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Resumen

INTRODUCCION: La caries es un problema de salud publica, afecta principalmente
poblaciones de bajo nivel socio-econdmico y el tratamiento convencional se vuelve
inaccesible, los agentes quimico-mecanicos para la remocién de caries han sido
propuestos e investigados durante mucho tiempo como alternativa para la
preservacion de los oOrganos dentales. OBJETIVO: Desarrollar un agente
experimental para la remocion quimico-mecéanica de caries y conocer su efecto
citotéxico, proinflamatorio y antimicrobiano en cultivo con células pulpares humanas
(HPC) y Streptococcus mutans, ademas conocer el tiempo de remocion de caries y
comparar los resultados con los agentes de remocion de caries comerciales.
METODOLOGIA: Se realizaron dos agentes experimentales basados en la formula
de Carisolv® utilizando dos colorantes (fucsina y ponceau). Se utilizé6 Carisolv® y
Papacarie® como grupos controles. La viabilidad celular de HPC fue determinado
por el ensayo de MTT a 15, 30 y 60 segundos de contacto a concentraciones de 0-
20% y se determind la actividad pro-inflamatoria por ensayo de ELISA por expresion
de PGE2, se utilizé interleucina-1B (IL-1B) para inducir a un estado inflamatorio
previo. La actividad antimicrobiana fue determinada por difusibn en agar y
microdiluciones. Se realiz6 un modelo de caries in vitro en dientes extraidos
(n=5/agente) y se llevd a cabo una prueba antimicrobiana antes y después de la
remocién de caries con cada uno de los agentes, se utilizé como control fresas de
carburo de tungsteno. La estadistica descriptiva consistio en determinar el promedio
y desviacion estandar, la estadistica inferencial correspondié a pruebas de
normalidad de Saphiro-Wilks y pruebas de ANOVA pos hoc de Tukey, la
significancia estadistica fue con un p<0.05. RESULTADOS: La viabilidad celular,
independientemente del tiempo, correspondié dosis dependiente de la siguiente
manera: Carisolv®= 79.6-99.7%, Papacarie®= 79.6-105.2%, Fucsina= 26-45.5%
(p<0.05), Ponceau= 34.9-103.6%. La expresion de PGE2 no se vio alterada por la
presencia de ninguno de los agentes (p>0.05) inclusive en sinergia con IL-1B. El
anico agente que mostré actividad antimicrobiana significativa (p<0.01) fue el
agente a base de fucsina con zonas de inhibicion de 28.01+4.5 mm. El tiempo de
remocion promedio fue de Grupo control= 1.84+0.31 min, Carisolv= 5.4+1.1 minutos,
Papacarie= 3.6+0.37 min, Fucsina 2.4+0.34 min, Ponceau S= 2.3+0.38 min. En
todos los grupos se observa una notable disminucion de bacterias a las 48 horas
después de la remocion de caries. CONCLUSIONES: Los agentes experimentales
mostraron una citotoxicidad moderada sin incremento en su efecto pro-inflamatorio
en cultivo con HPC y con una actividad antimicrobiana (bactericida) en el caso del
agente con fucsina en cultivo con S. mutans, el tiempo de remocién de caries resultd
ser corto en comparacion con los tiempos invertidos con los agentes comerciales.
El crecimiento bacteriano se vio disminuido visiblemente a las 48h. Los agentes
experimentales para la remocion quimico-mecanica de caries tienen un alto
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potencial para su probable aplicacion clinica, sin embargo mas estudios son
necesarios para su uso seguro.

PALABRAS CLAVE: Remocién quimico-mecanica, caries, Carisolv®.
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1. Introduccion

En la actualidad existen diversos tratamientos para la caries dental, siendo esta uno
de los principales problemas de salud publica, la cual afecta a nifios de todo el
mundo principalmente en poblaciones de bajo nivel socio-econémico, por lo que el
tratamiento convencional de eliminacion de caries se vuelve inaccesible en estas
zonas, el uso de removedores de caries ha sido propuesto e investigado durante
mucho tiempo como alternativa a dicho tratamiento. 12

Por otra parte, el uso de rotatorios para la eliminacion de caries puede ser un
tratamiento incomodo debido a la vibracion generada, al calentamiento de los tejidos
dentales y a la presion sobre la pulpa, todo esto causa ansiedad y posible dolor o
sensacion de dolor al paciente, por lo que se requiere colocar anestesia local. Este
procedimiento es temido por muchos de los pacientes, en especial por los nifios, el
uso de removedores quimico-mecanicos de caries ha demostrado ser mas aceptado
por los pacientes en comparacion con el uso de rotatorios. 3 4

Por ultimo cabe mencionar que con la utilizacién de agentes removedores de caries
se busca preservar méas tejido dentinal, por su selectividad de colageno
desnaturalizado, pudiendo asi mantener intacta la dentina sana y afectada y
eliminando la dentina infectada. 3 5 ©

El objetivo de la presente investigacion fue el de desarrollar un agente experimental
para la remocién quimico-mecanica de caries a base de agentes comercialmente
disponibles y modificados con ponceau y fucsina S. Todos los agentes comerciales
y experimentales fueron evaluados para conocer su efecto citotoxico, pro-
inflamatorio y antimicrobiano en cultivo con células pulpares humanas (HPC) y
Streptococcus mutans, ademas conocer el tiempo de remocién de caries y comparar
los resultados con los agentes de remocién de caries comerciales.



2. Marco teérico

2.1. Tejido dentinario

La dentina es un tejido conjuntivo diferenciado que esta calcificado, es segregada
por los odontoblastos, constituido por un 50% de materia inorganica (cristales de
hidroxiapatita mas pequefios que los del esmalte, calcio en menor cantidad y 5% de
carbonatos), 30% de materia organica y 20% de fluidos.3

El 90% del contenido organico del tejido dentinario es colageno. ’

2.1.1. Colageno tipo |

El coladgeno es una proteina fibrosa, insoluble con gran resistencia a la traccidon cuya
unidad estructural constituyente es el tropocolageno, constituido por tres cadenas
polipeptidicas, dos de ellas idénticas, llamadas al, y otra ligeramente distinta, la a2,
gue se enrollan sobre si mismas formando una super hélice con una longitud de 300
nm, un diametro de 1.5 nm y un peso molecular de 300 kDa. La estructura a su vez,
se divide en dos segmentos: la parte central (helicoidal) y la parte no helicoidal
conocida como telopéptido correspondiente a los extremos terminales de la cadena
(N-terminal y C-terminal). En los extremos amino y carboxilo terminales, estan
implicados unos 15-30 amino&cidos. Estas regiones son susceptibles de protedlisis,
mientras que la triple hélice es resistente al ataque de la mayoria de las enzimas
proteoliticas y en la forma nativa sélo es digerida por colagenasas especificas.3 810

Las tres cadenas estan unidas entre si por puentes de hidrogeno. Los donadores
de hidrégeno son los grupos peptidicos —NH- de los residuos de glicina y los
aceptores son los grupos peptidicos —CO- de los aminoacidos de otras hebras. Los
grupos de hidroxilo de los residuos de hidroxiprolina también participan en la unién
por puentes de hidrégeno.®

El tropocolageno se estabiliza por puentes de hidrégeno entre las tres cadenas que
lo forman mientras que, la fibra de colageno se estabiliza por enlaces cruzados
covalentes entre las unidades de tropocolageno que involucran residuos de lisina,
hidroxiprolina e histidina. 3

Imagen 1. Triple hélice del colageno.
Navas, J. (s. f.).
Estructura secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteinas.
TEMA 5 08-09.ppt. Recuperado 29 de noviembre de 2020, de
https://ocw.unican.es/pluginfile.php/1327/course/section/1638

/Tema5_estructuras_proteinas.pdf




Los fibroblastos lo secretan como procolageno y de las regiones amino y carboxilo
terminales de cada una de sus tres cadenas, son escindidas enziméaticamente por
procolageno peptidasas extracelulares. Asi se generan las moléculas de
tropocolageno de menor masa molecular que el procolageno. La formacion de fibras
de colageno tiene lugar en el espacio extracelular, cerca de la superficie celular y
no dentro de los fibroblastos.3

