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Mensaje del presidente de la AMECEE

stimados socios y amigos de la Asociaciéon Mexicana de Endodoncia,

Colegio de Especialistas en Endodoncia A.C. (AMECEE): A partir de mayo

entr6 en funcion el Consejo Directivo 2022 — 2024 conformado por colegas

que amalgaman la experiencia gremial de algunos, con el dinamismo e

innovacion de otros, todos, con el firme propésito de trabajar para servir
y enriquecer nuestro gremio.

Hemos disefiado un proyecto de trabajo para los siguientes dos afos que integran
un eje profesional, uno legal, uno de vinculacion y, finalmente, un eje de desarrollo
humano. El eje profesional vincula varios aspectos. Primeramente, se ha disefiado un
Seminario de Actualizacion en Ciencias Basicas Endodonticas liderado por profesio-
nistas de reconocida trayectoria académica, con el objetivo de apoyar la preparacion
de nuestros socios que presentardn el examen de certificacién del Consejo Mexicano
de Endodoncia. El Seminario estd dividido en diez médulos y ya se imparten en linea
los Gltimos miércoles de cada mes. Ademas, es importante recordar que cada segundo
jueves de mes contintan las Conferencias en Linea SAVE, cuyo programa esta publi-
cado en nuestra pagina www.amecee.org, en las que contamos con la colaboracion de
destacados conferencistas nacionales e internacionales.

Por otro lado, es grato informarles que el pasado 30 de septiembre firmamos contrato
con ClinicalKey para la adquisicion de claves institucionales que permitirdn a los socios
tener acceso a informacion cientifica en formato digital a revistas de alto impacto como
son el Journal of Endodontics, Journal of Dentistryy la revista de Clinicas Odontoldgicas
de Norteamérica, entre otros. Asimismo, se tiene acceso a libros de consulta, indispen-
sables en nuestra especialidad, entre los que destacan Vias de la Pulpa, de Cohen, o el
de Anestesia Local, del Dr. Stanley Malamed, todos de ediciones recientes.

Finalmente, les recordamos que nuestro LI Congreso Nacional de Endodoncia se llevara
a cabo en la ciudad de Guadalajara, Jalisco, del 24 al 27 de mayo del 2023 en la Expo
Guadalajara. Tenemos un programa de conferencias de altisimo nivel, que ademas
incluye el Premio Nacional de Investigacion y los concursos de fotografia, carteles y por
primera ocasion el Concurso de Videos de casos clinicos, ademas de la siempre espe-
rada exposicion comercial que, por cierto, es la mas grande en nuestra especialidad.

En cuanto a lo que hemos denominado el eje legal, se esta trabajando con un perito
profesional en la asesoria y orientacion en conflictos médicos legales, ademas de revisar
y supervisar formatos de historia clinica y consentimientos informados adecuados que
cumplan con los requisitos actuales que exige la Norma Oficial Mexicana aplicable a
nuestra profesion y que, por supuesto, pretendemos que nuestros socios tengan acceso
a dicha informacion. El eje de vinculacion intenta continuar con el trabajo de forta-
lecimiento gremial y nexos internacionales con SELA e IFEA, asociaciones a quienes
pertenecemos gracias a la gestion de administraciones anteriores. Consideramos que
este esfuerzo es un trabajo colaborativo que integra, enriquece y beneficia. En cuanto
al eje de desarrollo humano hemos iniciado con el disefio de algunos proyectos que
seguramente enriquecerdn a nuestros socios, y de los cuales, en su momento se dardn
a conocer sus avances y aplicaciones.

Los invito a seguir colaborando en el engrandecimiento de nuestra Asociacion. Esta
revista no es la excepcion, su colaboracién con ella es indispensable. Tengan la certeza
que nuestro Consejo Directivo trabajara arduamente estos dos anos en esa direccion.
CreciENDO contigo, CreciENDO con AMECEE. Un fraternal saludo.

Gisella Cafiaveras Zambrano
Presidente Asociacion Mexicana de Endodoncia,

Colegio de Especialistas en Endodoncia A.C.
2022 - 2024
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Cuspide en garra vestibular en un
incisivo central superior izquierdo

Reporte de un caso y tratamiento de conductos

Vestibular claw cusp in an upper left central incisor: case report and root canal treatment

Oliver Mauricio Lopez Garnica
Especialista en Endodoncia, Centro Universi-
tario de Estudios de Posgrado e Investigacion
de la Universidad Michoacana de San Nicolds
de Hidalgo (UMSNH)

Edgar Hugo Trujillo Torres
Especialista en Endodoncia, Centro Universi- Cirujano Dentista egresada de la Facultad de
tario de Estudios de Posgrado e Investigacion Odontologia de la UMSNH

Gloria Angélica Torres Garcia

Resumen

Introduccién: La cuspide de talon o diente en garra
es una variante de dens evaginatus, esto es una alte-
racion anatémica que se proyecta como una cuspide
adicional, cominmente asociada al cingulo de los
dientes anteriores. Se presenta en denticion temporal
y permanente, varia su tamafno, forma, longitud y
manera en la que se une a la corona; puede estar
localizado por palatino o vestibular, sin embargo,
estd relacionado mayormente con la denticion perma-
nente en el maxilar y por la superficie palatina de
los incisivos laterales superiores. Su etiologia no es
clara, suele asociarse a factores genéticos y algunas
patologias. Los examenes radiologicos y topograficos
son determinantes para conocer la cantidad de tejido
pulpar dentro del tubérculo. El tratamiento estd indi-
cado en casos en donde existe interferencia oclusal,
compromiso estético, caries, problemas periodon-
tales, compromiso pulpar, (desarrollo de pulpitis y/o
necrosis pulpar con o sin periodontitis apical), irri-
tacion de la lengua durante el habla y la mastica-
cién. Presentacion del caso: este caso clinico es en
extremo inusual. Se trata de un paciente de 21 anos
de edad, que acude con dolor, posterior a un trau-
matismo en un incisivo central superior izquierdo. La
exploracion intraoral, pruebas radiogrificas y pulpares
demostraron un diagnéstico de pulpitis irreversible
sintomadtica, con periodonto normal y talon cuspideo;
se procedio6 a realizar tratamiento de conductos radi-
culares y retiro de la protuberancia en la cara vesti-
bular. Discusion: el desarrollo dental es un proceso
complejo y cualquier alteracion puede ser factor para
el desarrollo de anomalias morfologicas como el talon
cuspideo. La resolucion de este caso es un ejemplo de
las variaciones que existen en cuanto a métodos de
tratamiento, siendo dependientes de la sintomatologia,

severidad del caso y maduracion apical.

Palabras Clave: dens evaginatus, Talon cuspideo,

Clispide en garra.

B Endodoncia Actual / Afio 17, Nam. 03, Noviembre 2022

Abstract

Introduction: heel cuspid or claw tooth is a variant
of dens evaginatus, this is an anatomical alteration
that projects as an additional cusp, commonly asso-
ciated with the cingulum of the anterior teeth. It is
present in the primary and permanent dentition, it
varies in size, shape, length and the way in which it
joins the crown, it can be located palatally or vestibu-
larly, however it is mostly related to the permanent
dentition in the maxilla and on the palatal surface of
the upper lateral incisors. Its aetiology is not clear, it
is usually associated with genetic factors and some
pathologies. Radiological and topographical exami-
nations are decisive in determining the amount of
pulp tissue within the tubercle. Treatment is indi-
cated in cases where there is occlusal interference,
aesthetic compromise, caries, periodontal problems,
pulpal compromise, (development of pulpitis and/or
pulp necrosis with or without apical periodontitis),
irritation of the tongue during speech and chewing.
Case presentation: this clinical case is extremely
unusual. The patient is 21 years old and presents
with pain following trauma to the left upper central
incisor. The intraoral examination, radiographic
and pulp tests showed a diagnosis of symptomatic
irreversible pulpitis, with normal periodontium and
cuspid heel; root canal treatment and removal of the
protrusion on the vestibular side was carried out.
Discussion: dental development is a complex process
and any alteration can be a factor in the develop-
ment of morphological anomalies such as cuspidate
heel. The resolution of this case is an example of the
variations that exist in terms of treatment methods,
depending on the symptomatology, severity of the
case and apical maturation.

Key words: dens evaginatus, Talon cuspidus, Claw
cuspid.




Introduccion

a caspide de talon o diente en garra es
una variante de dens Evaginatus, esto
es un desarrollo anatomico anormal
que se proyecta como una cuspide
accesoria comunmente en el area
del cingulo de los dientes anteriores,
presenta apariencia de forma de talon
de dguila. (1) Fue descrito por primera vez en 1892
por Mitchell. En 1970, Mellor y Ripa lo denominaron
talon cuspideo. Gorlin y Goldman lo definieron como
una cuspide accesoria la cual puede unirse al borde
incisal y producir forma de T o Y. (2,3) Se presenta
tanto en denticion temporal como permanente, varia
de forma, tamano, longitud y manera en la que se
une a la corona. (4) Presenta una porcion de esmalte,
dentina y tejido pulpar dentina. (5 Es conocido
también como: cuspide intersticial, odontoma del
tipo nucleo axial, odontoma evaginado, (6,7) cingulo
hiperplasico, cingulo cuspideo, diente en forma de T,
cuspide en garra labial, diente evaginado anterior,
talon cuspideo facial. (4) Su etiologia no es clara y se
ha propuesto como principal causa a la genética, sin
embargo, también involucra factores como trauma-
tismos en el germen dentario durante su formacion,
el cual se debe a una proliferacion anormal de las
células del epitelio interno del esmalte en el reticulo
estrellado del 6rgano del esmalte durante el periodo
de morfogénesis o morfodiferenciacion. (8) En 1925,
Leigh también informé sobre dientes con cuspides
adicionales. (9)

La prevalencia global de la ctspide en garra, reportada
en la literatura de dientes anteriores, principalmente
incisivos laterales maxilares, es de 7.7% en ninos de
la India, 0.06% en mexicanos y 5.22% en malayos.
(6) Afecta frecuentemente al género masculino. (1)
Puede variar de tamafio, forma, estructura, y locali-
zacion, asi como presentarse en mandibula y maxilar,
en denticion permanente y temporal, estar localizado
por palatino o vestibular; sin embargo, estd relacio-
nado mayormente con la denticién permanente en
maxilar, por la superficie palatina de los incisivos late-
rales superiores. (2) El 67 % de los casos reportados
afecta a los incisivos laterales del maxilar, seguido por
los incisivos centrales en un 24 % y 9 % en caninos,
especialmente por palatino. Muy pocos casos se han
informado en donde la cispide de talon se encuentra
en la superficie labial y algunos otros en donde se
encuentra tanto en la superficie labial como lingual
del mismo diente. (10)

Existen varias clasificaciones. Hattab en 1996 describi6
tres tipos, seguin el grado de formacion y extension de
la cuspide. Tipo I: talon verdadero, ctispide adicional
bien delimitada que se proyecta desde la superficie
palatina o labial y se extiende por lo menos hasta
la mitad, desde la unién cemento y esmalte hasta el
borde incisal. Tipo II: semitalon, cispide adicional
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de un milimetro, aproximadamente, que se extiende
desde la unién cemento y esmalte hasta el borde
incisal, puede mezclarse con la superficie de la corona.
Tipo III: indicio de talon, rastro de garra, cingulo
prominente, y sus variaciones son conica, bifida o
similar a un tubérculo. (1,11,12)

Mayes, en 2007, clasifico las cispides de talon facial en
tres estadios. Estadio I: es la forma mas leve, consiste
en un tridngulo ligeramente elevado de un incisivo que
se extiende a lo largo de la corona, pero no llega a la
unién cemento esmalte y tampoco al borde incisal.
Estadio II: forma moderada, se extiende por toda la
corona, pero no llega a la unién amelocementaria
aunque si alcanza el borde incisal. Estadio III: es la
forma mds extrema, se extiende desde la unién amelo-
cementaria hasta el borde incisal. (2,13)

Los exdmenes radiol6gico y tomografico son determi-
nantes para conocer el desarrollo radicular, asi como
la cantidad de tejido de esmalte, dentina y pulpa en
el tubérculo, con base a ello se elige el tratamiento;
el 70 % de los casos contiene pulpa, llega a medir
hasta 3.5 mm de ancho y 6 mm de alto. (8) Radiogra-
ficamente se observa una figura radiopaca en forma
de V, sobrepuesta en la corona (D).

