.(10)
Otros investigadores argumentaron que cuando se
utilizan dientes naturales, las variaciones anatémicas
de estos dientes afectan los resultados mas que las
limas de NiTi.(11) Por esta razén y considerando
estas condiciones, se utilizaron los conductos simu-
lados en forma de S para eliminar las variaciones

anatémicas que tienen los dientes naturales. El uso
de bloques de resina permite la estandarizacion
de las dimensiones de los conductos radiculares
simulados. Existen diversos estudios en los cuales
utilizan conductos simulados de resina en forma
de “S”, comparando ficilmente las capacidades de
modelado de las limas NiTi utilizando imagenes
pre y post instrumentacion de los conductos.(10,
12, 13, 14) Sin embargo, los resultados de estos es-
tudios que utilizaron conductos simulados deben
llevarse a las condiciones clinicas con cuidado de-
bido a las diferencias entre la resina y la dentina.
(12, 13, 14) Se decidi6 utilizar conductos en forma
de S en el presente estudio debido a las dificultades
inherentes a la preparaciéon de conductos con esta
forma sin causar deformaciones como consecuencia
de la presencia de las 2 curvaturas para los endo-
doncistas.(15, 16, 17, 18)

Se ha establecido en previas investigaciones
que una recomendacién muy importante para la
instrumentacién segura y efectiva del NiTi rota-
torio de los conductos curvos es crear primero
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un glide path. La aparicién de modificaciones y
transportacién en los conductos parece reducirse
significativamente cuando se realiza un glide path
previo a la instrumentacion rotatoria.(16)

Estd observado que todos los instrumentos
endodonticos, independientemente de la aleacion
utilizada durante su fabricacién, tienden a ende-
rezarse en el interior del conducto radicular (19)
Varios estudios han demostrado que los sistemas
de limas de glide path rotatorio de NiTi exhiben
menos transportacion del conducto que las limas
manuales tipo K de acero inoxidable.(20)

El presente resultado concuerda en cierta parte con
estudios anteriores que muestran que los instru-
mentos rotatorios de NiTi causan menos desviacion
de las paredes del conducto en comparaciéon con
las limas manuales de acero inoxidable (10, 21,
22). En este estudio se encontré que las limas de
NiTi Proglider y WaveOne Gold Glider tuvieron
una diferencia significativa en cuanto a una menor
transportacién sobre la limas manuales de acero
inoxidable tipo K en el tercio medio. Lo cual con-
cuerda con el estudio realizado por Zheng et al.,
en el 2018, en el que compararon la lima Proglider,
PathFile y lima manual tipo K en 60 conductos me-
siales mandibulares. Ellos encontraron que después
de la preparacion de glide path, los 2 grupos de
limas rotatorias NiTi Proglider y PathFile mostraron
significativamente menos transporte del conducto
que el grupo de lima manual tipo K, solo que a
diferencia del presente estudio, ellos encontraron
esta diferencia significativa en todos los niveles y
no solo en el tercio medio.(22) En otro estudio rea-
lizado encontraron que las limas NiTi Proglider y
One-G presentaban significativamente una menor
transportaciéon que la lima manual tipo K en el
tercio apical, y no encontraron diferencia signifi-
cativa entre las 3 en el tercio medio y coronal.(23)

Sin embargo, en el presente estudio no se encontr6
diferencia significativa al comparar las mismas limas
manuales tipo K con las limas rotatorias NiTi R-Pilot
y V-Glide Path. Esto puede deberse a que los resul-
tados se compararon por tercios y al promediarse
las 3 zonas dentro de cada tercio se pudo haber
beneficiado la lima manual. Aun asi observamos
que al comparar cada zona individualmente, la lima
manual fue la que mostré la medida mas alta de
transportacion entre todas las limas utilizadas en
el estudio, la cual se observa en la zona 7 (Figura
1). Por lo tanto, los instrumentos rotatorios de NiTi
parecen ser mas apropiados para la preparaciéon
del glide path, especialmente la lima Proglider y
WaveOne Gold Glider.

En otro estudio en el que utilizaron la microtomo-
grafia computarizada compararon la lima R-Pilot,
WaveOne Gold Glider y Proglider, los autores no

encontraron ninguna diferencia significativa entre
las 3 limas en cuanto a la transportacién en el
tercio apical. Sin embargo, las limas WaveOne Gold
Glider y R-Pilot (comparados con Proglider) crearon
una transportacion significativamente menor en el
tercio medio y cervical.(24) Lo cual difiere de los
resultados obtenidos, en los cuales no se encontr6
diferencia significativa en el tercio apical y tercio
coronal pero si la hubo en el tercio medio en el
cual la lima Proglider y WaveOne Gold Glider se
encontraron significativamente por encima de la R-
Pilot. Estos resultados diferentes pueden deberse a
que en el presente estudio se utilizaron cubos de
resina simulados con doble curvatura y en el otro
estudio utilizaron dientes naturales con una cur-
vatura estandarizada.

Ademas de la anatomia del conducto, el diseno de
la seccién transversal y el disefio de la punta del
instrumento se han identificado como factores que
pueden influir en los resultados de la preparacion.
El disefio de la seccion transversal influye en varios
factores que afectardn a la distribucion de la tension,
el momento polar de inercia, la profundidad de la
flauta, el area del nicleo interno continuo y el te-
rreno radial y la superficie periférica de la base.(26)
En el presente estudio cada instrumento presen-
taba un disefio de seccion transversal distinto. La
lima Proglider y la lima tipo K presenta una forma
cuadrada, la lima WaveOne Gold Glider de parale-
logramo, la R-Pilot en forma de S y la V-Glide Path
en forma parabdlica. En este caso se obtuvo me-
jores resultados con los instrumentos con seccion
transversal en forma cuadrada y de paralelogramo,
pero se necesitan mas estudios en los que inves-
tiguen la relacion de la seccion transversal con la
transportacion del conducto.

Conclusiones

Con la metodologia utilizada en este estudio se
puede concluir que todos los instrumentos para
glide path sin importar su aleacion o su movimiento
presentan cierto grado de transportacion dentro del
conducto. Sin embargo, las limas para glide path
Proglider y WaveOne Gold Glider presentaron sig-
nificativamente menor grado de transportacion en
el tercio medio del conducto al compararlas con
las limas R-Pilot y V- Glide Path 2H.
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