La molécula del coldgeno posee una composicion de aminoécidos caracteristica e
inusual, pues un 33% de sus aminoacidos son residuos de glicina y un 10% de
prolina. Ademas, muchos residuos de prolina y lisina estan modificados
covalentemente, dando lugar a 4-Hidroxiprolina (10%), 3-Hidroxiprolina (0.5%) y 5-
Hidroxilisina (1%). En el cédigo genético no aparecen codificadas ni la hidroxiprolina
ni la Hidroxilisina, estos aminoacidos se incorporan a las cadenas polipeptidicas
como prolina y lisina y son hidroxilados después de haber sido sintetizado el
colageno. En realidad los polipéptidos del colageno estan formados por una
secuencia que se repite de forma regular e ininterrumpida, en la que aparece un
residuo de glicina cada tercer aminoacido. Esta secuencia se puede escribir como

(Gly-X-Y), donde X con frecuencia es prolina, Y es con frecuencia 4-hidroxiprolina.
3,10

H H
N N
™ \'c]:H COOH H,C” “SCH— COOH
HC —CH, H.C CH
| & i
OH OH
4-Hidroxiprolina 3-Hidroxiprolina
OH NH;

| @

NH;— CH; —CH — CH,— CH, — C — H
|

COOH
S5-Hidroxilisina
Imagen 2. Aminoéacidos presentes en el colageno.
De Paz, P. (2006). Estimulacién de la sintesis de colageno en cultivos celulares. Posible tratamiento de enfermedades

degenerativas mediante la dieta (E. Meléndez, Ed.). Granada: Universidad de Granada.
https://dialnet.unirioja.es/servlet/tesis?codigo=47720

La importancia de los residuos de glicina consiste en que su grupo R es un atomo
de hidrégeno por lo que ocupa muy poco espacio, esto permite que las tres cadenas
polipeptidicas se aproximen.

El nUmero y tipo de enlaces varia con la funcién y la edad del tejido. El colageno
intacto es una estructura densa inaccesible a los solventes, en cambio en su forma
desnaturalizada las enzimas proteoliticas tienen capacidad de actuar sobre alguna



de sus moléculas. En esta caracteristica del colageno desnaturalizado es que se
basa la accion selectiva de los “removedores del tejido dentinario cariado. ’

2.2. Caries

La caries dental es una enfermedad infecciosa, la cual es un proceso dindmico que
ocurre en la estructura dentaria que esta en contacto con los acidos producidos por
los depodsitos bacterianos (debido a la fermentacion de los carbohidratos),
induciendo a una alteracion del equilibrio entre la superficie dental y el fluido de la
placa, lo que con el pasar del tiempo lleva a la pérdida de mineral. > 7: 11,12

Cuando esta progresa, los tubulos dentinarios proporcionan un acceso para los
acidos y la invasion posterior de bacterias, lo cual se traduce en una disminucién
del pH (por debajo de 5,5) y un fuerte ataque acido con la consecuente
desmineralizacion. Cuando la matriz organica ha sido desmineralizada, el colageno
y otros componentes son susceptibles a la degradacidén enzimatica, principalmente
por proteasas bacterianas y otras hidrolasas. 1113

Fejerskov define la lesibn cariosa como un mecanismo dinamico de
desmineralizacién y remineralizacion como resultado del metabolismo microbiano
agregado sobre la superficie dentaria, en la cual con el tiempo, puede resultar una
pérdida neta de mineral y es posible que posteriormente se forme una cavidad. !

El origen de la caries dental es multifactorial en la que existe interaccion de tres
factores principales: el huésped (higiene bucal, la saliva y los dientes), la microflora
(infecciones bacterianas) y el sustrato (dieta cariogénica). Ademas de estos
factores, debera tenerse en cuenta uno mas, el tiempo. Para que se forme una
caries es necesario que las condiciones de cada factor sean favorables; es decir,
un huésped susceptible, una flora oral cariogénica y un sustrato apropiado que
debera estar presente durante un periodo determinado de tiempo.1*

Del gran numero de bacterias que se encuentran en la cavidad bucal, los
microorganismos pertenecientes al género estreptococo, basicamente las
especies mutans (con sus serotipos c, e y f, sanguis, sobrinus y cricetus), han sido
asociados con la caries. 2

La bacteria obtiene su energia del alimento que ingerimos, su flexibilidad genética
le permite romper toda una amplia gama de hidratos de carbono. Entre las
sustancias que aprovecha figuran la glucosa, fructosa, sacarosa, galactosa,
maltosa, rafinosa, ribulosa, melibiosa e incluso el almidon. La bacteria fermenta
todos estos compuestos al disponer de enzimas y proteinas que rompen las
moléculas de hidratos de carbono, y los convierte en varios subproductos de su
metabolismo, como el etanol o el acido lactico. 2
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Los microorganismos involucrados sintetizan enzimas, las cuales catalizan la
formacion de glucanos extracelulares bacterianos los que ademas de facilitar la
adhesion de las bacterias pueden ser utilizados por estas, como fuente de energia.*!

La difusion de metabolitos bacterianos en el tejido dentinario provoca inicialmente
una desorganizacion de la capa odontoblastica y la dentina establece un mecanismo
de remineralizacién como respuesta fisiolégica (zona oscura). ’

2.2.1 Caries en dentina
El avance del proceso de caries en dentina es bastante mas irregular y mucho mas
rapido que en el esmalte principalmente porque el contenido mineral es menor. ’

Histolégicamente la caries en dentina se encuentra compuesta por dos capas:
Capas de la dentina segun Fusayama (1975) !

a) dentina infectada: Es la capa exterior también llamada outer, no es vital y esta
altamente contaminada por bacterias las cuales sellan junto con material amorfo la
luz de los tubulos dentinarios alargados por la pérdida de la dentina peritubular. Su
consistencia es suave y humeda y se tifie con colorantes; se observan fisuras en el
espesor del tejido dentinario por ruptura de muchos tabulos dentinarios y colageno
completamente desorganizado. Estudios bioquimicos demuestran que los
precursores de colageno y de hidroxiapatita y los enlaces intermoleculares estan
disminuidos y no hay procesos odontoblasticos vivos; la coldgena se encuentra
desnaturalizada, cuando el colageno se desnaturaliza se reduce su capacidad de
servir como nucleos de cristalizacidon. No cuenta con capacidad remineralizable
debido a la degradacion irreversible de las fibras de colagena, por lo que debe
eliminarse. 6, £ 1

b) dentina afectada: es definida como la capa interna del tejido cariado llamada
inner que contiene fibras de colagena ricas en fibronectina , la cual conserva su
conformacion de triple hélice y entrecruzamientos intermoleculares, es vital y
sensible. Histologicamente es muy similar a la dentina sana. Contiene dentina
peritubular densa menos desmineralizada que la dentina infectada, en la cual las
fibras de colagena se aprecian intactas, no existe invasion bacteriana y es mas
resistente al ataque proteolitico y progresion de la lesion cariosa. Al examinarse
mediante microscopia electronica de transmision (TEM), la matriz de colagena
muestra bandas cruzadas, con diferentes grados de desmineralizacion por lo que
es fisiol6gicamente remineralizable. & 7 11

Esta se puede dividir en tres areas, teniendo en comun que la estructura dentinaria
esta conservada. ©

La capa turbida se caracteriza por procesos odontoblasticos vivos, aunque hay
desmineralizacion de la dentina intertubular, las fibras de colagena no estan
desnaturalizadas.

La zona transparente o translicida se caracteriza por una dentina intertubular
desmineralizada parcialmente, una caracteristica importante es que los tubulos
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dentinarios estan llenos de cristales de Whitlockita de mayor tamafio y acido-
resistentes, la esclerosis tubular da el aspecto translicida o transparente.
La zona substransparente es una zona de transicidn entre la transparente y la
dentina sana subyacente, ahi encontramos menos calcificaciones intertubulares y
areas de dentina no afectada. ©

2.3. Remocidén quimico-mecanica de caries

En la actualidad la maxima conservacioén de tejido sano representa la mejor manera
de asegurar vida util de un diente restaurado en la cavidad oral, debido a esta
necesidad diversas técnicas alternativas al tratamiento convencional de la caries
han sido introducidas en los ultimos afios, como lo es la remocién quimico-mecéanica
de caries (RQMC), con esta se pretende ganar mayor selectividad para la
eliminacién de dentina infectada por caries y evitar de esta forma la eliminacion
excesiva de dentina sana.?