La cuspide en garra esta asociada a patologias por
sindromes como: Rubistein-Taybi, Mohr, Strurge-
Weber, Ellis-Van Creveld, Bloch-Sultzberger, Berar-
dinelli-Seip. Asociado también a la incontinentia
pigmenti achromians, hipermelanosis y labio paladar
hendido. (7,4,14) Pueden existir complicaciones provo-
cadas por esta anomalia tales como necrosis pulpar,
patologia apical; la caspide adicional es propensa a
fracturas dependiendo la localizacion, alteraciones
oclusales, predisposicion a caries, dafo en la articula-
cion temporomandibular y compromiso estético .(2,8)

El tratamiento de cuspide en talon esta indicado en
casos donde existe interferencia oclusal, compromiso
estético, caries, problemas periodontales, compromiso
pulpar, (desarrollo de pulpitis y/o necrosis pulpar
con o sin periodontitis apical), irritacion de la lengua
durante el habla y la masticacion. El objetivo del trata-
miento debe incluir prevencion de patologia pulpar
y periapical, evitar el desarrollo de caries, eliminar
la irritacion de la lengua, mantener la vitalidad de la
pulpa, mantener el 6rgano dentario en boca cuando
hay patologia pulpar o periapical, restablecer la esté-
tica y oclusion. (1,2) El tratamiento dependera de la
severidad del caso y puede ser desde tallado gradual,
hasta tratamiento de conductos, cirugia apical, reim-
plante intencional o exodoncia. (15) También depende
de la etapa de desarrollo radicular del diente afectado
y su estado pulpar, asi como el tipo de complicacion
que esté provocando. (8) Puede ser conservador o
radical dependiendo del tamano y la forma del diente
afectado, y realizarse con una restauracion estética o
una corona completa. (6) Como tratamiento conser-
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vador se considera el tallado gradual del tubérculo
antes que cualquier tratamiento pulpar, la protec-
cién con resina compuesta, la pulpotomia coronal y
la apexificacion pueden ser tratamientos con 4pice
inmaduro. El tallado gradual del tubérculo se realiza
para estimular la formaciéon de dentina terciaria.
Cuando los tubérculos accesorios interfieren en la
oclusion normal pueden ocasionar trastornos endo-
periodontales, por lo cual, se recomiendan pruebas
de diagnostico completas que incluyen, la toma radio-
grafica como medida inicial, y pruebas pulpares en
el diente afectado. El tratamiento puede ser: a) Con
tejido pulpar en el tubérculo: se debe realizar trata-
miento de conductos y la posterior rehabilitacion del
diente; b) Sin tejido pulpar en el tubérculo: se debe
realizar un tallado gradual selectivo o, en su defecto,
un desgaste del diente antagonista para evitar la inter-
ferencia oclusal y posterior desarrollo de pulpitis. (16)

En los dientes que presentan una pulpa normal y dpice
maduro tipo I se debe reducir la superficie para eliminar
la oclusion traumatica, seguida de una aplicacion de
fluoruro topico para aumentar la resistencia del esmalte.
Posteriormente, se aplica una capa incrementada de
resina fluida sobre el tubérculo de la superficie circun-
dante. Se aconseja una revaluacion a intervalos de seis
meses para comprobar la oclusion. En el diente que
tiene pulpa normal tipo II, el tratamiento debe proceder

Presentacion del caso clinico

Paciente masculino, de 21 anos de edad, que acudio a
la Facultad de Odontologia de la Universidad Michoa-
cana de San Nicolds de Hidalgo, con sintomas de
pulpitis irreversible en el 6rgano dentario permanente
incisivo central superior izquierdo (OD 21), posterior a
recibir traumatismo. Tanto en el historial clinico como
en el examen extraoral no present6 datos relevantes.
Tras la exploracion clinica intraoral se encontro la
presencia de una protuberancia por la cara vestibular,
similar a un tubérculo, de 9 mm de altura por 3.5 mm
de ancho que se extendia desde la union ameloce-
mentaria hasta cerca del borde incisal. Esta ctispide o
tubérculo estaba separada del resto de la corona por
un surco. No habia presencia de caries (Figs. 1-2). El
OD 21 present6 una ligera giroversion; no mostro alte-
racion de color o discromia; el resto de los 6rganos
dentarios no mostraban ninguna otra anomalia de
forma (Figs. 3-4). Tampoco presentaba cambios pato-
l6gicos en encia y mucosa masticatoria (Figs. 5-6).

como se describen el tipo I, excepto de los intervalos
de control, estos deben ser cada tres o cuatro meses.
En el caso de una exposicion pulpar de diente con el
apice maduro, la invasion bacteriana dard lugar a una
pulpa inflamada tipo III y, normalmente, se desarro-
llaran sintomas de pulpitis irreversible. Una vez confir-
mado el diagndstico debe realizarse un tratamiento de
conductos convencionales seguido de la colocacion de
una restauracion final adecuada. La complejidad del
tratamiento aumenta cuando la inflamacién pulpar se
desarrolla debido a la contaminacion de la cavidad oral
y dpice inmaduro tipo IV; en estos casos deben reali-
zarse una biopulpectomia parcial superficial o pulpo-
tomia, con una capa de agregado de triéxido mineral
aplicada a la superficie pulpar expuesta. Se requiere
una terapia endodoéntica y hay que considerarse la crea-
cién de una barrera radicular una vez que se presentan
sintomas de pulpitis en la pulpa de un diente con raiz
madura tipo V con o sin involucramiento periapical. (17)

Al existir una fisura sobreviene la invasion bacteriana
que, a futuro, provoca caries, posteriormente pulpitis
y mas tarde necrosis pulpar. La terapia de conductos
se recibe a menudo y puede ir acompanada de una
restauracion estética o de cobertura completa de la
corona. (18)

Fig. 1. Presencia de una protuberancia por la cara vestibular
del OD 21

Fig. 2. Caspide separada del resto de la corona por un surco
sin presencia de caries
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Fig. 3y 4. EI OD 21 presenté una ligera giroversion sin altera- Fig. 5y 6. Sin cambios patoldgicos en encia y mucosa masti-
cion de color catoria

En el interrogatorio el paciente manifiesta dolor al
masticar e incomodidad con el aspecto estético del
diente.

Se realizaron pruebas de diagndstico: a la palpacion
resulté negativo, y positivo a la percusion vertical,
en las pruebas de sensibilidad térmicas (aplicacion
de Endo Ice, Hygenic) resultd positivo aumentado
en comparacion con los organos dentarios vecinos.
Se realiz6 la medicion de la profundidad del surco
gingival mediante sonda (Hu-Friedy PCPUN 15), la
cual aporto profundidad dentro de los limites fisiolo-
gicos normales (Figs. 7 A-B).

-

Fig. 7ay 7 b. Medicion del surco periodontal mediante sonda
Hu-Friedy PCPUN 15

En la exposicion radiografica periapical digital
mediante radiovisidgrafo (Carestream 6200), se revel6
una estructura radiopaca en forma de V, superpuesta
a la imagen del incisivo lateral superior izquierdo,
diferenciando la capa del esmalte con la dentina del
tubérculo, un espacio pulpar que comienza en la
union del tercio incisal con el tercio medio del tubér-
culo y que continda en direccion apical para unirse
al espacio pulpar del conducto principal a nivel del
tercio cervical de la raiz; mostré ensanchamiento del
ligamento periodontal tanto en periapice como en la
pared distal resultado del traumatismo (Fig. 8).

Fig. 8. Exposicion
~ radiografica periapical

- digital (Carestream 6200)

- revelando una estructura

~ radiopaca en forma de V
| superpuesta a la imagen
del OD 21, y ensancha-
miento del ligamento
periodontal
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Se solicitd Cone Beam Computed Tomography (CBCT) entre el tubérculo y la corona anatémica del diente a
para apoyar el diagndstico presuntivo de diente con nivel del cuello dentario. En vista proximal se observa
cuspide en talon o dens Evaginatus, y se mostro un espacio pulpar cameral tanto en el tubérculo como en
organo dentario de aproximadamente 29 mm de alto; la corona dentaria, la tabla 6sea disminuida en vesti-
una curvatura apical en direccion palatina, una union bular, a nivel del tercio cervical radicular (Figs. 9-12).

Fig. 10. Tomografia que muestra el trayecto de los conductos

Fig. 9. Tomografia de diente con cuspide en garra radiculares

Figs. 11y 12. Tomografia que revela una curvatura apical en direccion palatina y union entre el tubérculo y la corona anatémi-
ca del diente a nivel del cuello dentario

En vista horizontal del CBCT se observa camara pulpar del tubérculo como en la corona, independientes. Dichas
camaras pulpares se unen a nivel cervical para continuar como conducto Gnico principal hasta el dpice (Fig. 13, 14).

Fig. 13. En vista horizontal del CBCT se observa el
conducto dentario tanto del diente en garra como del
0D 21, independientes

Fig. 14. OD 21 a nivel cervical uniéndose en uno solo los
conductos que iniciaron independientes
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En el corte vestibular, al profundizar y separar la
cuspide en talon, se observa la union de la camara
pulpar de la corona con el conducto principal para
continuar hasta nivel apical (Fig. 15).

Fig. 15. En CBCT origen
y terminacion del
conducto principal

Ya con todos los elementos para considerar que se
trata de un diente en forma de garra, y con el diag-
nostico de pulpitis irreversible sintomatica, se procede
al tratamiento de conductos radiculares, asi como la
eliminacion del tubérculo.

El procedimiento endodontico se realizd6 en dos
sesiones. La region anterior maxilar se anestesié con
lidocaina al 2% con epinefrina 1:100,000. Se procedio
a realizar el aislamiento por medio de una grapa de
premolar 2A (Hygenic); se realizé la remocion del
tubérculo (dejando expuesto el tejido pulpar en esta
zona), el cual fue marcado previamente respecto a la
linea de la sonrisa, con la utilizacion de una fresa de
rueda y fresa de flama (Fig. 16, 17).

Fig. 16. Elementos para considerar que se trata de un diente
en forma de garra

- s

Fig. 17. Eliminacion del tubérculo

Posteriormente se hizo el acceso conservador con La conformacion del tercio cervical y medio, tanto
fresa EG4 (SS White EndoGuide) mostrando sangrado de la protuberancia como del conducto principal, se
hemorragico (Fig. 18). realiz6 con punta de ultrasonido E7D activada con

Varios 370 (NSK) a una potencia media-baja y con
irrigacion continua de hipoclorito de sodio al (2.5%)
Clorox (Fig. 19).

Fig. 18. Acceso al camara pulpar de la clspide en talon,

mostrando sangrado hemorrdgico Fig. 19. Utilizacion de punta de ultrasonido e irrigacion conti-
nua de hipoclorito de sodio al (2.5 %)
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Una vez controlado el sangrado, se procedio a la
toma de radiografia digital de conductometria (Cares-
tream 6200) con limas K Flexofile de 31 mm (Dentsply
Maillefer) y apoyado con localizador de foramen apical
Root ZX mini (Fig. 20).

Fig. 20. Conductometria

La segunda sesion se llevo a cabo después de una
semana, misma en la que se confirmo la ausencia de
sintomas de pulpitis. Se decidié concluir con el trata-
miento de conductos, con anestesia y colocacion de
aislamiento, de igual forma a la primera sesion. Se
retir6 el material de obturacién provisional (Ionoseal)
y se removio6 el hidréxido de calcio mediante la acti-
vacion de punta de ultrasonido U (NSK). Se realizo la
toma radiografica digital de conometria con un cono
autofit Wave One Gold Large (45/05) (Dentsply); de
acuerdo al ultimo instrumento utilizado, corrobo-
ramos el ajuste a longitud de trabajo mediante radio-

Fig. 22. Toma radiografica
digital de conometria con un
cono autofit Wave One Gold
Large (45/05) (Dentsply)

Se conformo el tercio apical con sistema reciprocante
Wave One Gold en secuencia S, M y L, montadas en
contraangulo de motor IQ Dentsply (Fig. 21), alter-
nando entre cada instrumento la irrigacion con NaOCL
al 25% de concentracion, a través de aguja NaviTip
azul 25 mm (Ultradent), patentizando e irrigando de
forma alterna. Una vez conformado el tercio apical se
procedio a secar el conducto y se irrigd con EDTA 17 %
(Ultradent) activado con adaptador para lima U (NSK)
a una potencia baja, durante 1 minuto para posterior-
mente eliminarlo al irrigar el conducto con NaOCL
al 2.5 %, lo que generd activacion durante 1 minuto
con irrigacion y recambio continuo de hipoclorito. Se
seco el conducto con puntas de papel y se procedio
a colocar la medicacion intraconducto con hidroxido
de calcio inyectable, Calcifar-P.

Fig. 21. Instrumentacion mecanizada con el sistema
reciprocante Wave One Gold

grafia digital (Carestream 6200) (Fig. 22). Se prepar6
el cemento sellador a base de resina epoxica AH Plus
(Dentsply) y con técnica de compactacion lateral para
la obturacion del tercio apical, posteriormente, se
realiz6 técnica de onda continua de calor, el downpack
con sistema alfa (B&L) y el Backfill con el sistema beta
(B & L), apoyado con pluggers (B & L). Una vez que
se limpio la cimara pulpar, se obturé temporalmente
con cemento Toneseal (Voco) y se procedio a la toma
de radiografia digital final (Carestream 6200) (Fig. 23).