La RQMC es un método de minima invasion removiendo la dentina cariada
basandose en principios biol6gicos. 6 14

Este método consiste en la aplicacion de agentes quimicos especificos que
reblandecen la dentina que ya esté alterada por la accion del proceso carioso, que
estd desnaturalizada e infectada, seguido de una leve excavacion utilizando
instrumentos manuales no cortantes quedando al final del tratamiento dentina sana
o afectada.® > 712

La RQMC como un método de medida de la presencia de caries en términos de
colageno denaturado, ofrece al clinico un instrumento adicional para el diagnodstico
de las lesiones de caries.

Los compuestos que integran los removedores del tejido dentinario cumplen con los
siguientes objetivos:

0 Remover por medios quimico-mecanicos los tejidos cariados

0 Cumplir lo anteriormente citado de forma atraumatica (con instrumentos de
mano, sin filo)

[ Minimizar y aun eliminar los estimulos dolorosos
O Preservar al maximo los estructuras sanas

[J Sumar propiedades antimicrobianas 3 7
Ventajas de utilizar RQMC:

° Aminorar la necesidad de anestesia local

° Conservacion de estructura dental sana



° Disminuir riesgo de exposicion pulpar

° Se puede usar en pacientes comprometidos sistémicamente
° Moderar el miedo y ansiedad del paciente

° Mejor remocion de caries en pacientes discapacitados - 6 15

Esta técnica ha demostrado disminuir el riesgo al dolor debido a la eliminacion
selectiva de la caries. El agente separa los enlaces de hidrogeno entre cadenas
peptidicas que constituyen la triple hélice. Es importante tener presente que para
la ruptura de los enlaces mencionados se requiere que algunas uniones covalentes
que existen en la triple hélice se encuentren divididas. Esta situacion del coldgeno
dentinario es producto de la accién de las enzimas proteoliticas que producen las
bacterias por el avance del proceso carioso y también por enzimas propias de la
dentina como las metaloproteasas que se activan por la accion de iones metalicos
como el calcio. El fendbmeno mencionado genera que la aplicacion de agentes
guimicos como los removedores de caries no actien sobre el colageno integro sino
gue disuelven solamente la dentina que se encuentra alterada por la caries dental
(los enlaces destruidos se encuentran en la dentina infectada) permitiendo la
remocion selectiva. 7> 11, 12,16

Se han llevado a cabo estudios detallados sobre la naturaleza de la superficie de la
dentina que queda después de la eliminacion completa de la caries por remocién
quimico-mecanica. El microanalisis de la sonda electronica mostré que la dentina
es sllida y estd mineralizada adecuadamente y que la superficie formada es muy
irregular. Los estudios histolégicos han confirmado la naturaleza irregular de la
superficie de la dentina y también han demostrado que algunos tubulos dentinarios
contienen bacterias, pero su nivel no es mas alto que en las cavidades preparadas
mecanicamente. 1°

La eliminacion de caries juega un papel importante en los enfoques de la
odontologia restaurativa, ya que para tener un soporte adecuado de la restauracion
debemos eliminar completamente el tejido infectado, eliminando la dentina necrética
reblandecida, asi ademas podremos detener la progresion de la lesion. 12

Es importante establecer que los diferentes procedimientos de remocién manual del
tejido cariado se complementa obligatoriamente con la utilizacion de materiales de
obturacion denominados bio activos que cumplen con los siguientes objetivos:

— Capacidad de sellar la cavidad
— Inhibir la desmineralizacion y
— Favorecer la remineralizacion ’

Los ionGmeros de vidrio convencionales de alta densidad son los materiales bio
activos que ademas de asegurar una buena adhesion a los tejidos dentarios, han



demostrado tener las mejores propiedades para cumplir los otros objetivos antes
mencionados, ya que se recargan de fluoruros, presentan un coeficiente de
expansion térmica similar al diente, buena resistencia compresiva pudiendo
prepararse con consistencia fluida o condensable.’

Es recomendable utilizar resinas compuestas o iondmeros de vidrio ya que estos se
unen a la superficie de la dentina sin la necesidad de disefiar mecanicamente una
cavidad retentiva como lo es con las amalgamas.*®

Los productos utilizados para obtener una accién quimica sobre el tejido dentinario
desnaturalizado han ido variando y evolucionando con el tiempo y pueden

clasificarse en agentes a base de hipoclorito de sodio o en agentes enzimaticos.”
17,18

2.3.1. Hipoclorito de sodio

En 1972, Habib, Goldman y Kronman en Nueva Jersey, Estados Unidos, realizaron
estudios enfocados en conocer el efecto del hipoclorito de sodio (NaClO) sobre la
dentina cariada, se basaron en el efecto proteolitico no especifico de este, ya que
aclaraba y disolvia el tejido cariado, descubrieron que el hipoclorito al 5% era capaz
de promover la disolucion de dentina cariada. Este sistema fue introducido por
primera vez en 1975. Sin embargo era inestable y carecia de selectividad y
eliminaba tanto la dentina infectada como la afectada y la sana. 4 5 6 15 16,17,18,19,20

2.3.2. GK1019, GK101 O N-Monocloroglicina (NMG)

En 1976 Goldman y Kronman incorporaron la solucion buffer de Sorense que
contenia hidréxido de sodio, cloruro de sodio, glicina e hipoclorito de sodio para
reducir la corrosividad. En el mismo afo el producto dado a conocer como GK101
fue aprobado por la FDA (Food and Drug Administration). 5 1215 17,18, 19

Este producto contenia: 0.10 % n-monocloroglicina, hipoclorito de sodio al 0.05% y
se preparé mezclando dos soluciones, la solucién A consistia en 25 mL con 2M de

NaCl, 2M de NaOH y 2M de glicina y la B consistié en 10 mL de 4-6% de NaClO. 17
19

El modo de accion de esta solucion se basaba en la clorinacion y como
consecuencia se quebraban puentes de hidrégeno de colageno libre, parcialmente
degradados por la desmineralizacion del proceso carioso, afectando la estructura
secundaria y facilitando la remocion del tejido cariado. Gk101 interrumpia la
estructura organica de la dentina por conversion de hidroxiprolina (factor esencial
para la estabilidad del colageno) a pirrol-2-carboxiglicina (que es friable y puede
eliminarse facilmente). 17- 18 19

El producto resultante fue mas eficaz en la eliminacion de la dentina cariada e
implicé la cloracion de glicina para formar N-monocloroglicina pero su potencial de
accion era muy lento (8.5 minutos) y no llegbé a ser popular debido a su precio,
sabor desagradable, dificultades para su aplicacion, la accion proteolitica



inespecifica del hipoclorito, la necesidad de usar una gran cantidad de material para
conseguir el resultado deseado, y requeria de un sistema para calentar la solucién
recién preparada a 41 °C, ademas estudios demostraron que aun con el uso del

GK101, era necesario el uso de fresas para obtener un acabado ideal. # > 1215 17,
18

Los hallazgos del laboratorio mostraron que GK-101 no tuvo efectos adversos en
glébulos rojos o blancos o en el recuento de plaquetas. Kurosaki y colaboradores
informaron que GK-101 no tenia efecto adverso sobre el tejido pulpar de los perros;
sin embargo, concluyeron que GK-101 no era eficiente para eliminar toda la lesién
cariosa. *’

2.3.3. Caridex, GK101E O N-monocloro-DL-2aminobutirato (NMAB)
Consiste en una solucién quimica que ablanda la parte degradada del diente. *°

Este producto fue el resultado de la modificacion de la formula del GK101 en 1984
por Schutzbank, basado en elevar el PH alcalino, sustituyendo la glicina por acido
amino butirico. Se afirm6 que esta formula aumentaba la especificidad de la

solucién hacia la proteina desnaturalizada de la dentina infectada por caries. 5712
15, 17,18

Registrado bajo la marca de Caridex TM (National Patent Medical Products New
Brunswick N.J., USA). Este producto fue aprobado por la Asociacion Dental
Americana y la FDA (Food and Drug Administration) en el afio 1984 5 15 17.19

Este sistema usa N- monocloro- DL-2-acido amino butirico mezclando dos
soluciones: usando volumenes iguales de una solucion con 0.014 mol/L de
hipoclorito de sodio (0.1%), con otra solucién con 0.1 mol/L de DL-2- aminobutarato,
0.1 mol/L de hidréxido de sodio y 0.1 mol/L de Cloruro de sodio. Las dos soluciones
se mezclaron inmediatamente antes de su uso para dar el reactivo de trabajo (pH
aproximadamente 11) que fue estable durante una hora. 151721

Esto causa el rompimiento del coldgeno de la dentina infectada facilitando su
remocién. Se consideraba que el mecanismo de accion del NMAB incluye la
clorinacion del colageno parcialmente degradado y la conversién de hidroxiprolina
en pirrol-2-acido carboxilico, el que inicia una disrupcion de las fibras colagenas
alteradas de la estructura dentinaria, mas recientemente se sugiere que ademas de
la reaccion de cloracion, podria haberse producido la escision de las fibras de
colageno desnaturalizadas como resultado de la oxidacion de los residuos de
glicina. Esto provoca la disrupcion de las fibras de colageno que se vuelven mas
friables y luego pueden ser removidas. > 7. 15 17,18, 21

También estaba disponible un sistema de suministro que consistia en un depdsito
para la solucién, un calentador y una bomba que pasaba el liquido calentado a
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36.6°C a traveés de un tubo a una pieza de mano y una punta de aplicador que tenia
varias formas y tamarios. 1> 19

(b)

Imagen 3. a) Sistema de suministro de Caridex b) Aplicador de Caridex

Hamama, H., Yiu, C., & Burrow, M. (2014a). Current update of chemomechanical caries removal methods. Australian Dental
Journal, 59(4), 446-456. https://doi.org/10.1111/adj.12214

El sistema Caridex™ fue evaluado criticamente, demostrando su eficiencia de
eliminacién de caries, biocompatibilidad y seguridad pulpar.t’

Su fracaso se dio debido a que era muy dificil de mantener en stock, necesitaba de
un reservorio para su transporte, se aplicaba con un instrumento de mano que a la
vez se utilizaba como excavador, requeria grandes cantidades de producto (200 a
500 mL), los tiempos clinicos de solucion de los casos eran muy largos (10-15 min)
(4 a 10 minutos mas que los métodos convencionales), su tiempo de vida util era
muy corto, se requeria un sistema de aplicacion su elevado costo (Sistema de
aplicacion $884.00, solucion $55.00 y puntas aplicadoras $12.95) y de la necesidad
de implementar siempre instrumental rotatorio durante la remocién de la dentina
cariada remineralizada.% 151819

Yip y cols. Sugirieron el uso de urea para aumentar el potencial de eliminacion de
caries.15' 17,18

El uso clinico y la aceptacion de las soluciones GK-101 y GK-101E fueron muy
limitadas porgue ninguna mostré una mejora significativa en la excavacién de caries
en comparacion con los métodos convencionales de extraccién de caries. *’

2.3.4. Carisoly™
Aparecio en 1999, inicialmente llamado Demex™, desarrollado a partir del sistema
Caridex™ en la universidad de Gotemburgo, Suecia. 45 7 18

Este tratamiento se basa en el conocido efecto de la degradacion que el hipoclorito
de sodio tiene sobre la dentina cariada e incluso, en altas concentraciones (8-10%)
puede disolver los minerales presentes en la dentina. 2!

Es un sistema compuesto por dos agentes: Hipoclorito de sodio al 0.5%
(desinfectante y disolvente de materia organica) y un gel rosa cuya base es
carboximetilcelulosa con una solucion de tres aminoacidos con diferente carga
eléctrica: lisina (aa basico o hidréfobo, analgésico y antiinflamatorio), leucina y acido

10



glutamico (bacteriostatico). La solucion ademas contiene hidréxido de sodio
(Sustancia buffer), cloruro de sodio (sal) y agua purificada (vehiculo).
Adicionalmente se encuentra la eritrosina un evidenciador de dentina cariada como
una forma de garantizar la eficacia del método. %5 6 718,19

Ericsson y col. indicaron que la estructura quimica y el mecanismo de accion de
Carisolv eran similares a los de Caridex™, excepto que el acido monoaminobutirico
fue reemplazado por los aminoacidos mencionados anteriormente. 17

Se presume que estos tres aminoacidos tienen polaridades diferentes que permiten
reaccionar con diferentes partes del colageno.*

Se demostré que estos aminoacidos reaccionan con diferentes restos de lesiones
cariosas, estos reducen el potencial téxico del hipoclorito de sodio aumentando sus
concentraciones y la velocidad de degradacion del tejido cariado. Ademas, la adicién
de carboximetilcelulosa cre6 una mayor viscosidad, lo que hace que haya un mejor
contacto con la lesion cariosa y por lo tanto la penetracién del producto sea mas
profunda aumentando su accion en el lugar donde fue colocado, el volumen
requerido es inferior a 1 mL y es mucho mas facil de aplicar en comparacion con la
solucién Caridex. 15 121517, 18

El mecanismo de accidon se explica dado que el hipoclorito de sodio produce la
degradacion de la sustancia organica a temperatura ambiente. La descomposicion
del tejido necrotico se produce porque el cloro rompe las uniones no covalentes de
la estructura del colageno, es decir, los enlaces de hidrégeno entre cadenas
peptidicas que constituyen una triple hélice., a pH 12. La selectividad de la accion
sobre el tejido desnaturalizado esta dada por las cloraminas. Al contacto del gel con
el tejido desnaturalizado se produce una cloracion de las fibras de colageno
parcialmente degradadas con la conversion de la hidroxiprolina en acido pirrol 2-
carboxilico, lo cual inicia la ruptura de las fibras coldgenas y un selectivo
ablandamiento de la capa superficial de dentina. > 7

Por su elevado pH solamente la fase organica de la dentina es afectada. Tiene un
efecto selectivo sobre el colageno denaturado, no afectando la dentina sana. >’

La alcalinidad de la preparacion también contribuye a mantener la estabilidad de la
cloramina, el alto pH contribuye por si mismo a degradar el tejido necrético y
adiciona su efecto al de la cloramina. 2*

Cuando se mezcla el hipoclorito de sodio con aminoacidos en un PH elevado, el
cloro reacciona con los grupos de amina resultando una forma de aminoacidos N-
clorado. El cloro naturalmente ligado estd activo y puede atacar al colageno
desnaturalizado en la lesion de caries. El aminoacido N-clorado es inestable, se
quiebra relativamente rapido dejando sus componentes inactivos. !

11
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Cerca de 30 minutos después de ser mezclado, el gel se torna ineficaz y con esto
su habilidad para suavizar la dentina cariada disminuye. *

2.3.4.2. Desarrollo

El Carisolv® original era de color rojo, consistia en dos jeringas; uno que contenia
geles y aminoacidos a base de carboximetilcelulosa (acido glutdmico, leucina y
lisina) y el otro contenia 0.25% de NaOCI. 1/

Imagen 4. Sistema original de Carisolv™.
Hamama, H., Yiu, C., & Burrow, M. (2014a). Current update of chemomechanical caries removal methods. Australian Dental
Journal, 59(4), 446-456. https://doi.org/10.1111/adj.12214

Mas recientemente, se ha introducido un nuevo sistema de mezcla de jeringas
gemelas que contiene material suficiente para 10-15 tratamientos. °

Esto dispensa la cantidad exacta requerida a través de una punta de mezcla
desechable, y puede estar activo hasta por un mes si se almacena en un
refrigerador después de abrirlo. *°

Imagen 5. Jeringas gemelas utilizadas actualmente en el sistema de Carisolv™.
Hamama, H., Yiu, C., & Burrow, M. (2014a). Current update of chemomechanical caries removal methods.

Australian Dental Journal, 59(4), 446-456. https://doi.org/10.1111/adj.12214

2.3.4.3. Modo de uso

El gel se aplica a la lesion cariosa con uno de los instrumentos de mano y después
de 30 segundos la dentina cariada se puede quitar suavemente. No requiere
calefaccion ni un sistema de entrega. 15 18

12



Luego se aplica mas gel y el procedimiento se repite hasta que no quede mas
dentina cariada, una guia para esto es cuando el gel extraido del diente esta limpio.