Fig. 23. Obturacion final de
los conductos



Para hacer que los incisivos centrales fueran estéti-
camente agradables y para alinear el sector anterior
se remitio al paciente a tratamiento de ortodoncia,
para posteriormente planificar una protesis parcial
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fija (corona) en el diente afectado y contribuir de esta
forma en una mejora sustancial de la parte estética
(Figs. 24, 25).

Figs. 24, 25. Se remite a paciente a tratamiento multidisciplinario

Discusion

El desarrollo dental es un proceso complejo que implica
etapas importantes y cualquier alteracion puede dar
origen a anomalias morfolégicas como dens evaginatus,
talon cuspideo, entre otras. La literatura refiere casos
en donde mayormente se ven afectados los incisivos
laterales maxilares por palatino. Este reporte de caso
es inusual, ya que la anomalia de forma de la corona
se encuentra en la cara vestibular. Es propenso a una
lesion por traumatismo, desarrollo de enfermedad

pulpar y/o apical, ademas de la afeccion estética y psico-
l6gica. A pesar de que no se conoce una causa certera
de esta alteracion, se relaciona a factores genéticos y
algunas patologias. La deteccion en fases tempranas
es un factor que favorece el tratamiento conservador,
lo que promueve la proteccion vy vitalidad pulpar. El
tratamiento depende de la severidad del caso y de la
maduracion apical, asi como de la sintomatologia al
momento del diagndstico.
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Resumen

Introduccién: la finalizacion del procedimiento de
obturacion endodontica combina el uso de guta-
percha con sellador para crear un sellado tridimen-
sional, evitando la reinfeccion y el crecimiento de
microorganismos supervivientes. Recientemente se
han incorporado los cementos a base de silicato de
calcio, por lo cual es importante evaluar su cito-
compatibilidad y genotoxicidad para utilizarlos con
seguridad en nuestros pacientes.

Objetivo: evaluar la citotocompatibilidad y geno-
toxicidad en fibroblastos humanos de selladores a
base de silicato de calcio comparado con AH Plus.

Metodologia: se reactivo una linea celular de fibro-
blastos obteniendo una confluencia del 80%, se
transfirieron a una placa de 96 pozos, se cultivaron
por 24 horas y se llevé a cabo el ensayo MTS. De
igual manera, se cultivaron fibroblastos en placas de
24 pozos y se dejaron incubar con los tratamientos
para después realizar el ensayo Vida y Muerte, Mito-
Tracker y TUNEL, utilizando el microscopio laser
confocal.

Resultados: los selladores evaluados BioRoot,
Ceraseal y AH Plus son citocompatibles, ya que
promovieron la proliferacion celular sin diferencias
significativas entre ellos, con presencia de viabilidad
celular. BioRoot presenté mayor cantidad de mito-
condrias funcionales, dado que los tres selladores
presentaron actividad apoptética.

Conclusion: los selladores a base de silicato de
calcio y el sellador a base de resina convencional
no presentan capacidad citotoxica, pero si provocan
apoptosis.

Palabras clave: Citocompatibilidad,Genotoxicidad,
Silicato de calcio
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Abstract

Introduction: the goal of a root canal treatment is to
cure or prevent apical periodontitis. The completion
of the sealing procedure combines the use of gutta-
percha with a sealant to prevent endodontic reinfec-
tion and create a three-dimensional seal to prevent
reinfection and growth of surviving microorganisms.
Recently, cements based on Calcium Silicate have
been incorporated, which thanks to their compo-
nents have better properties, so it is important to
evaluate their cytocompatibility and genotoxicity to
use them safely in our patients.

Objective: to assess the cytocytocompatibility and
genotoxicity in human fibroblasts of calcium silicate-
based sealants compared to AH Plus.

Materials and methods: a cell line of fibroblasts was
reactivated, which were cultured in cell culture boxes
obtaining a confluence of 80%, transferred to a plate
of 96 wells, cultured for 24 hours and the MTS test
was carried out, of likewise, fibroblasts were grown
in plates of 24 wells and allowed to incubate with
the treatments to then perform the Life and Death,
MitoTracker and TUNEL trial, using the confocal laser
microscope.

Results: the evaluated sealants BioRoot, Ceraseal and
AH Plus are cytocompatible since they promoted cell
proliferation without significant differences between
them, with the presence of cell viability. BioRoot
presented a greater number of functional mitochon-
dria, presenting the three sealants apoptotic activity.

Conclusions: calcium silicate-based sealants and
conventional resin-based sealant do not have cyto-
toxic capacity, but they do cause apoptosis.

Keywords: Cytocompatibility, Genotoxicity,
Calcium silicate.



Introduccion

a limpieza, conformacion y la obtura-
cion adecuada del sistema de conductos
con un material inerte, dimensional-
mente estable y biol6gicamente compa-
tible son requisitos indispensables del
tratamiento de endodoncia. La finaliza-
cion del procedimiento de obturacion
combina el uso de gutapercha con un sellador para
evitar la reinfeccion endodontica y crear un sellado
tridimensional para evitar la reinfeccion y el creci-
miento de microorganismos supervivientes. (1)

Los selladores del conducto radicular pueden entrar
en contacto intimo con los tejidos periapicales durante
un periodo prolongado debido a la extrusion sobre
el dapice o debido a que los productos de degrada-
cion pueden filtrarse a través del conducto principal,
lateral o accesorio llegando a los tejidos circundantes
pudiendo causar alguna reaccion inflamatoria.

Por lo tanto, por razones de seguridad, cada sellador
debe tener sus propiedades bioldgicas vy fisicas exami-
nadas por ensayos in vitro antes de su uso clinico
ilimitado con el fin de minimizar la incidencia de
efectos adversos locales y/o sistémicos. Como se
supone que los materiales bioactivos interactian direc-
tamente con la pulpa y/o las células periapicales, o
mediante la difusion de componentes dentro del tejido
perirradicular vivo, es fundamental evaluar su biocom-
patibilidad y genotoxicidad para determinar su posible
influencia en las respuestas reparadoras/regenerativas.

Actualmente se ha desarrollado una serie de cementos
bioactivos como lo son Ceraseal y BioRoot, los cuales,
afirman las casas comerciales, tienen una gran biocom-
patibilidad, curacion de tejidos periapicales, asi como
buena fluidez. Por tal motivo, es importante evaluar
estas propiedades en ensayos in vitro, ya que nos
permiten un acercamiento a la realidad de manera
mas rapida, simple y estandarizada para poder elegir
aquel que retina mas caracteristicas de un sellador
ideal. Debido a esto, el objetivo del presente estudio
fue evaluar la citocompatibilidad y genotoxicidad de
selladores a base de silicato de calcio comparado con
AH Plus en fibroblastos humanos.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio analitico, transversal y pros-
pectivo, experimental in vitro, en laboratorios de
la Facultad, incluyendo cultivos celulares con una
confluencia igual o superior a 80%. Los datos de cito-
compatibilidad del ensayo MTS se analizaron mediante
el software SigmaPlot 11.0 utilizando ANOVA de una
via. El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica
de la Facultad. El manejo de residuos del estudio se
realiz6 de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
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Se descongel6 linea celular ATCC de fibroblastos
dermales neonatales humanos, los cuales se encon-
traban a -80° C, mediante bafio Marfa a 37 %, con
alcohol al 50 % y agua destilada, se agregaron 3 ml
de medio de cultivo, para incubar a 37° Cy 5 % de
CO2, realizando cambio de medio cada 48 horas y
se utilizaron aquellas con una confluencia mayor al
80 %. Se realizo la preparacion de los cementos sella-
dores de acuerdo con las instrucciones del fabricante
en condiciones de esterilidad dentro de la campana y
se dejaron fraguar por 24 horas. Ceraseal fragud por
completo hasta los 5 dias.

Una vez fraguados los selladores se retir6 el disco y
se colocd en un tubo Falcon con 10 ml de medio de
cultivo enriquecido a una concentracion de 2.5 mg/ml
y se llevo a la Roller mixer por 24 horas para permitir
la liberacion de eluidos.

Una vez realizado el cultivo celular, se procedio a
observar la morfologia celular en el microscopio
optico, tomando fotografias de los fibroblastos antes
de colocarles los tratamientos y 24 horas después. Para
determinar la citotoxicidad se utilizaron los estindares
de 1a ISO-10993-5: 2009 Evaluacion biologica de dispo-
sitivos médicos Parte 5: pruebas de citotoxicidad in
vitro. Se evalu6 cualitativamente la morfologia celular,
integridad de membrana, lisis celular, inhibicién del
crecimiento.

Para el ensayo MTS se colocé un mismo nimero de
células en cada muestra de la caja de 96 pocillos, y se
agregaron 100 pl de medio de cultivo, se incubaron por
24 h a 37°C en una atmosfera con 95% de humedad
y 5% de diéxido de carbono para permitir la adapta-
cion de los fibroblastos a cada pozo. Se emple6 el kit
CellTiter AQueous Non-Radiactive Cell Proliferation
Assay Promega 'y el PMS (metosulfato de fenazina).

Los grupos a evaluar fueron los siguientes: 1) Fibro-
blastos con AH Plus; 2) Fibroblastos con BioRoot; 3)
Fibroblastos con Ceraseal; 4) Control vida: medio
de cultivo; 5) Control muerte: medio de cultivo con
perdxido de hidrégeno. Para los controles de vida se
dejaron los pozos solamente con el medio de cultivo;
para los controles de muerte se retiraron 50 pl de
medio y se agregaron 50 pl de perdxido de hidrogeno.
Transcurrido el tiempo de incubacion de 3 horas se
ley6 en el lector de microplacas (Thermo Scientific
FC Multiskan Vabtaa Finland) a una absorbancia de

493 nm.

Para la prueba de vida y muerte se utilizé caja de 24
pozos en los que previamente se colocaron cubreob-
jetos circulares esterilizados en el fondo de los pozos,
colocando 80 pl de células con 300 pl de medio de
cultivo. Se incubaron por 24 horas a 37°C en una
atmosfera con 95% de humedad y 5% de dioxido de
carbono para permitir la adaptacion de las células y
su adhesion a los cubreobjetos. Una vez transcurrido
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este tiempo de incubacion se reemplazé el medio
de cultivo por 300 pl de cada uno de nuestros trata-
mientos a evaluar en cada pozo, incubando por 24
horas. Se empleé el kit LIVE/DEAD Viability/Cyto-
toxicity for mammalian cells (ThermoFisher Scien-
tific). Procediendo a su lectura en el microscopio laser
confocal Leica, a una longitud de onda de 495 nm.

Para la prueba de Mito Tracker se utilizo caja de 24
pozos en los que previamente se colocaron cubreob-
jetos circulares esterilizados en el fondo de los pozos
y se colocaron 80 pl de células con 300 pl de medio
de cultivo. Se incubaron por 24 horas a 37°C en una
atmosfera con 95% de humedad y 5% de dioxido de
carbono para permitir la adaptacion de las células y
su adhesion a los cubreobjetos.

Una vez transcurrido este tiempo de incubacion se
reemplazoé el medio de cultivo por 300 pl de cada uno
de los tratamientos a evaluar en cada pozo y se dejaron
incubar las células con estos tratamientos por 24 h,
realizando la prueba por duplicado. En esta prueba
el grupo control fue medio de cultivo. Se disolvio el
producto MitoTracker liofilizado en 991 pl de dimetil-

Resultados

Morfologia celular

sulfoxido (DMSO) anhidro de alta calidad hasta una
concentracion final de 1 mM, protegiéndolo de la luz
y colocando PBS en un portaobjetos, se observaron
las muestras en el microscopio confocal Leica a una
longitud de onda de 495 nm.

Para el ensayo TUNEL se utilizé caja de 24 pozos
en los que previamente se colocaron cubreobjetos
circulares esterilizados en el fondo de los pozos y se
agregaron 80 pl de células con 300 pl de medio de
cultivo, colocando el medio por las paredes de los
pozos, se incubo la caja por 24 horas a 37°C en una
atmosfera con 95 % de humedad y 5% de dioxido de
carbono para permitir la adaptacion de las células
y su adhesion a los cubreobjetos. Para el control
negativo se siguieron los mismos pasos de prepa-
racion de muestras sin la enzima TdT con 45 pl de
Buffer de Equilibrio, 5 pl de mezcla de nucleétido
y 1 pl de agua desionizada, y se colocaron 22 ul en
cada uno de los pozos. Para el control positivo se
anadio 20 pl de DNAsa y se incub6 por 5 minutos.
Posteriormente se afiadio 20 pl de buffer DNAsa Ty
se incubo por 10 minutos.