15

Sin embargo, aun se pueden requerir instrumentos rotatorios para algunas
cavidades, pero los informes preliminares indican que la aceptacion del paciente es
muy buena. 1°

Clinicamente se consider6 que la friccion necesaria entre el excavador y el tejido
cariado se redujo porque el gel actuaba como una “crema de afeitar”. 2!

Para la remocion del tejido cariado con este producto, Maillefer disefi6 instrumentos
manuales especificos: curetas no cortantes de diferentes tamafios y formas. °

13

CARISOLV 1: Biangulado para remover tejido cariado en la cara distal

- PLANA 0: En forma de cincel, puede ser usada en el borde del
esmalte /dentina u otras areas de dificil acceso. No utilizar proximos a la

pulpa.
- ESTRELLA 3: Lesiones grandes y accesibles.!
CARISOLV 2:

- ESTRELLA 3: Movimientos rotacionales en lesiones grandes de facil
acceso.

- CLAVA: Para utilizarse en lesiones remineralizadas y duras. Puede ser
utilizada en esmalte, cuando la broca no es una alternativa viable para
facilitar la penetracion del gel, siempre con movimientos de rotacién. No
utilizar préximos a pulpa.t

CARISOLV 3:

- ESTRELLA 1: Usada con movimientos rotatorios, posibilita remover tejido
cariado sobre cuspides en el cual instrumentos mas grandes no tienen
acceso.

- ESTRELLA 2: Para lesiones de caries de tamafio medio.*

CARISOLV 4:

- PLANA 2: Usada con movimientos de escareacion en las lesiones de
tamano medio.

- PLANA 3: Ideal para remover tejido cariado, préximo a pulpa y para
lesiones grandes.*
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o CARISOLV 5:

- PLANA 0: En forma de cincel, puede ser usada en el borde del
esmalte/dentina de otras areas de dificil acceso. No utilizar préximo a la

pulpa.

- PLANA 1: Para lesiones pequefias.!

- . .. del método de eliminacién de caries con
Imagen 6. Instrumentos manuales utilizados para remover tejido reblandecido

Carisolv™,
Hamama, H., Yiu, C., & Burrow, M. (2014a). Current update of chemomechanical caries removal methods.
Australian Dental Journal, 59(4), 446-456. https://doi.org/10.1111/adj.12214

Se ha evaluado la eficacia y seguridad clinica del gel de cloramina, y se ha

observado que la mayoria de los pacientes no sintié malestar durante el tratamiento.
19

Cuando se logra la eliminacion completa de la caries mediante esta técnica, se ha
demostrado que la superficie de la cavidad es tan sélida como la que queda después
del tratamiento convencional. 1°

El producto es un material que emplea mas tiempo para la remocion de la dentina
cariada que el método rotatorio convencional, su vida Util es corta y su costo es
elevado (haciendo imposible su uso en unidades publicas, especialmente en los
paises en desarrollo), ademas es necesario obtener curetas especificas, disefiadas
especialmente para la extraccion de la dentina infectada, o que elevaba todavia
mas el costo del procedimiento. Es por eso que las diversas ventajas del producto
no fueron suficientes para globalizar el uso del sistema, restringiendo a una pequeia
parte de la poblacién. 4 1°

14



TABLA 1 Comparacion de Caridex™ y Carisolv™

CARIDEX™ CARISOLV™

Solucion | 1% NaClO 0.5% NaCIO -

Solucion 1l 0.1M é&cido amino butirico 0.1 M acido

glutamico/leucina/lisina -

0.1M NacCl 0.1 M NaCl -
0.1M NaOH NaOH* -

Colorante - Eritrosina (rosa)

pH 11 11 -

Propiedades fisicas Liquido Gel

Volumen necesario 100- 500 mL 0.2- 1mL

Tiempo requerido 5- 15 minutos 5- 15 minutos

Equipo requerido Aplicador de unidad Ninguno

Instrumentos Consejos de aplicador Disefio especial

Tiempo que permanece 1 hora 20 minutos

activo después de ser

mezclado

* Concentracién no establecida - 16

Tabla 1. Comparacion de Caridex™ y Carisolv™ 15

2.3.5. Nuevo sistema de Carisolv™

Fue presentado por Rubicon Life Science e incluye un gel avanzado, una nueva
técnica de excavacion y un nuevo detector de caries patentado. En este kit se han
incorporado excavadoras manuales especiales con angulos de corte romos y la
tecnologia Komet Bur. Las fresas para preservar el tejido comprenden la fresa de
ceramica CeraBur K1ISM y la fresa de polimero redonda PolyBur P1. Mediante una
tecnologia patentada Unica, las fresas ofrecen un tratamiento considerablemente
mas minimamente invasivo que las técnicas tradicionales. CeraBur ayuda al
dentista a distinguir entre el tejido sano y el cariado de manera tactil, lo que se
refuerza cuando se usa con Carisolv® Gel. El PolyBur desechable es mas suave
que la dentina sanay, por lo tanto, es autolimitante y, por lo tanto, puede usarse en
tratamientos cerca de la pulpa. Este nuevo sistema proporciona una excelente
superficie de unién para restauraciones.!
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CARISCLY

Imagen 7. Nuevo Carisolv System™. El puntero del dedo muestra Cera-bur (Komet), la punta de la flecha apunta a la fresa
de polimero (Komet), y el puntero de la mano muestra el tinte del detector de caries Carisolv®.
Hamama, H., Yiu, C., & Burrow, M. (2014a). Current update of chemomechanical caries removal methods. Australian Dental
Journal, 59(4), 446-456. https://doi.org/10.1111/adj.12214

2.3.6. Dentisolv®
Es un producto similar a Carisolv™, producido en Brasil, este producto continué
siendo de costo elevado.®

2.3.7. Papacarie®

A mediados de 2002, con la intencidén de presentar un producto para la RQMC que
tuviera la misma eficacia que el Carisolv™ pero mas accesible' se iniciaron varias
investigaciones y pruebas utilizando como principio activo la papaina. De esta
manera surge el Papacarie® en el afio de 2003, creado por la Dra. Sandra Kalil

Bussadori y la Dra. Marci Miziara en la UNINOVE (Universidad de Sao Paulo/Brasil)
3-7, 12, 16-20, 22

Papacarie es una palabra portuguesa que queria significar por un lado de donde
proviene, la papaya, y que significa “come caries”. >/

Fue patentado, registrado y aprobado por la ANVISA (Reglamento técnico que
establece los requerimientos esenciales de seguridad y eficacia aplicable a los
productos para la salud en Brasil). > 22

Este removedor de caries surge fundamentalmente para promover su uso en el
ambito de la salud publica ya que este producto, por ser a base de papaina, es de
bajo costo. 34519

Esta constituido por Papaina, cloramina, azul de toluidina, sales, espesantes,
estabilizadores y agua desionizada y un pH de 8. 345 7.12,17, 18,22
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Papaina

Es una enzima proteolitica extraida del latex de hojas y frutos del arbol de papaya
verde adulto (carica papaya) perteneciente a la familia caricaceae, cultivada en

regiones tropicales como Brasil, India, Ceilan, Sudafrica y Hawai. 3 5 6 7. 12, 17,18, 19,
22

Es una tiolproteasa cuyo centro activo es Cis 25, His 159 y Asp 158. Las proteasas
con tiol son un grupo de enzimas que contiene un centro activo con cisteina, la cual
realiza una funcién analoga a la de la serina 195 de la quimotripsina. > 7

Presenta una amplia actividad proteolitica ante las proteinas, péptidos de cadena
corta, enlaces amida y esteres de aminoacidos. Su peso molecular es de 23,000
Dalton y su pH 6ptimo es entre 3y 7 el cual varia segun el sustrato. >’

Pertenece a la clase de las hidrolasas, tiene una amplia especificidad sobre las
uniones peptidicas siendo una endopeptidasa (rompe enlaces peptidicos de sus

sustratos que no estan cerca de los extremos terminales de la proteina a romper).
57

Actua de forma similar a la pepsina humana, interviniendo solo en tejido infectado,
como un agente antinflamatorio, promoviendo el desbridamiento quimico, la
granulacion y la epitelizacion, lo cual acelera las fases de cicatrizacion. Su accion
es facilitada por medio de una incision o perforacion en las costras, proporciona
alineamiento de las fibras de coldgeno, promoviendo el crecimiento tisular uniforme.