Fibroblastos con BioRoot; E) Fibroblastos con
CeraSeal

Fig. 1. A) Fibroblastos inicial: células fusiformes delgadas, algunas con forma ahusada y aplanadas, con poco
citoplasma, nicleo ovalado, céntrico y nucléolo, finas prolongaciones citoplasmaticas y alargadas, integridad de
la membrana plasmatica. Segiin esta observacion presenta un gradiente cualitativo de citotoxicidad grado 0. Fig.
1. B) Fibroblastos sin tratamiento 24 horas: células de forma fusiforme, alargados, algunos con forma ahusada,
se observaron con un poco mas de citoplasma, ndacleo y nucléolo mas visible, la mayoria se observa con prolon-
gaciones citoplasmaticas mis alargadas, por lo que presenta un gradiente cualitativo de citotoxicidad grado 0.
Fig. 1. C) Fibroblastos con AH Plus: forma fusiforme, con prolongaciones citoplasmaticas alargadas, presencia de
granulos intracitoplasmaticos, con su nicleo ovoide, central, en algunas no alcanza a detectarse tan visiblemente
este, se observa la presencia de algunas células en forma redondeada, varios con pérdida de continuidad de la
membrana con un gradiente cualitativo de citotoxicidad grado 1. Fig. 1. D) Fibroblastos con BioRoot: la morfo-
logia del fibroblasto se sigue conservando, se observo citoplasma mas pequefio que en el grupo sin tratamiento
con forma mds alargada, nicleo ovoide central con su nucléolo, se observan mayor cantidad de fibroblastos y
algunas células mas redondeadas con prolongaciones citoplasmaticas mas cortas con un gradiente cualitativo
de citotoxicidad grado 1. Fig. 1. E) Fibroblastos con Ceraseal: morfologia fusiforme del fibroblasto con prolonga-
ciones citoplasmaticas delgadas y alargadas, algunas células mas redondeadas con pocas o sin prolongaciones
citoplasmaticas y algunas con pérdida de continuidad de la membrana, inhibicion del crecimiento celular con un
gradiente cualitativo de citotoxicidad grado 1.
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Endodoncia Actual

Ensayo MTS

Los tres selladores evaluados (BioRoot, AH Plus y
Ceraseal) aumentaron de manera importante la proli-
feracion celular, detectada en el ensayo MTS compa-
rado con el grupo control negativo. BioRoot presentd
la mayor proliferacion celular, 3.04 veces mas, seguido
de AH Plus con 3.01 y después Ceraseal con 2.98 veces
mayor proliferacion que el control, sin diferencia esta-
disticamente significativa entre los tres selladores, 1o
que indica que los tres selladores evaluados aumentan
la proliferacion celular. (Grafica 1)
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Gréfica 1. Después de 24 horas de incubacién, BioRoot presentd la mayor
proliferacion celular,3.04 veces mas que el control vida, sequido de AH Plus
con 3.01 veces mas y después Ceraseal con 2.98 veces mayor proliferacion
que el control vida, sin embargo, no se detect¢ diferencia estadisticamente
significativa entre estos con el ensayo MTS. Comparados con el control
negativo si hubo diferencia estadisticamente significativa (p<0.05),

Figs. 2. Imagenes microscopio laser confocal ensayo Vida y Muerte. A)
Control negativo; B) Control positivo

Control negativo: se observé célula tefiida de verde
debido a la entrada de calceina, con actividad esterasa.

Control positivo: se observaron células tenidas de rojo
debido a la entrada de etidio a la célula, este penetra
cuando una célula esta muerta, ya que la membrana
se encuentra alterada y penetra al nicleo marcando el
material genético de color rojo.

Figs. 3. Imagenes microscopio laser confocal ensayo Vida y Muerte AH Plus.
A) Aumento 10x; B) Aumento 40x

Figura 3. AH Plus: las células que fueron some-
tidas a este tratamiento se observaron viables con su
membrana integra, y tomaron la coloracion verde por
la penetracion de calceina, solo con algunas pocas
células con dafio en su membrana.

Figs. 4. Imdgenes microscopio laser confocal ensayo Vida y Muerte BioRoot.
A) Aumento 10x; B) Aumento 40x

Figura 4. BioRoot: Las células se encuentran viables
con su coloracion verde, lo que nos demuestra su acti-
vidad esterasa, se alcanzo a localizar solo una célula
con dafo en la membrana tefiida en rojo por la pene-
tracion de etidio.

Figs. 5. Imagenes microscopio laser confocal ensayo Vida y Muerte Ceraseal.
A) Aumento 10x; B) Aumento 40x

Figura 5. Ceraseal: A la observacién se encuentran
las células viables, sin embargo, se observd menor
proliferacion de células y se alcanzaron a observar
escasas con alteracion en la membrana por la pene-
tracion de etidio.



MitoTracker

Figura 6. A) Control: se observa fibroblasto con fluo-
rescencia roja, lo que indica la presencia de mito-
condrias en el citoplasma; mientras mas fluorescencia
se observe, mayor es la cantidad de mitocondrias, lo
cual depende del potencial de membrana. B) AH Plus:
células que mayor fluorescencia presentaron por la
acumulacion de mitocondrias en estas.

BioRoot: células presentaron una mayor fluorescencia
que los otros grupos. D) Ceraseal: células con fluores-
cencia ligeramente menor.

Ensayo TUNEL

Figura 7A) Control positivo: se observo fluorescencia
de color verde en el interior del nucleo, ya que se
incorpor6é  cataliticamente  fluoresceina-12-dUTP
que indica células apoptodticas. Figura 7B) Control
negativo: No se observa la entrada de fluoresceina-
12-dUTP. Figura 7C) AH Plus: presenté cierta fluores-
cencia verde en sus nucleos, lo que indica la presencia
de células TUNEL positivas, aunque no de manera tan
intensa como el control positivo. Figura 7D) BioRoot:
algunos nucleos se encontraron mas tenidos que otros.
Figura 7E) CeraSeal: fue el tratamiento con mayor
coloracion fluorescente verde por la evidente entrada
de fluoresceina-12-dUTP a las células, lo que indica la
presencia de células TUNEL positivas, que se traduce
a presencia de apoptosis.

Endodoncia Actual

Figs. 6. Imagenes microscopia laser
confocal tincién Mitotracker Deep Red.
A) Control: B) AH Plus; C) BioRoot; D)
Ceraseal

En general los tres tratamientos probados (AH Plus,
BioRoot y Ceraseal) en fibroblastos mostraron buena
cantidad de mitocondrias en su citoplasma por la
intensidad de fluorescencia mostrada, sin embargo,
BioRoot fue el que mayor fluorescencia presento lo que
esta relacionado con un alto potencial de membrana
lo que quiere decir que estas células presentan una
funcion mitocondrial adecuada.

Figs. 7. Imagenes microscopio
laser confocal ensayo TUNEL.
A) Control positivo; B)Control
negativo; C) AH Plus; D)
BioRoot, E) Ceraseal
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Discusion

Actualmente se han desarrollado nuevos materiales
para un mejor pronostico del tratamiento de conductos
radiculares. Los selladores a base de silicato de calcio
son los materiales representativos introducidos mas
recientemente, pero todavia hay falta de evidencia
de sus caracteristicas y uso clinico.(2) Por lo tanto,
el objetivo de este estudio fue evaluar la citocompati-
bilidad y genotoxicidad de selladores a base de silicato
de calcio (BioRoot y Ceraseal) comparado con AH Plus
en fibroblastos. Se utilizo AH Plus como control, ya que
se usa ampliamente en endodoncia y se considera como
el estindar de oro con el que se comparan los nuevos
selladores. (3)

En el presente estudio, los selladores estuvieron en
contacto indirecto con las células, al eluirlos en medio
de cultivo. Esta metodologia es similar a lo clinico ya
que los fluidos tisulares o la sangre entran en contacto
con el sellador y llevan los componentes a las células
cercanas.(4)

BioRoot mostrd una excelente citocompatibilidad en
términos de proliferacion celular y viabilidad celular
a las 24 h, comparado con el grupo control. Estos
hallazgos coinciden con lo reportado por Collado y
cols., quienes demostraron que el nivel de prolifera-
cion de células madre del ligamento periodontal en
presencia de BioRoot sin diluir fue significativamente
mayor al control a las 24 h, mientras que fue similar al
control a partir de las 48 h.(5) Coincidiendo también
con los resultados del estudio de Gaudin y cols. en
donde las células madre del ligamento periodontal,
cultivadas con BioRoot RCS, exhibieron 124 % (sin
dilucion), 115 % (dilucion 1: 2) y 118.41 % (dilucion
1: 4) de proliferacion relativa, en comparacion a la
viabilidad del grupo de control a las 24 h, con dife-
rencia estadisticamente significativa. En este estudio,
BioRoot RCS mostré una mayor citocompatibilidad
en comparaciéon con MTA Fillapex y AH Plus, que
potencialmente pueden desencadenar una respuesta
inflamatoria innata. Ademads de la biocompatibilidad,
BioRoot RCS no indujo citocinas proinflamatorias y
promovio la secrecion de citocinas antiinflamatorias
por parte de las células madre del ligamento perio-
dontal lo que pueden tener un impacto local positivo
al atenuar una respuesta inflamatoria inicial. (6) En
el estudio de Jeanneau y cols. también se mostré un
aumento significativo de proliferacion de fibroblastos
de ligamento periodontal después de 6y 9 dias con
extractos de BioRoot, en comparacion con el control,
con una disminucién de secrecion de citocinas proin-
flamatorias y el reclutamiento de células inflamatorias,
con un aumento de secrecion de TGF-f1. (7) Camps
y cols. observaron que BioRoot RCS no solo es cito-
compatible, sino también potencialmente bioactivo
porque induce la secrecion de factores osteogénicos y
angiogénicos de las células del ligamento periodontal. (8)

En el presente estudio, BioRoot y AH Plus tuvieron
resultados muy parecidos en cuanto a citocompati-
bilidad, sin embargo, cuando se ha comparado en
estudios previos, la citotoxicidad de AH Plus ha sido
bien documentada en diferentes poblaciones celu-
lares. Segun el fabricante, AH Plus es un material sin
formaldehido, sin embargo, Jung y cols., en su estudio,
observaron una pequefia cantidad de liberacion de
formaldehido (3,9 ppm). (9) Esta liberacion de formal-
dehido en combinacién con la liberacion de amina y
componentes de resina epoxi, que es un mutigeno
potencialmente capaz de danar el ADN celular, puede
explicar la citotoxicidad del sellador AH Plus recién
mezclado. En el estudio de Jing y cols. las células
madre del ligamento periodontal expuestas a BioRoot
mostraron tasas significativamente mas altas de proli-
feracion celular que las expuestas a AH Plus desde los
dias 1 a 7. Esto puede atribuirse a la menor toxicidad
de los eluyentes BioRoot y a la liberacion constante
de iones calcio. También se detecté que las células
expuestas a BioRoot mostraron niveles de expresion
significativamente mas altos de fosfatasa alcalina (ALP)
y osteocalcina (OCN) que las células expuestas a AH
Plus después de siete dias de induccion osteogénica,
por lo que BioRoot exhibié mayor potencial de dife-
renciacion osteogénica que AH Plus. (10)

Ceraseal es un sellador de material a base de silicato
de calcio premezclado con muy poca informacion en
la literatura sobre sus propiedades y desempeno in
vitro e in vivo. En el presente estudio, CeraSeal obtuvo
resultados de proliferacion y viabilidad celular muy
parecido a BioRoot y AH Plus sin diferencia signi-
ficativa entre ellos, lo que concuerda con el estudio
de Kim y cols. en el que este sellador en compara-
cion con AH Plus y EndoSeal TCS, se detecté una
viabilidad celular sin diferencia significativa con el
control en todos los periodos experimentales. Los
selladores a base de silicato de calcio mostraron una
viabilidad celular similar a la del control en medio
fresco. En particular, la viabilidad celular de CeraSeal
aumento significativamente al dia 7 en comparacion
con la de otros grupos, incluido el control. Se confirmé
que los selladores a base de silicato de calcio tienen
baja citotoxicidad tanto frescos como fraguados, lo
que coincide con los resultados de nuestro estudio
donde estos selladores mostraron baja citotoxicidad
y, en algunos casos, tienen el potencial de promover
crecimiento celular. Asi mismo detectan que CeraSeal
mostré niveles mds altos de TGF-f§ que AH-Plus, con
base en ese estudio es posible predecir el efecto anti-
inflamatorio de CeraSeal. (11)

Los resultados de este estudio en cuanto a MitdTracker
fue que BioRoot fue el sellador que mayor fluores-
cencia presento, lo que nos indica un mayor nimero
de mitocondrias en la célula, con AH Plus y Cera-
Seal la intensidad de fluorescencia disminuyo ligera-
mente comparados con el control lo que se traduce
a un menor nimero de mitocondrias funcionales.
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Una adecuada cantidad de mitocondrias se traduce
a un adecuado potencial de membrana mitocondrial,
lo cual es fundamental para mantener una correcta
funcion fisiologica celular.

Para evaluar la apoptosis en este estudio se utilizo el
ensayo TUNEL, el cual es ficilmente interpretable y
tiene varias ventajas, como son el permitir la cuanti-
ficacion precisa mediante la identificacion de nicleos
TUNEL-positivos o la intensidad media del color;
debido a que la apoptosis se caracteriza por la frag-
mentacion del ADN, una mayor tincién en el nicleo
(células TUNEL positivas) indica apoptosis. (12)

En los resultados de este estudio se detectaron células
TUNEL positivas con los tres selladores evaluados AH
Plus, BioRoot y CeraSeal lo que nos indica la presencia
de apoptosis, sin embargo, se observé mas claramente
mayor entrada de fluoresceina-12-dUTP a la célula en
el grupo de CeraSeal lo que podria estar relacionado
con mayor actividad apoptética. Por lo general, un tipo
de patréon TUNEL de solo nucleo se produce por una
lesion leve, mientras que una lesion mas fuerte (es
decir, una exposicion elevada) da como resultado una
tincion mas fuerte y la desintegracion de los nicleos o
c€lulas. (12) En nuestro estudio las imdgenes obtenidas
con TUNEL se observaron con fluorescencia de tipo
patrén de solo nucleo, lo que indica un dano leve en
las células originado por los selladores evaluados. Esto
difiere con lo reportado por Saygili y cols. en donde
demostraron que AH-Plus y MTA Fillapex dan como
resultado niveles mas altos de apoptosis a las 3 h por
medio del ensayo TUNEL (13) lo que estd en concor-
dancia con este estudio respecto al resultado positivo
de apoptosis por parte del AH Plus.

A pesar de que no se detectd diferencia significa-
tiva entre los selladores evaluados, BioRoot fue el
que mostrd ligeramente mayor proliferacion y viabi-
lidad celular. Tal vez se debe a que el silicato trical-
cico, que es el ingrediente principal de BioRoot, se
ha encontrado que aumenta la proliferacion celular y
promueve la diferenciacion osteogénica. El cloruro de
calcio acelera el fraguado del sellador, que presenta un
tiempo relativamente corto en el tiempo de fraguado.
Esta caracteristica podria afectar positivamente su inte-
raccion con los tejidos. (14)

Conclusion

De acuerdo con los resultados obtenidos en este
estudio, se concluye que los selladores a base de sili-
cato de calcio, BioRoot y CeraSeal promueven la proli-
feracion celular, al igual que el AH Plus, y mantienen
la viabilidad celular.

BioRoot presentd ligeramente mayor proliferacion
celular, seguido por AH Plus y después por CeraSeal
comprobado con el ensayo MTS, sin diferencia signi-
ficativa entre ellos, de igual manera mantuvieron la
morfologia celular del fibroblasto, y presentaron buena
viabilidad celular en el ensayo Vida y Muerte, ya que
solo se observan muy pocas células con dafio en la
membrana. Asimismo, los tres selladores mostraron
buena funciéon mitocondrial y fue BioRoot el que
presenté mayor cantidad de mitocondrias funcionales,
es decir, mayor potencial de membrana lo que se
traduce a una mejor actividad mitocondrial.

En cuanto la genotoxicidad, los tres selladores provo-
caron apoptosis en fibroblastos observandose células
TUNEL positivas.
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Introduccion

| tratamiento endodontico depende por

completo de la limpieza y conforma-

cion, y la obturacion tridimensional del

sistema de conductos radiculares. (1)

Por lo tanto, el principal objetivo de la

terapia endododntica es la eliminacion

de los microorganismos presentes en
el sistema de conductos radiculares y prevenir su rein-
feccion. (2—4) Es bien conocida la patogenicidad de los
microorganismos presentes en los conductos radicu-
lares de las enfermedades pulpares y periapicales. Ya
se ha establecido que la periodontitis apical es causada
por bacterias derivadas del conducto radicular. Sin
embargo, es imposible eliminar todas las bacterias del
sistema de conductos radiculares durante el tratamiento.
(3) Para lograr el éxito de la obturacion del conducto
radicular se debe sellar el espacio del conducto tanto
apical como coronalmente. (5) Es indispensable realizar
una adecuada obturacion tridimensional del sistema de
conductos radiculares, para sellar toda comunicacion
con el area periapical entre el conducto radicular y el
espacio periodontal y prevenir la penetracion bacte-
riana y la reinfeccion con toxinas bacterianas. (6) El
material mds utilizado para la obturacion del conducto
radicular es la gutapercha combinada con un cemento
sellador. La gutapercha es considerada un material de
nicleo impermeable pero no se adhiere a las paredes
de la dentina radicular, se ha demostrado que la filtra-
cion a través del conducto radicular obturado tiene
lugar en la interfaz entre el sellador y la gutapercha o
el sellador y la dentina. (5) Los cementos selladores son
materiales de relleno que cubren toda la superficie del
conducto radicular, también tienen cualidades como
lubricante que reduce la resistencia entre el cono de
gutapercha y la pared dentinaria del conducto radicular.
Para el éxito de la terapia de conducto es indispensable
seleccionar correctamente el cemento sellador, para
reducir las filtraciones y asi prevenir reinfecciones. (7)
Existen diferentes tipos de cementos selladores depen-
diendo de la composicion de su base: cementos a base
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de 6xido de zinc y eugenol; a base de hidroxido de
calcio; a base de resina; a base de ionémero de vidrio
y bioceramicos.

El Sealepex (Sybron Kerr, WA) es un sellador a base
de hidréxido de calcio con un tiempo de trabajo y
endurecimiento muy prolongado, que endurece en
el conducto radicular en presencia de humedad, tiene
baja contraccion al fraguado. Este producto tiene una
manipulacion facil al mezclado, un alto grado de
fluidez, y no mancha la estructura dentinaria. Su plasti-
cidad es adecuada, mientras su radiopacidad es escasa.
posee alta solubilidad, por lo tanto poca estabilidad.
(6) Esta compuesto por hidréxido de calcio, sulfato de
bario, 6xido de zinc, diéxido de titanio, estearato de
zinc, utiltolueno-sulfonamida, metilen-metil-salicilato,
isobutil-salicilato y pigmentos. (6)

El AH Plus (D€Trey Dentsply, Konstanz, Germany) es
un cemento sellador a base de resina époxica, tiene
propiedades como la estabilidad dimensional a largo
plazo, una mayor duracion de sellado, alta radiopa-
cidad, polimerizacion sin formacion de formaldehido y
propiedades autoadhesivas. (8) Su composicion consiste
en resina époxica, tungstenato de calcio, oxido de dicir-
conio, aerosil, 6xido de hierro, amina adamantana, N,
N-dibencil-5-oxanano-diamina-1-9, TCD-diamina, tungs-
tenato de circonio, aceite de silicona. Tiene un tiempo
de trabajo de aproximadamente 4 horas y tiempo de
fraguado aproximadamente de 8 horas a una tempe-
ratura de 37°C. (9) El cemento biocerdmico BioRoot
RCS (Septodont, Saint Maur Des Fosses, France) es
un cemento mineral bioactivo basado en la quimica
innovadora de microagregados minerales denominada
tecnologia de biosilicato activo, estd compuesto por un
polvo que contiene silicato tricalcico, 6xido de circonio
y povidona; y un liquido que contiene agua, cloruro
de calcio y policarboxilato. (10) Esta indicado para la
obturacion permanente de los conductos radiculares
mediante la técnica de cono Unico, y que presenta
ciertas caracteristicas como: biocompatibilidad, reduce
el riesgo de reacciones tisulares adversas, bioactivo,



Resumen

Introduccién: el tratamiento endodontico depende
por completo de la limpieza y conformacion y la
obturacion tridimensional del sistema de conductos.
Es indispensable realizar una adecuada obturacion
tridimensional del sistema de conductos para sellar
toda comunicacion con el drea periapical. Los mate-
riales mas utilizados para la obturacion son la guta-
percha y los cementos selladores. Los cementos
selladores deben tener la capacidad de lograr un
buen sellado y poseer efecto antimicrobiano, aunque
a la fecha no existe ningin sellador que elimine
por completo los microorganismos que se hayan
quedado en el sistema de conductos después de la
preparacion biomecinica y la irrigacion. El uso de
las nanoparticulas de plata (NpsAg) como agente
antimicrobiano con diversos microorganismos,
incluyendo bacterias endodonticas se han estudiado
ampliamente, sin embargo, el uso seguro de estos
materiales no ha sido claramente establecido. Para
conseguir un sellado en la zona apical y propiedades
de biocompatibilidad se han utilizado la hidroxiapa-
tita (HA). El objetivo de este trabajo fue evaluar las
propiedades fisicas y antimicrobianas contra bacte-
rias gram negativas y gram positivas de los cementos
endodonticos. Materiales y métodos: elaboracion y
caracterizacion de las nanoparticulas de hidroxiapa-
tita y plata, incorporacion de los polvos a los cementos
comerciales, realizacion de las pruebas fisicas de los
cementos con los polvos, realizacion del efecto anti-
microbiano contra bacterias gram negativas y gram
positivas Resultados: se obtuvieron nanoparticulas
de hidroxiapatita y plata con tamafnos homogéneos,
se incorporaron a lo largo de todo el cemento, y
hubo un efecto antimicrobiano favorable. Con el uso
de los polvos se lograron resultados satisfactorios en
las pruebas fisicas. Conclusiones: se pudo observar
que la incorporacion de los polvos de HA y AgNps, no
modificaron las propiedades fisicas de los cementos
selladores endodonticos y se obtuvieron resultados
antimicrobianos favorables contra bacterias gram
negativas y gram positivas.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata,
Hidroxiapatita, Cementos selladores, Bacterias
gram positivas, Bacterias gram negativas.

produce una mineralizacion de la estructura dentinaria
mediante la formacion de hidroxiapatita (11-13), pH
elevado, lo que genera un ambiente alcalino favorable
y liberacion de hidréxido de calcio aumentando asi el
proceso de mineralizacion, adhesion a dentina y puntas
de gutapercha, ausencia de contraccion, facil obturacion
y manejo, presenta una fluidez adecuada, facil elimina-
cion y buena radiopacidad. (14)
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Abstract

Introduction: endodontic treatment depends entirely
on cleaning and shaping and threedimensional filling
of the root canal system. It is essential to perform an
adequate three-dimensional obturation of the canal
system to seal all communication with the periapical
area. The most used materials for filling are gutta-
percha and sealing cements. Endodontic sealer must
have the ability to have a good seal and have an anti-
microbial effect, although to date there is no sealant
that eliminates microorganisms that have remained
in the canal system after biomechanical prepara-
tion and irrigation. The use of silver nanoparticles
(AgNPs) as an antimicrobial agent against various
microorganisms, including endodontic bacteria, has
been extensively studied, however, the safe use of
these materials has not been clearly established. To
achieve a seal in the apical area and biocompatibility
properties, hydroxyapatite (HA) has been used. The
objective of this work was to evaluate the physical
and antimicrobial properties against gram nega-
tive and gram-positive bacteria of endodontic sealer.
Materials and methods: preparation and character-
ization of the hydroxyapatite and silver nanoparti-
cles, incorporation of the powders into commercial
endodontic sealer, performance of the physical
tests of the cements with the powders, realization of
the antimicrobial effect against gram-negative and
gram-positive bacteria. Result: hydroxyapatite and
silver nanoparticles with homogeneous sizes were
obtained, incorporated throughout the endodontic
sealer there was a favorable antimicrobial effect with
the incorporation of silver nanoparticles. With the
incorporation of the powders, we obtained satis-
factory results in the physical tests. Conclusions:
we were able to observe that the incorporation of
HA and AgNps powders did not modify the physical
properties of the endodontic sealing and favorable
antimicrobial results against gram negative and gram-
positive bacteria were obtained.

Keywords: Silver nanoparticles, Hydroxyapatite,
Endodontic sealer, gram positive bacteria, gram
negative bacteria.