Ademas presenta propiedades bacteriostatica, bactericida y desinfectante. 37 1619,
22

La papaina es responsable de las conocidas propiedades digestivas de la papaya y
es ampliamente aprovechada en la industria alimenticia (como reblandecedor de
carnes), farmacéutica, medica (en la remocién de tejido necrético, facilitando la
cicatrizacion y absorcion de otro farmacos como los transdermicos) y cosmética. >
7

En relacidon con otras enzimas naturales posee algunas ventajas como calidad y
actividad enzimatica y estabilidad en condiciones desfavorables de temperatura,
humedad y presion atmosférica. 5 22

Cloramina

Es un compuesto formado por de hipoclorito de sodio y nitrdgeno de amonio que
tiene propiedades bactericidas y desinfectantes. 3 5 19,22

La cloramina mejora la eliminacion de los tejidos desnaturalizados mediante la
cloracion de la porcién degradada del colageno. '8 1° Se utiliza adicionalmente como
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ablandador quimico de la dentina cariada, de modo que la estructura secundaria y/o
cuaternaria del colageno se ve afectada, ya que se rompen los puentes de
hidrogeno, lo que facilita la remocién del tejido cariado. > 22

Ademas es utilizada para la irrigacién de conductos radiculares. > 6 19
El azul de toluidina

Es un colorante antimicrobiano que actia fijandose a la membrana bacteriana,
ademas fotosensibiliza a las bacterias bucales ya que ellas es un fotosensibilizador
no toxico utilizado para detectar caries ya que la mayoria de las bacterias bucales
no absorben la luz visible 3 45 612,19

El mecanismo de accion preciso de los agentes quimico-mecénicos de eliminacion
de caries basados en enzimas sigue sin estar claro, sin embargo se dice que su
accion principal depende de la presencia de la enzima papaina; se basa en el
reblandecimiento quimico de la dentina cariada y la ruptura de las moléculas de
colageno parcialmente degradadas, facilitando la remocion del tejido infectado
con curetas sin filo, sin dafiar el tejido sano subyacente. 4 17: 18

Segun Flindt la papaina actia solamente sobre el tejido cariado ya que carece de
la proteasa plasmatica alfa-1-antitripsina, presente en tejidos sanos, la cual inhibe
la digestion de proteinas. La ausencia de la al-anti-tripsina en los tejidos infectados,
permite a la papaina romper las moléculas del colageno parcialmente degradado,
ésta digiere las células muertas y degrada los proteoglicanos de la matriz dentinaria,
lo cual facilita su remocion. La papaina contribuira a la degradacion y eliminacion
de la “capa de fibrina” formada por el proceso carioso. 4  6.12,18,22

El gel de papaina rompe los enlaces entre las fibras de colageno de la dentina
cariada. La dentina sana que por no estar desmineralizada ni tener fibras de
colageno expuestas, no sufre la accion del producto actuando solamente en las
fibras colagenas desnaturalizadas, ya sea por accion proteolitica de la papaina o la
cloramina a través de la cloracion de las fibras coladgenas desestructuradas del tejido
necrosado *°

La cloramina se agreg6 para mejorar la eliminacion de los tejidos desnaturalizados,
tiene propiedades antimicrobianas, desinfectantes y bactericidas inhibiendo el
crecimiento de organismos grampositivos y gramnegativas, y actia ablandando la
dentina infectada al romper los puentes de hidrogeno del colageno afectando su
estructura secundaria y/o cuaternaria. Tiene efectividad antimicrobiana,

principalmente cuando se investiga contra Streptococcus mutans y Lactobacillus. #
5,6, 12,17

Aunque Papacarie® contiene una pequefia cantidad de cloramina, la accion
principal depende de la presencia de la enzima papaina. ’
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Como la mayoria de las bacterias bucales no absorben la luz visible, el
fotosensibilizador no téxico de su composicion, se fija a la pared bacteriana, Da
Silva refiere que el uso de laser de baja potencia activa el fotosensibilizador
demostrando efecto letal sobre microorganismos como el Streptococcus mutans y
la accidn antibacteriana aumenta de acuerdo con el aumento de la dosis de energia
laser. De esta forma la utilizacion de azul de toluidina en este sistema en conjunto
con el laser de baja potencia, potencializa la accién antimicrobiana del gel.3 % 1922

El fabricante recomienda usar la parte posterior de una excavadora de cuchara roma
durante la excavacion de caries; sin embargo, se han reportado buenos resultados
al usar el instrumento de mano Carisolv® No. 4. 1/

Ademas de la eficacia en la remocion de caries, es de bajo costo, lo cual permite su
empleo en el &mbito de la salud publica. °

La presentacién comercial del gel de papaina es en jeringa de 3 mL. > 19

2.3.8. Biosolv®

Biosolv (SFC-V y SFC-VIII, 3M-ESPE AG, Seefeld, Alemania) es un nuevo agente
de eliminacion de caries quimico-mecanico enzimatico experimental. La informacion
sobre Biosolv sigue siendo muy limitada y se basa principalmente en las
afirmaciones del fabricante. 7

Es un agente de eliminacién de caries quimico-mecanico enzimético experimental
que no esta disponible comercialmente. Segun la informacion del fabricante,
consiste en la enzima pepsina en un tampon de acido fosférico / bifosfato de sodio.
Se afirma que el acido fosférico puede disolver los componentes inorganicos de la
dentina infectada con caries, al tiempo que permite que la pepsina altere
selectivamente las fibras de colageno desnaturalizadas. Mientras tanto, esta masa
ablandada puede ser facilmente eliminada por los instrumentos de plastico
especialmente disefiados (Star V1.3) sin afectar el tejido sano. 718

2.3.9. Brix 3000®

Desarrollado recientemente en Argentina. Es un gel para la remocion de tejido
cariado, que comprende una actividad enzimética de 3.000 U/ mg, en donde la
papaina se encuentra bioencapsulada con la exclusiva tecnologia E.B.E. (Emulsion
Buffer encapsulante) que inmoviliza y le confiere mayor estabilidad, lo cual aumenta
la actividad enzimética. Consecuentemente, se logra una mayor efectividad
proteolitica para remover fibras de colageno en tejido cariado, una menor disolucion
del principio activo por los fluidos bucales, una mayor resistencia al almacenamiento
aun en condiciones desfavorables no requiriendo de refrigeracién, y una mayor
potencia antibacteriana y antifGngica con aumento de su poder antiséptico a nivel
de los tejidos. Contiene excipientes autorizados por la ANMAT, asegurando asi una
maxima seguridad toxicoldgica. %20
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2.3.10. Carie-care (2010)

Es una solucion mas reciente desarrollada por Uni-Biotech Pharmaceuticals Private
Limited, Chennai, India, en colaboracion con la Fundacién de Investigacion
Cientifica Vittal Mallya. Incluso esta es una formulacion a base de gel que contiene
enzima papaina junto con los beneficios del aceite de clavo. La papaina rompe los
enlaces peptidicos e implica la desprotonacion de Cys-25 por His-159. El aceite de
clavo es un analgésico y anestésico natural. 8

2.3.11. Carie-ozon
Se distribuye en México desde el 2013. Contiene papaina y bromelina (enzima
extraida del fruto de la pifia) y en 2016 se comercializo en argentina. 12

Carisolv® y Papacarie® Duo son los dos sistemas de eliminacién de caries quimico-
mecanicos mas populares. 16

2.3.12. Agente experimental

2.3.12.1. Compuestos:
HIPOCLORITO DE SODIO

Es un compuesto halogenado definido como un liquido claro, pélido, verde
amarillento, extremadamente alcalino (pH 11.8) y con fuerte olor clorino. Presenta
una accion disolvente sobre el tejido necrético y restos organicos; ademas, es un
potente agente antimicrobiano.