En el 2012 se lanzé al mercado GuttaFlow 2
(Coltene/Whaledent, Langenau, Alemania) en susti-
tucion del sellador GuttaFlow. Esta formulado con poli-
dimetilsiloxano, particulas de gutapercha (menores de
30 un) y nanoparticulas de plata. Su presentacion es
en jeringas o capsulas premezcladas para mejorar la
consistencia de la mezcla y facilitar su uso. (15)
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Los cementos selladores tienen fallas debido a la micro-
filtracion que podria surgir en la interface del sellado,
el nicleo del sellado, la fijacion adhesiva del sellador
con la dentina radicular. (16, 17) El sellador endodéntico
debe poseer ciertas condiciones como lograr una adap-
tacion al sellado apical, para crear un enlace quimico
entre el sellador y la pared dentinal del conducto radi-
cular y/o una ligera expansion del sellado durante el
fraguado. Por lo tanto, es esencial que los materiales
endodonticos también contengan componentes espe-
cificos que liberen sustancias para la actividad anti-
bacteriana y no disolverse en fluidos de la cavidad
oral. (18,19) La incorporacion de nanoparticulas en los
cementos selladores endodonticos promueve una libe-
racion prolongada de componentes antimicrobianos,
como son la nanoparticulas de plata (NpsAg) que
poseen una actividad bactericida rapida, ya que pueden
penetrar ficilmente la membrana celular bacteriana.
(20) De hecho, para la mayoria de las células, la absor-
cion de NpsAg es a través de la endocitosis por endo-
somas y lisosomas. (21) Una vez dentro de la célula, las
NpsAg interactian con el ADN y las proteinas, lo que
ocasiona alteraciones en el emparejamiento de bases, la
sintesis de la pared celular y los procesos respiratorios,
resultando en la muerte bacteriana. (22)

La hidroxiapatita (HA) tiene propiedades de biocompa-
tibilidad, bioactividad y similitud con la base mineral
de los dientes y huesos, ha tenido diversos usos en
endodoncia. Se han empleado en la incorporacion
de nanoparticulas de hidroxiapatita en los cementos
selladores para mejorar su biocompatibilidad y capa-
cidad de sellado, sobre todo, en el tercio apical. (23)

El objetivo de este estudio fue incorporar nanopar-
ticulas de hidroxiapatita y plata a cuatro cementos
selladores endodonticos comerciales para mejorar sus
propiedades antimicrobianas.

Materiales y métodos

Sintesis de HA

Para la sintesis de HA se realizé por el método Sol-gel
con nitrato de calcio tetrahidratado (99.5 %, Fermont)
y trietilfosfito (98 %, ALDRICH). Para obtener un polvo
de HA la solucion se sometio a desecacion en el horno
a 100° C por 24 h y posterior a 970° C por 3 h. (24)

Sintesis NpsAg

El mecanismo de formacion de las nanoparticulas de
plata fue a partir de reduccion quimica. Se utilizo nitrato
de plata como precursor metilico, acido galico (975 %,
SIGMA) como agente reductor e hidréxido de sodio
(97 %, Jalmek) como estabilizador. Se agrego 0.4 g de
acido galico disuelto en agua desionizada a una solu-
cion de nitrato de plata 10 mM en agitacion constante y se
ajusto el pH a 11 con el agente estabilizante. (25)

Dopaje de HA con NpsAg

Se mezclo 1 g de hidroxiapatita en 100 mL de NpsAg
para obtener concentraciones de plata de 50 mM
respectivamente. La mezcla se mantuvo en agitacion
constante durante 96 horas a temperatura ambiente;
trascurrido el tiempo, se filtro al vacio y se someti6 a
desecacion a 100 °C por 24 h y después a 200° C por
3 h. (25)

Obtencién del cemento

Se tomd una muestra de cemento, pesandola previa-
mente para obtener un peso de 0.8 g. Enseguida se
agregaron los polvos de HA-NpsAg al cemento y se
mezcl6 en una espatula y loseta de papel hasta que la
muestra tuvo un aspecto homogéneo. Posteriormente
se dejo en la loseta de papel hasta que el cemento
complet6 su fraguado.

Caracterizacion estructural

La caracterizacion estructural del cemento con HA 'y
NpsAg se realizé mediante: espectroscopia infrarroja,
espectrofotometria UV-vis, Difraccion de rayos X y
microscopia electronica de barrido.

Efecto antimicrobiano por difusién
en disco (halo de inhibicion)

Se utilizaron bacterias gram positivas (Enterococcus
Jaecalis, Streptococcus mutans, Bacillus subtilis y
Staphylococcus aerus) y gram negativas (Escherichia
coli, Proteus uvulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella oxytoca y Enterobacter). Se dividieron los
cementos selladores en grupos

e  Grupo 1. Sealapex

e Grupo 2. Sealapex con nanoparticulas de HA y
plata fraguado.

e Grupo 3. Sealapex con nanoparticulas de HA y
plata sin fraguado.

®  Grupo 4. AH Plus.

e  Grupo 5. Ah Plus con nanoparticulas de HA y
plata fraguado.

e  Grupo 6. Ah Plus con nanoparticulas de HA y
plata sin fraguado.

®  Grupo 7. Bioroot

e  Grupo 8. Bioroot con nanoparticulas de HA y
plata fraguado.

e Grupo 9. Bioroot con nanoparticulas de HA y
plata sin fraguado.
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e Grupo 10. Guttaflow

e Grupo 11. Guttaflow con nanoparticulas de HA
y plata fraguado.

e Grupo 12. Guttaflow con nanoparticulas de HA
y plata sin fraguado.

Se estandariz6 el inoculo por densidad 6ptica al
estandar 0.5 de Mc Farland, y se deposito en el centro
de la placa de agar, con un hisopo de algodon estéril
se disperso el inoculo por toda la superficie del agar
por estria cerrada, El material a medir su efecto antimi-
crobiano se expuso a luz ultravioleta por 30 min para
evitar contaminacion del medio. En cada caja Petri de
cada bacteria se colocaron las esferas de los cementos
y se incubaron a 37°C durante 24 h. Trascurrido el
tiempo, se procedio a realizar la medicion del halo
de inhibicién con un vernier de extremo a extremo
(didmetro) en mm.

Conteo de unidades
formadoras de colonias

En un tubo de ensayo se colocaron 3 ml de caldo
Mueller Hinton con el inoculo de la bacteria estan-
darizada, y cada uno de los cementos a estudiar.
Se incub6 a 37°C, en agitacion constante, por 8
horas. Transcurrido el tiempo se realizaron las dilu-
ciones 1/1 000 000, se llevo a cabo el extendido en
cajas Petri con agar Mueller Hinton y se incubaron
a 37°C durante 24 h, posteriormente se contaron
las colonias.

Pruebas de flujo

Se utilizé una jeringa graduada de 1 ml, se colo-
caron 0.5 ml de los cementos selladores en una
loseta de vidrio. Después de 30 segundos de la
mezcla se aplico otra loseta de vidrio. Después de 10
minutos se midieron los didmetros mayor y menor
de las areas circulares comprimidas de cada muestra
utilizando un calibrador digital. (26)

Pruebas de filtracion

Se recolectaron 60 dientes humanos extraidos,
unirradiculares, fueron excluidos los dientes que
tuvieran restauraciones de amalgama, sin dpices
maduros, que presentaran fracturas o fisuras radi-
culares, que tuvieran tratamiento de conductos
previos, que no presentaran permeabilidad del
conducto radicular.

Se colocaron en hipoclorito de sodio al 5% por 24
horas; seguido, se lavaron con agua y se eliminé el
tejido organico y el cdlculo con puntas de ultrasonido
NSK. Se sometieron a una desinfeccion de alto nivel
en una autoclave de calor himedo por 40 minutos.
Se cortaron las coronas de las piezas dentales para

que todos quedaran a una longitud de 14 mm con un
disco de diamante de baja velocidad. Se prepararon
los conductos radiculares con el sistema Protaper
Next hasta X3, siguiendo las recomendaciones de la
casa comercial, con un motor Xsmart de Dentsply,
se irrigaron los conductos entre cada instrumento 1
ml de NaOCl al 2.5 %, y al terminar la instrumenta-
cion se realizé el acondicionamiento del conducto,
fisiologico. Los conductos radiculares se secaron con
puntas de papel estériles Protaper Next. Se obturaron
con la técnica de cono Unico con conos de guta-
percha Protaper Next X3. Se dejaron 72 h a tempe-
ratura ambiente para que los cementos selladores
terminaran su fraguado. Para este estudio se seleccio-
naron al azar cinco dientes obturados de cada grupo,
luego se sumergieron en una solucion de azul de
metileno, por 96 h; cada 24 h se volteaba el recipiente
que contiene las piezas dentales. (26) Posteriormente,
se sometieron a una técnica de diafanizacion con
resina cristal.

Pruebas estadisticas

Todas las pruebas se realizaron por triplicado, se
expresan como media y desviacion estandar, se reali-
zaron pruebas de normalidad teniendo un resultado no
paramétrico y se realizaron pruebas de comparacion
U de Mann Whitney; se usd un paquete estadistico
SPSS, version 25.

Resultados

Hidroxiapatita

Se llevé a cabo una caracterizacion por espectros-
copia IR y Raman para probar la composicion de
la hidroxiapatita. En los espectros de IR (Fig. 1A),
las bandas ubicadas a 560, 600 y 628 cm™ se atri-
buyen a vibraciones de flexion del grupo fosfato.
Tres bandas prominentes a 961, 1022 y 1090 c¢m™!
corresponden a una vibracion simétrica del grupo
fosfato. Los espectros Raman (Fig. 1B) mostraron
bandas en 435, 590, 964, 1049 y 1081 cm™, donde
la banda de 964 cm™ fue la mas fuerte, comun-
mente asociada con hidroxiapatita carbonatada. Las
bandas a 435 y 590 cm™ corresponden a la flexion
del grupo fosfato y las bandas a 1049 y 1081 cm™ al
estiramiento del mismo grupo.

Nanoparticulas de plata

Los espectros UV-Vis de las nanoparticulas mues-
tran una fuerte absorbancia a 407 nm, que coin-
cide con la resonancia del plasmon superficial de
la plata. A 286 nm otra banda indica la presencia
del agente reductor (acido gilico). El tamano de las
nanoparticulas de plata también se midi6 a través
de DLS, el didmetro promedio fue de 2.65 + 0.5 nm
(Fig. 2).
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Hidroxiapatita con nanoparticulas de plata

Los espectros de IR de ambos é)olvos de HA con y sin plata muestran una banda a 568 cm™ correspondiente a una
vibracion de flexién de la PO47". Una banda fuerte a 1027 cm™ corresponde a una vibracién simétrica del PO4>". A
1655 cm™ un pequefio hombro perteneaente al grupo OH-, muy probablemente debido a la presencia de agua libre.
(99) Dos bandas débiles a 1427 y 871 cm™ corresponden al grupo CO3% (100) Independientemente de la concen-
tracion de nanoparticulas de plata, no hay cambios significativos en las bandas o los espectros en general. (Fig. 3)

fv.n)

Ietensidad {s. a)

Fig. 3. Caracterizacion del dopaje de HA
con NpsAg. A) Uv-Vis; B) ART-FTIR
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Cementos con las nanoparticulas
de hidroxiapatita y plata

Se observa en las imagenes de SEM, en diferentes
aumentos, los cementos selladores con la adicion de las
nanoparticulas de hidroxiapatita y plata, se aprecia en

En la figura 5 se muestra en la grafica de barras
que el cemento con mayor didmetro de inhibicion
fue el BioRoot al que se le anadieron las nanoparti-
culas de hidroxiapatita y plata, y que ain no estaba
fraguado presentando un halo inhibitorio de 3.82 +
1.49 mm, seguido del Sealapex con las nanoparticulas
de hidroxiapatita y plata de igual manera, sin haber
completado su fase de fraguado con una inhibicion
de 3.14+1.19 mm del halo, posteriormente el cemento

las micrografias y se observa zona de mayor contraste
distribuidos en todo el cemento sellador que se
asocian con la hidroxiapatita, también se visualiza la
morfologia redonda de las nanoparticulas, y en ciertas
zonas, aglomeracion de las nanoparticulas (Figs. 4).

Fig. 4. Micrograféas de
SEM. A) Sealapex;

B) AH Plus; C) BioRoot;
D) Guttaflow

AH Plus con las nanoparticulas de hidroxiapatita y
plata sin fraguar tuvo un halo inhibitorio de 3.01£1.0
mm, presentando mejores resultados los tres cementos
Sealapex, AH Plus y BioRoot con las nanoparticulas
de hidroxiapatita y plata sin fraguar. Sin embargo, el
cemento que no obtuvo ninguno tipo de inhibicion en
esta prueba fue el Guttaflow con las nanoparticulas,
fraguado y sin fraguar.

Didmetro (mm)

CEMENTOS

Fig. 5. Halo de inhibicion de los cementos selladores con cada uno de los trata-
mientos. El * representa que existe una diferencia estadisticamente significativa

con un valor de p<0.05



En la figura 6 se puede observar el comportamiento de
las bacterias, siendo las gram negativas mas sensibles
a los cementos selladores, presentando mayor halo
de inhibicion. Las bacterias gram positivas presen-
taron mayor resistencia a los cementos selladores, sin
embargo, no existe una diferencia estadisticamente
significativa.

Fig. 6. Halo de inhibicion,
bacterias gram negativas y
gram positivas

En la figura 7 se puede apreciar el comportamiento
de las diferentes especies bacterianas, siendo E. coli
(1.98+2.41 mm) y Enterobacter (1.75+2.3 mm), las
bacterias mas sensibles a los diversos cementos sella-
dores. Estas bacterias gram negativas. Sin embargo,
las bacterias mas resistentes a los cementos sella-
dores fueron P. aeroginosa (1.35+1.61 mm) que es
una bacteria gram negativa y S. mutans (0.94+1.21
mm) que es una bacteria gram positiva.

Fig. 7. Halo de inhibi-
cién agrupados por
bacterias

Conteo de unidades
formadoras de colonias

En esta prueba antimicrobiana se puede observar,
en la figura 8, el comportamiento de los diversos
cementos selladores en contra de las bacterias gram
negativas y gram positivas. El resultado fue que el
cemento BioRoot con las nanoparticulas de hidroxia-
patita y plata sin fraguar fue el que tuvo diferencia
estadisticamente significativa en comparacion con
todos lo cementos selladores estudiados, la bacteria S.
mutans (6.13 + 3.3 X 108 UFC/mL) fue la que presento
mayor resistencia a todos los cementos estudiados, y
la bacteria mas sensible a estos tratamientos fue el
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E. faecalis (3.17 £ 25 X 108 UFC/mL). En todas las
bacterias estudiadas, el BioRoot con las nanoparticulas
de hidroxiapatita y plata sin fraguar tuvo una dife-
rencia significativa contra el control, eso significa que
el cemento BioRoot con las nanoparticulas de hidro-
xiapatita y plata sin fraguar tuvo una accién antimicro-
biana favorecedora, a diferencia de los otros cementos
selladores estudiados, seguido por los cementos sella-
dores Sealapex con nanoparticulas de hidroxiapatita
y plata sin fraguar; al igual que le AH Plus con nano-
particulas de hidroxiapatita y plata sin fraguar y, por
dltimo, el cemento Guttaflow que no presenta un
efecto antimicrobiano tan favorecedor.

Ecod Pwddgoris Pouregingio Enterobo £ forcals Smutons Sournn Bisbtlls
BACTERIAS

Fig. 8. A) UFC con los diferentes tratamientos; B) UFC con las bacterias estudiadas.
El * representa que existe una diferencia estadisticamente significativa con un valor de p<0.05, # significa que hay
diferencia estadisticamente significativa con todas las muestras, letras similares significa que hay diferencia estadistica-

mente significativa entre ellas
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Prueba de flujo

En la figura 9, que corresponde a la prueba de flujo,
los resultados obtenidos fueron que al afnadir a los
cementos selladores las nanoparticulas de hidroxiapa-
tita y plata, no cambi6 el recorrido del flujo necesario
que debe tener un cemento sellador para que pueda
penetrar a lo largo del conducto principal y de las
ramificaciones que contiene el sistema de conductos,
asi como a los tubulos dentinarios. Esto se basé en
la norma ISO 6876:2012 que dice que el cemento-
sellador endodontico debe poseer un flujo no menor
de 17 mm.

Prueba de filtracion

30 -

25

20 -

Flujo (mm)

A

.

Sealpex  SNP Ahplus  ANP Bioroot  BNP
CEMENTOS

Fig. 9. Prueba de flujo

Guttaflow GNP

En las pruebas de filtracion se observa en la figura 10, que al anadirle las nanoparticulas de hidroxiapatita y plata
a los cementos selladores no afect6 el sellado que tiene en las paredes dentinarias, hubo una pequenia disminu-
cion a la filtracion, en los cementos Sealapex y Guttaflow.

50
45
404
354
304
254

204
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104
054

004

Sealapex  SNP Ahplus

Fig. 10. Prueba de filtracién

Sealapex

e |

ANP  Bioroot BNP  Gutafow GNP
CEMENTOS

Bioroot Guttaflow

Fig. 11. Dientes diafanizados con los diferentes cementos selladores



Discusion

En este estudio podemos observar el desarrollo
exitoso de cuatro cementos selladores endodon-
ticos Sealapex, AH Plus, BioRoot y Guttaflow apli-
candole nanoparticulas de hidroxiapatita y plata.
Aunque existen diferencias evidentes entre los
cementos selladores disponibles, de acuerdo con su
composicion, la incorporacion de ambos materiales
nanométricos ayudo a conservar caracteristicas fisi-
coquimicas adecuadas cuando se incluyeron en los
cementos selladores. Asimismo, la actividad antimi-
crobiana de los cementos selladores con nanopar-
ticulas de hidroxiapatita y plata demostraron tener
un adecuado efecto antimicrobiano contra todos los
microorganismos usados, tanto bacterias gram nega-
tivas y gram positivas; identificando que el efecto
de inhibicion de crecimiento fue principalmente
asociado con la presencia de los materiales nanoes-
tructurados como la hidroxiapatita y la plata, tipo
de membrana bacteriana, tipo de cemento sellador
endodontico, presentacion del cemento sellador, asi
como de las diferentes especies bacterianas a las
cuales fueron expuestos. En este sentido, los dife-
rentes cementos selladores usados con la incorpo-
racion de hidroxiapatita y plata nanoestructuradas
podrian representar una alternativa con potencial
de aplicacion en el drea endododntica para el trata-
miento de obturacion del sistema de conductos radi-
culares en donde patologias con diagnéstico pulpar
de necrosis y periapicales podrian estar presentes.

Es de gran importancia resaltar la problematica que
tienen actualmente diversas enfermedades infecciosas
relacionadas con la presencia de microorganismos
resistentes a medicamentos. Existen diversos estudios
que han evaluado diferentes tipos de bacterias y se ha
encontrado a las gram negativas con la mayor suscep-
tibilidad a los diversos medicamentos, incluyendo las
nanoparticulas de plata. Las bacterias poseen una
pared celular delgada y una sola capa de peptidogli-
canos, lo que ayuda a la penetracion de los iones al
interior de membrana bacteriana; por lo contrario, las
bacterias gram positivas poseen una capa gruesa de
peptidoglicanos. Esta membrana actia como barrera
parar impedir la penetracion de los iones al interior y
asi evitar llegar al citoplasma. (27-29) Existen reportes
opuestos en los cuales se proponen ciertas diferencias
dirigidas principalmente a caracteristicas microbiol6-
gicas asociadas con especies en participar. (27)

Los resultados obtenidos en este estudio indicaron que
todos los cementos selladores presentaron algin nivel
de inhibicion bacteriana tanto en bacterias gram nega-
tivas como en bacterias gram positivas, sin embargo,
las bacterias gram positivas mostraron una tendencia
a resistir mas el efecto antimicrobiano de las nano-
particulas de hidroxiapatita y plata en comparacion
con las gram negativas. Asimismo, el efecto antimicro-
biano de las nanoparticulas de hidroxiapatita y plata

Endodoncia Actual

demostraron ser mas eficaces cuando se utilizaron
en los cementos Sealapex, AH Plus, BioRoot, Gutta-
flow con la presentacion sin fraguar, en comparacion
que aquellos cementos que fraguaron completamente.
Particularmente, el cemento sellador endodéntico
BioRoot, incorporandole nanoparticulas de hidroxia-
patita y plata sin fraguar, fue el cemento con mayor
inhibicién bacteriana en todas las pruebas antimicro-
bianas, mientras que el menos eficaz fue el cemento
Guttaflow (Fig. 10).

Conclusion

En la presente investigacion se logrd sintetizar, por
el método sol-gel y sintesis quimica, nanoparticulas
de hidroxiapatita y plata con caracteristicas fisico
quimicas adecuadas para el uso endodontico.

Los cementos selladores utilizados en este estudio con
las diversas caracteristicas de uso tuvieron actividad
de inhibicion de crecimiento bacteriano para todas
las especies usadas; sin embargo, el efecto antimicro-
biano mas eficaz fue encontrado principalmente en el
cemento sellador BioRoot con las nanoparticulas de
hidroxiapatita y plata sin fraguar, primordialmente en
bacterias gram negativas.

El efecto antimicrobiano de la hidroxiapatita y plata
conjugado presenta una relacion directa con el
tamano y forma del compdsito nanométrico sinteti-
zado de 263 + 23 nm, caracteristicas fisicoquimicas que
permiten interactuar con las particularidades en cada
especie microbiana como es su membrana bacteriana.

Las evaluaciones de adherencia y flujo de los mate-
riales selladores con materiales nanoestructurados de
hidroxiapatita y plata indicaron que cumplen satisfac-
toriamente las normativas internacionales para su uso
en el drea endodontica.

Recomendaciones

Aunque este estudio puede recomendar a los cementos
selladores con nanoparticulas de hidroxiapatita y plata
como agentes potenciales en el sellado y desinfec-
cion del conducto radicular en procesos endodonticos
convencionales, es necesario realizar otras pruebas
fisicoquimicas y de biocompatibilidad para uso seguro
de estos materiales en el tratamiento de lesiones endo-
donticas recurrentes.
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Introduccion

nterococcus faecalis es un organismo
persistente que, a pesar de constituir
una pequefia proporcion de la flora
en conductos no tratados, desem-
pefa un papel importante en la etio-
logia de las lesiones perirradiculares
persistentes después del tratamiento
del conducto radicular. Se encuentra cominmente en
un alto porcentaje de los fracasos endodonticos y es
capaz de sobrevivir en el conducto radicular como un
solo organismo o como un componente importante
de la flora. El Enterococcus faecalis es un coco gram
positivo, anaerobio facultativo y un habitante normal
del tracto intestinal humano. (1)

A causa de sus factores de virulencia E. faecalis puede
sobrevivir y para que esto ocurra las células tendrian
que ser capaces de adaptarse al suministro de nutrientes
alterados y ser capaz de crecer dentro del tibulo, que se
le atribuye por su capacidad de adherencia a las células
del huésped, expresion de proteinas para asegurar
su supervivencia como resultado de suministro de
nutrientes del medio ambiente alterado, capacidad de
competir con otras c€lulas y afectar la respuesta del
huésped y el medio ambiente. (2)

La proteina de union de colageno de E. faecalis llamada
ACE es un componente superficial microbiano que
reconoce moléculas de matriz adhesiva (MSCRAMM)
que media en la adhesion a las proteinas de la matriz
extracelular, coligeno tipo Iy IV y laminina, ya que
el colageno representa aproximadamente el 90% de
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la fase de la dentina y la mayoria de ese coligeno es
de tipo I, por lo que ACE media la union a la dentina.
(8) Se ha demostrado que la proteina de unién a cola-
geno es un factor de virulencia potencial que le da
a E. faecalis la capacidad de unirse a la dentina. Se
ha descubierto que las adhesinas producidas en la
superficie de las células bacterianas ejercen efectos
protectores contra los antibidticos y los polipéptidos
antimicrobianos. El fendmeno de adherencia para
algunos microorganismos también se asocia con resis-
tencia contra antimicrobianos y condiciones adversas.
En consecuencia, también se puede especular con E.
Jfaecalis que sus adhesinas y/o adherencia confieren
a la bacteria resistencia a los antimicrobianos. En este
estudio se tuvo como objetivo detectar la presencia del
gen de la proteina de union al coligeno en cepas de
E. faecalis, aisladas de conducto radicular con fracaso
endodontico. (3)

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio transversal, descriptivo y pros-
pectivo, con un muestreo no probabilistico por cuotas.
Se seleccionaron 36 pacientes con 6rganos dentarios
con tratamiento de conductos previo, con o sin lesion
periapical, sintomaticas y asintomadticas, restaurados
o no restaurados. Después de desobturar con fresas
gates y Hestroem, se irrigaron los conductos con solu-
cion salina, para proceder a la toma de muestra del
conducto radicular, previo consentimiento informado
aprobado por el Comité de Etica e Investigacion de la
Facultad de Estomatologia con la clave CEI-FE-033-018.
Las muestras se colocaron en tioglicolato almacenan-
dolas a -20°C, para posteriormente realizar la extrac-



Resumen

Introduccién: La proteina de union de colageno de
E. faecalis llamada ACE es un componente superfi-
cial microbiano que reconoce moléculas de matriz
adhesiva (MSCRAMM) que media en la adhesion
a las proteinas de la matriz extracelular, coligeno
tipo Iy IV y laminina, ya que el coldgeno representa
aproximadamente el 90% de la fase de la dentina y
la mayoria de ese coligeno es de tipo I, por lo que
ACE media la union a la dentina.

Objetivo: Determinar por medio de reaccion en
cadena de la polimerasa la presencia de gen ACE
en E. faecalis aislado, del conducto radicular con
fracaso endodoéntico.

Metodologia: Se tomaron muestras de 36 conductos
radiculares de 6rganos dentarios de pacientes con
sintomatologia clinica y radiografica de fracaso endo-
dontico. Se realizo una fase molecular para su iden-
tificacion por PCR. Se optimiz6 un protocolo para
la lisis bacteriana, purificacion y amplificacion de
ADN. Se procedi6 a la separacion de los productos
mediante gel de agarosa. Se determiné la prevalencia
de E. faecalis por medio de PCR, en 13 muestras de
pacientes que cumplian con los criterios de selec-
cion. Los resultados se analizaron con el programa
SPSS, con un nivel de significancia de p<0.05, reali-
zando la prueba exacta de Fisher para determinar
una asociacion entre la deteccion de E. faecalis con
la sintomatologia clinica. Todos los valores fueron
representados mediante estadistica descriptiva, utili-
zando grificas y tablas, que muestran las medidas
de tendencia central y de variabilidad.