Quimicamente el hipoclorito de sodio (NaOCI) es una sal formada de la unién de 2
compuestos quimicos: el &cido hipocloroso y el hidréxido de sodio. Ambos
presentan caracteristicas dentro de las cuales la mas importante es su propiedad
oxidante. 23

Formula quimica:
NaOH + HOCI -> NaOClI + H20
Hidroxido de sodio  Acido hipocloroso  Hipoclorito de sodio Agua 23

El hipoclorito de sodio se encuentra en equilibrio dinamico y puede ser representado
por la siguiente ecuacion:

NaOClI + H20 <-> NaOH + HOCI (Reacci6n 1) 23

En el momento en que el hipoclorito de sodio entra en contacto con materia
organica, varias reacciones quimicas se procesan. Estas reacciones entre el
hipoclorito de sodio y los tejidos organicos necréticos o vivos, promueven la
disolucién de estos tejidos. El hidréxido de sodio es un potente disolvente organico
y de grasas, saponifica los acidos grasos transformandolos en jabones solubles de
facil eliminacion. Es el responsable de la elevada alcalinidad del hipoclorito de sodio.
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El &cido hipocloroso es un potente antimicrobiano que actia a través de la liberacion
de cloro y oxigeno naciente. El hipoclorito de sodio multiplica su accién por los dos
compuestos antes mencionados. 23

Mecanismo de accion antimicrobiana

Segun Litter los hipocloritos ejercen su actividad antibacteriana por transformacion
en acido hipocloroso NO disociado, la cual es dependiente del pH del medio, El
acido hipocloroso NO disociado actia por dos mecanismos:

1) Por oxidacion de la materia organica, combinandose con las proteinas
bacterianas y reaccionando con el hidrogeno del grupo amino de un aminoacido.
Como consecuencia se forma un compuesto N- Clorado llamado cloramina, que
presenta una elevada y directa accidon bactericida.

2) Por oxidacion simple, es decir por liberacion de oxigeno.

El pH del medio y la concentracion de la solucién son dos importantes factores
condicionantes de su actividad. Si el medio posee pH acido o neutro, el efecto del
hipoclorito serd mayor al no disociarse el acido hipocloroso. En cambio, si el pH es
alcalino su accion se ve mermada necesitandose mas tiempo para ejercer su efecto
e incluso podria volverse inestable y téxico. El porcentaje de acido hipocloroso no
disociado y con ello su accion antibacteriana, es inversamente proporcional al pH
de la solucion. Esto es particularmente importante porque solamente los hipocloritos
neutralizados, como por ejemplo la solucion de Dakin, poseen mayor cantidad de
acido hipocloroso y menos cantidad de hidroxido de sodio, a diferencia de los
hipocloritos de sodio no neutralizados y marcadamente alcalinos que tienen una
menor cantidad de acido hipocloroso y mayor de hidréxido de sodio.

La influencia de la concentracion es bastante evidente: a mayor concentracion del
hipoclorito de sodio tendremos una mayor accién antimicrobiana. Esto es porque
una solucién mas concentrada proporciona mas acido hipocloroso NO disociado.

Farmacocinética y toxicidad

El hipoclorito de sodio es particularmente toxico en nuestros tejidos. Esto es
consecuencia de la liberacion de grupos hidroxilos, derivados del hidréxido de sodio,
si el hipoclorito de sodio es ingerido, se absorbe en forma de cloruro, el cual pasa a
la sangre y es excretado por el rifion. Aun asi su ingesta provoca efectos irritantes
sobre tracto digestivo, especialmente si son soluciones concentradas como la soda
clorada. Es irritante para la piel y el tejido subcutaneo en el cual provoca
citotoxicidad en fibroblastos y células endoteliales, y reaccién a cuerpo extrafio. 23

AMINOACIDOS

Un aminoé&cido es una molécula que contiene un grupo amino, -NHz, y un grupo
acido carboxilico, -COOH. Las unidades bésicas estructurales de todas las
proteinas son los a-aminoacidos, donde a (alfa) indica que el grupo amino se
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localiza en el atomo de carbono inmediatamente adyacente al grupo acido
carboxilico. Asi siempre hay un atomo de carbono entre el grupo amino y el grupo
acido carboxilico.

La formula general para un a-aminoacido esta representada por:

52/ a-carbono R
/
HaN — C/: — COOH 0 *HsN - C - COO-
/
H H
Nombre Abr | Simbolo | Formula estructural
Leucina leu L (CH3)2—CH —CH2 —CH (NH2) -COOH
Lisina lys K H2N —(CHz)4 —CH (NHz2) -COOH
Acido Glutamico |glu | E HOOC —(CH2)2 —CH (NH:) -COOH
Tabla 2. Aminoacidos componentes del Carisolv™.
Clasificacion
I - .cina Lisina Acido Glutamico
Esqueleto de C Cetonico Glucogénico y | Glucogénico
cetonico
pH Neutro Bésico Acido
PK 5.98 10.53 4.25
Energia libre de su | 3.8 -3.9 -3.5
Grupo R
Grupo R Apolar, alifatico Cargado Cargado
positivamente negativamente
Comportamiento Hidrofébica Hidrofilica Hidrofilico
% de presencia en | 9.1 5.9 6.3
proteinas:
Tabla 3. Aminoacidos componentes del Carisolv™.
24
ESPESANTE

CARBOXIMETILCELULOSA

Sinédnimos: Carmelosa sddica. Carboximetil éter de celulosa sal sédica. Glicolato
de celulosa s6dica. NaCMC. CMCS. E466.

Descripcién: Sal sodica de un éter policarboximetilico de la celulosa.

Datos Fisico-Quimicos: Polvo granuloso, blanco o casi blanco, higroscépico tras
su desecacién. Practicamente insoluble en acetona, en etanol al 96%, y en tolueno.
Se dispersa facilmente en agua dando disoluciones coloidales.
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Propiedades y usos: Se puede preparar mediante adicion de cloroacetato sodico
a la celulosa en medio alcalino. Es un coloide hidréfilo de accidon y usos similares a
la metilcelulosa. Da geles de buena consistencia pero sin una gran transparencia y
de color pardo acaramelado. Tienen una gran adhesividad, o que les hace muy
Gtiles como excipientes semisolidos bucales. Los geles que forma con el agua son
de caracter anionico y estables a pH = 4 — 10. Sin embargo los aumentos de
temperatura provocan una pérdida de viscosidad. Admiten la incorporacion de hasta
un 15— 20 % de alcohol. Soportan bastante bien los electrolitos, aunque los cationes
trivalentes provocan un precipitado. Conviene humectarla con glicerina previamente
a su gelificacion, a fin de evitar la desecacion del gel. Se emplea también en la
proteccién mecénica de lesiones orales y periorales formando parte de excipientes
como el orabase, y como sustituto de la saliva fisiolégica en la xerostomia
(sequedad de boca). Puede esterilizarse a 160 °C durante 1 h, aunque puede perder
caracteristicas de viscosidad.

Dosificacion: -Gelificante: 3 — 6 %. Se puede aumentar mas aun la consistencia de
los geles elevando la concentracion hasta el 8 — 10 %. -Emulgente en emulsiones
O/W: 0,25 — 1 %. -En comprimidos: 1 — 6 %. -En soluciones orales: 0,1 — 1,0 %.

Incompatibilidades: Acidos fuertes, sales de metales (en particular hierro,
aluminio, mercurio, cinc, y plata), goma xantan, gelatina, pectina, y colageno.

Observaciones: Apto uso cosmético. Uso topico.

Conservacion: En envases bien cerrados. PROTEGER DE LA LUZ Y DE LA
HUMEDAD.

De este elemento agregamos 0.0242g por cada mL de agua bidestilada. 2°
TINCIONES

Para este agente experimental se tienen dos muestras: una con ponceau S y otra
con fucsina.

PONCEAU S:

La solucion de tincién Ponceau S se suministra lista para usar. Este producto esta
recomendado para la tincion de proteinas rapida y reversible en membranas de
nitrocelulosa o fluoruro de polivinilideno. Esta técnica de tincién se utiliza a menudo
para confirmar la electrotransferencia de proteinas en ensayos de transferencia
Western antes de la deteccion basada en anticuerpos.

Ponceau S es una mancha roja cargada negativamente que se une a grupos amino
cargado positivamente y regiones no polares de proteinas. Tiene un limite de
detecciéon de alrededor de 250 ng de proteina después de SDS-PAGE vy
electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa.