Resultados: Se detect6 la presencia de E. faecalis
en el 36% de las muestras aisladas de conductos
radiculares con fracaso endodontico. De las mues-
tras positivas a la presencia del microorganismo, se
detecto el gen ACE en el 100%. En cuanto al género
fue mas comin encontrar hombres que presen-
taran 6rganos dentarios con fracaso endodontico.
La edad promedio fue de 42.15 anos. Con respecto
a la distribucion de 6rganos dentarios, la mayoria de
las muestras fueron aisladas de molares inferiores,
seguido de incisivos centrales superiores e inferiores.
La presencia de la especie seguin la sintomatologia
existente, el microorganismo se presentd con mayor
frecuencia ante el dolor a la percusion

Conclusiones: Se detect6 la presencia de E. faecalis
en el 36% de las muestras aisladas de conductos
radiculares con fracaso endodontico, la presencia
del gen ACE, de estas muestras positivas, se detectd
en el 100 % mediante la técnica molecular

Palabras clave: Gen ACE, E. faecalis, PCR.
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Abstract

Introduction: the presence in E. faecalis of the ACE
gene has been demonstrated, which influences the
adhesion to collagen and laminin. Since collagen
accounts for approximately 90% of the organic
phase of dentin, the ACE gene determines the dentin
binding of this microorganism.

Objective: determine by polymerase chain reaction
the presence of ACE gene in E. faecalis isolated from
root canal with endodontic failure.

Materials and methods: samples were taken from 36
root canals of dental organs of patients with clinical
and radiographic symptoms of endodontic failure. A
molecular phase was carried out for identification by
PCR. A protocol for bacterial lysis, purification and
amplification of DNA was optimized. The products
were separated by agarose gel. The prevalence of
E. faecalis was determined by PCR in 13 samples of
patients who met the selection criteria. The results
were analyzed with the SPSS program, with a signifi-
cance level of p<0.05, performing fisher’s exact test
to determine an association between the detection of
E. faecalis. with clinical symptomatology. All values
were represented by descriptive statistics, using
graphs and tables, which show measures of central
tendency and variability.

Results: the presence of E. faecalis was detected
in 36% of the samples isolated from root canals
with endodontic failure. Of the positive samples to
the presence of the microorganism, the ACE gene
was detected in 100%. As for gender, it was more
common to find men who had dental organs with
endodontic failure. The median age was 42.15 years.
With regard to the distribution of dental organs, most
samples were isolated from lower molars, followed
by upper and lower central incisors. The presence
of the species according to the existing symptom-
atology, the microorganism was presented more
frequently before the pain to the percussion

Conclusions: the presence of E. faecalis was detected
in 36% of the samples isolated from root canals with
endodontic failure, of these positive samples the
presence of the ACE gene was detected in 100% by
means of molecular techniques.

Keywords: ACE gene, E. faecalis, PCR.
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cion y purificacion del ADN, mediante el Wizarda
Genomic DNA Purification Kit. Posteriormente se veri-
fico y cuantifico la presencia de ADN en un espec-
trofotémetro NanoDropO. Se procedi6 a realizar la
amplificacion con los oligos para el gen de E. faecalis
y a las muestras positivas a este se les amplifico para
la identificacion del gen ACE, utilizando una mezcla
maestra con buffer 5x, MgCl2 25 mM, oligo sentido
y antisentido 10 uM ¢/u, ADN Taq Polimerasa 5u/ul,
dDNTP’s 10 mM, muestra de ADN1 ml, utilizando las
siguientes condiciones de ciclado: una desnaturali-
zacion inicial a 95° C por 5 minutos, variando para
gen ACE a 94° C por 2 minutos, seguida por ciclos de
desnaturalizacion por 30 seg, alineacion a 52°C por 1
minuto, variando esta temperatura a 51°C para el gen
ACE, una extension a 72°C por un minutos, conclu-
yendo con una extension final a 72°C por 5 minutos

Resultados

Formaron parte del estudio un total de 36 pacientes,
los cuales fueron elegidos de acuerdo con los criterios
de la seleccion. En cuanto al género fue mas comuin
encontrar hombres (61%) que presentaron fracaso
endodontico. (Grafica D).

Los 6rganos dentarios que presentaron fracasos endo-
donticos con mayor frecuencia fueron molares en un
47.22% (Grafica 2).

para gen de E. Faecalis y por 10 minutos para gen
ACE. Se procedio a realizar la electroforesis en gel
de agarosa al 2% a 85 V por 60 minutos mediante
una fuente de poder PowerPacO Basic Power Supply
de Bio-Rad. La observacion del gel se realizo en el
fotodocumentador ENDUROO Gel Documentation
System. Una vez obtenidos resultados positivos para
la presencia del gen ACE en los productos amplifi-
cados por PCR, los tubos fueron sellados y enviados al
laboratorio para su secuenciacion. Las muestras fueron
secuenciadas con el método de didesoxinucledtidos
marcados en el secuenciador 3130 Genetic Analyzer
de Applied Biosystems. Una vez obtenidos los resul-
tados de la secuenciacion, estos se analizaron con la
base de datos del NCBI, en el apartado de Blastn para
encontrar coincidencias con secuencias ya reportadas.

Mujeres
39%

Hombres

61%
Hombres Mujeres
Gréfica 1. Distribucion de la muestra por género.
Molares

LI T T

Premolares
LT

Anteriores
L
0 20 40 60 80 100

Grafica 2. Distribucion de érgano dentario afectado

Al realizar la amplificacion para el gen 16S tRNA de E. Faecalis en 13 muestras, se detectd su presencia. (Fig. 1)

(Tabla 1)

Tabla 1. En 13 de 36 muestras, se detecto la presencia
de E. faecalis

m PRESENCIA n(%) | AUSENCIAn(%) | TOTAL n(%)
6 (100)

AT RECEEIEY 13 (36.11) 23 (63.89)

Marcador de
tamario
molecular de
100 pb

143 pb

Fig. 1. Gel de agarosa al 2 % para la amplificacion del gen 16S rRNA E.
Jfaecalis (143 pb) con un marcador de 100 pb en muestras obtenidas de
fracasos endodonticos
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En las 13 muestras que salieron positivas como E. faecalis mediante PCR, se le realizo PCR punto final para la

deteccion del gen ACE. (Fig. 2) (Tabla 2)

Tabla 2

Las 13 (100%) muestras positivas para el gen 16S rRNA de E.faecalis resul-
taron positivas para el gen ACE, adhesina capacitada para el reconocimien-
to de moléculas de matriz extracelular de la superficie microbiana.

m PRESENCIAn(%) | AUSENCIAn(%) | TOTAL n(%)
ACE 0

13 (100) 13 (100)

Se realizo la prueba exacta de Fischer con el programa
estadistico SPSS version 24, entre la presencia del E.
Jfaecalis y las variables cualitativas en cuanto a los
sintomas presentes en los pacientes, sin encontrar resul-
tados estadisticamente significativos p < (0.05) (Tabla 3).

Los resultados de la secuenciacion mostraron un 90.56
% de coincidencia con E. faecalis (Tabla 4).

Discusion

E. faecalis se asocia con lesiones perirradiculares
cronicas asintomdticas de forma significativamente
mas frecuente que con periodontitis perirradicular
aguda o abscesos perirradiculares agudos. E. faecalis
se encuentra en 4 a 40% de las infecciones endodon-
ticas primarias. Se ha demostrado que la frecuencia de
este microorganismo en las lesiones perirradiculares
persistentes es mucho mayor. De hecho, los casos
fallidos de tratamiento del conducto radicular son
nueve veces mas propensos a contener esta bacteria
que las infecciones endodonticas primarias. (4)

Los estudios que investigan su aparicion en dientes
con tratamiento de conductos con lesiones perirradi-
culares han demostrado una prevalencia que oscila
entre el 24 y el 77 %. (5, 6, 8, 9 El amplio rango de
prevalencia de E. faecalis entre los estudios puede
atribuirse a diferentes técnicas de identificacion, dife-

I

Marcador
molecular

100pb 101 pb

Fig. 2. Gel de agarosa al 2 % para la amplificacion del gen ACE de E.
Jfaecalis (101 pb) con un marcador de 100 pb en muestras obtenidas de
fracasos endodonticos

Tabla 3. Relacién de la presencia de E. faecalis con
variables cualitativas

Gen ACE n(%) Valor-P1

Dolor espontaneo 5(38) 137

Dolor a la percusion 13 (100) .565
DILGTERENEIEII T 6 (46) N/A
DITEREY  ER IS 13 (100) N/A
Inflamacion extraoral RV 1.678
Inflamaciénintraoral KX N/A

p <0.05, prueba exacta de Fischer 1

Tabla 4. Resultados del porcentaje de coincidencia de
las muestras secuenciadas del gen ACE, a través del
programa BLAST del NCBI

MUESTRA 'Porce'ntaje de Mlcr?organlsmo dc.e d?nde
identidad proviene el gen coincidente

POSITIVAS ACE 90.56 % Enterococcus faecalis

rencias geograficas o tamano de la muestra. (10,11
En algunos casos, se ha encontrado E. faecalis como
el inico organismo (cultivo puro) presente en los
dientes con tratamiento de conductos con lesiones
perirradiculares. (4,12) La mayoria de estos estudios
se han llevado a cabo utilizando técnicas de cultivo;
sin embargo, la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) es actualmente un método mas predecible para
la deteccion de E. faecalis. Este método demuestra ser
mas rapido, mds sensible y preciso que los métodos
de cultivo. (13,14)

Asimismo ha permitido a los investigadores detectar
bacterias que eran dificiles o hasta imposibles de iden-
tificar. Cuando se compara la deteccion de E. faecalis
mediante cultivo (24-70 %), se ha encontrado este
microorganismo en porcentajes consistentemente mas
altos (67-77 %) cuando se usa un método de deteccion
por PCR. (15)




Endodoncia Actual

Enterococcus faecalis tiene la capacidad de formar
biopeliculas en diferentes sustratos. Kishen et al.
destacaron la secuencia de eventos en la interaccion
de biofilm de E. faecalis con un sustrato de dentina.
E. faecalis primero formé un biofilm en la dentina del
conducto radicular y luego indujo la disolucion de
la fraccion mineral de la dentina. La capacidad de E.
Jfaecalis para formar biopeliculas puede ser un factor
que contribuya a su persistencia después de los trata-
mientos de endodoncia. Al ser la adhesion a cualquier
sustrato el primer paso de la formacion de biofilm se
determiné que el gen ACE, tanto por ser la principal
adhesina encontrada en E. faecalis en estudios in vitro
y por las caracteristicas del sustrato que necesita, se
encontraria en conducto radicular con fracaso endo-
dontico. (16)

Diversos estudios in vitro han demostrado las condi-
ciones y presencia del gen ACE en cepas de E. faecalis,
Nallapareddy et al. confirmaron con resultados a partir
de una cepa mutante ACE OGIRF construido y la inhi-
bicion de la union de OGIRF a las tres proteinas de
la MEC de dos aislados clinicos por anticuerpos anti-
ACE A demuestran que el dominio A de ACE media
la adherencia de E. faecalis a CIV y LN ademds a CI.
Otras pruebas de apoyo para la uniéon mediada por
ACE A se obtuvieron a partir del andlisis de la expre-
sion de la proteina en asociacion con CIV y los ELISA
que muestran la union de ACE A recombinante a cola-
genos y LN. (17)

Nallapareddy et al. confirmaron la expresion de ACE, y
por lo tanto la adherencia del coldgeno y la laminina,

ocurre en condiciones mas fisiologicas que el creci-
miento a 46°C. La induccion de ACE por otras condi-
ciones ambientales, como el crecimiento en suero y el
crecimiento a alta temperatura, sugiere la posibilidad
de que la expresion del gen ACE pueda ser regulada
por diferentes mecanismos. (18, 19)

Estos resultados son congruentes con los obtenidos
en la presente investigacion, en cuanto a la detec-
cion del gen ACE, en cepas de E. faecalis obtenidas
de fracasos endodoénticos, se considera que, aunque
cuando codifican cromosémicamente esta adhesina,
esta puede o no manifestarse. Sin embargo, su detec-
ciéon proporciona un primer acercamiento hacia el
comportamiento que pueda presentar el E. faecalis
obtenido de un fracaso endodéntico que disminuye la
tasa de éxito del endodoncista dia a dia. Por lo que se
sugiere realizar estudios en donde se analice la expre-
sion de la proteina que codifica este gen.

Conclusiones

Se determind la presencia del gen de adhesion a cola-
gena de Enterococcus faecalis (ACE) en el 100 % de
las muestras, caracterizando la bacteria aislada de
conducto radicular de fracasos endodoénticos, detec-
tandola en un 36 % de los casos.
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