Almacenar a temperatura ambiente. Este producto es estable durante 12 meses. 26
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FUCSINA:

Es uno de los colorantes nucleares mas enérgicos, con tendencia a sobre-
coloracion. Es muy empleado en el diagnéstico de la tuberculosis. La fucsina basica
decolora con el sulfito v es empleada en quimica como indicador para
detectar aldehidos, ya que estos toman color rojo-violeta con este colorante. Iqual
(237mpleo tiene en histologia para determinar la presencia de aldehidos en el nucleo.

Para microscopia, tincion de nucleos y bacilos de Koch
-Sinénimos: Basic Violet 14, Fucsina, Magenta |, Rosanilina Cloruro

- Apariencia color verde oscuro, polvo fino color verde
- Espectrometria de infrarrojo auténtica

- Contenido de tinte > = 83 % (sobre sustancia seca)
- Peso molecular: 337,8555

- Formula molecular: C20 H2o CIN3

- Composicién: C= 71,10 %. H=5,97 %. Cl= 10,49 %. N= 12,44 %
- Embalaje: 500 g 28 2°

CONSERVANTE:

BISULFITO DE SODIO

Nombre Quimico: Bisulfito Sdico

Férmula Quimica: NaHSO3

Otras denominaciones: Solucién de bisulfito de sodio, solucién de sulfito de
hidrogeno sédico.

Uso general: Conservante alimentario y farmacéutico, agente de decloracion de
aguas residuales, reactivo de laboratorio, agente reductor, suplemento dietario y
conservante de color.

Numero CAS (identificacion numérica Unica): 7631-90-5 3031

El bisulfito de sodio presenta la ventaja de ser de uso corriente como aditivo
alimentario, y que la ingesta cronica de sulfitos demuestra que no poseen efectos
toxicos, salvo que se utilicen a dosis muy altas. 32

El sulfito inactiva ciertas enzimas tales como la citocromo oxidasa. 3°
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https://www.ecured.cu/Tuberculosis
https://www.ecured.cu/Aldeh%C3%ADdos
https://www.ecured.cu/Histolog%C3%ADa
https://www.ecured.cu/N%C3%BAcleo

3. Antecedentes

René Garcia y colaboradores en el 2014 llevaron a cabo un estudio, para investigar
la posible citotoxicidad y actividad proinflamatoria de Papacarie y Carisolv utilizaron
un cultivo de células pulpares, el estudio fue justificado debido a la amplia utilizacion
de ya removedores quimicos y su uso frecuente en lesiones cariosas amplias,
donde la cavidad pulpar se encuentra muy cercana a la lesion. 1°

En el 2001 un estudio realizado por Dammaschke y colaboradores utilizaron dientes
de ratas para observar la reaccion pulpar al 1, 10 y 20 minutos luego de estar
expuesta al gel de Carisolv®. 32

En 2006 los mismos autores llevaron a cabo un estudio similar, solo que en este
caso se coloco el nuevo sistema de Carisolv® e igual analizaron la reaccién pulpar
a distintos tiempos de exposicion. 34

En 2008 Sterer y colaboradores llevaron a cabo un estudio en pacientes que
presentaban lesiones cariosas clase V, con el fin de conocer la reduccion de la
lesion cariosa y restos bacterianos utilizando uno de los métodos de excavacion:
(i) eliminacion de caries con Carisolv, (ii) excavaciéon convencional con broca.'#

Se realiz6 un estudio en 2016 por Suzan Sahana y colaboradores con Papacarie®
y Carie-care ™ utilizando molares con caries interproximales para analizar el tiempo
que se requiere para la remocién de caries con estos agente.®
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4. Planteamiento del problema

En la actualidad la caries dental constituye la enfermedad mas frecuente en el ser
humano, en un estudio reciente en 590 escolares de entre 13 y 16 afios de la Ciudad
de México se encontrd una prevalencia de caries dental del 92.2%. La caries es un
problema de salud publica que afecta principalmente a zonas con bajo nivel socio-
econdémico, por lo que el tratamiento convencional se vuelve inaccesible, la
utilizacion de removedores quimico-mecanicos de caries es una alternativa al
tratamiento rehabilitador en poblaciones marginales y rurales, donde hay
dificultades para practicar una odontologia convencional, por falta de equipos y/o
energia eléctrica. 1% 1136

Los rotatorios causan miedo, ansiedad y sensacion de dolor, principalmente en el
area de odontopediatria, inclusive en mayor grado que el uso de anestesia local,
con los removedores quimico-mecéanicos de caries se pretende disminuir o evitar
dicha sensacion, ya que han demostrado una mejor aceptacion por los pacientes. !

Por otro lado los rotatorios carecen de selectividad, con estos es comun eliminar no
solo el tejido infectado sino tejido afectado y sano, debido al mecanismo de accion
de los removedores de caries estos solamente reblandecen el tejido infectado,
pudiendo asi, preservar tejido afectado y sano. 12

5. Pregunta de investigacion

¢Cudles son las diferencias entre la citotoxicidad, actividad antimicrobiana y
proinflamatoria, actividad antimicrobiana antes y después de la remocion de caries
y tiempo de remocion de los agentes experimentales de remocion quimico-
mecanica de caries a base de fucsina y ponceau S en comparacion con los agentes
comerciales?
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6. Justificacion

La caries dental es una enfermedad que afecta a personas de todo el mundo,
principalmente en zonas con bajo nivel socioecondémico por lo que le tratamiento
convencional se vuelve inaccesible, con este estudio se pretende elaborar un
agente que pueda ser usado de manera segura con un bajo costo, para que pueda
ser utilizado en cualquier zona, sobre todo en zonas rurales y marginales.

Por otro lado, es bien sabido que el uso de instrumentos rotatorios en odontologia
causa muchisima ansiedad a los pacientes, incluso llega a ser mayor que la
generada con el uso de anestesia local, ya que el sonido de la turbina suele dar la
sensacion de dolor o inclusive generar dolor por la presion que esta ejerce sobre la
pulpa. Se ha demostrado que el uso de agentes de remocidén quimico-mecanico de
caries ha resultado ser mas aceptado por los pacientes que el uso de instrumentos
rotatorios.

Desde hace mucho tiempo la odontologia conservadora ha tratado de establecer
estrategias de tratamiento menos invasivas, con el uso de fresas de alta velocidad
es comun eliminar tejido afectado y posiblemente también tejido sano; en cambio
los agentes quimicos removedores de caries tienen un mecanismo de accion
especifico, reblandeciendo Unicamente el tejido infectado y preservando asi el tejido
alterado y sano. Existen diversos removedores quimico-mecanicos de caries, sin
embargo, éste agente experimental contiene un colorante extra el cual es una
herramienta visual extra que ayudara al clinico a tener mayor certeza de que se ha
eliminado el tejido infectado ya que la observacion del operador no es lo
suficientemente desarrollada para distinguir a simple vista detalles como la
presencia de caries recidivante o en ocasiones inclusive no distinguir el tejido que
debe eliminar del que debe conservar.3’

En estudios realizados se ha visto una notable reduccién en la concentracion
bacteriana cariogénica después de la eliminaciébn de caries con tratamiento
convencional y con agente removedor de caries mostrando una disminucién de
hasta 2.9% y 2.8% respectivamente.'* Ademas se ha determinado que no existen
diferencias significativas en la resistencia adhesiva en la dentina tratada con un
agente quimico removedor de caries dental, comparado con métodos
convencionales de eliminacién de caries.?°

Este estudio se lleva a cabo con el fin de conocer la citotoxicidad, actividad
antimicrobiana y proinflamatoria, actividad antimicrobiana antes y después de la
remocién de caries y tiempo de remocion de los agentes experimentales a base de
fucsina y ponceau s y compararlos con los agentes comerciales y asi en un futuro
poder usarlo de manera segura en boca.
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7. Objetivo general

Desarrollar un agente experimental para la remocion quimico-mecanica de caries y
conocer su efecto citotoxico, proinflamatorio y antimicrobiano en cultivo con células
pulpares humanas (HPC) y Streptococcus mutans.

8. Objetivo especificos
Conocer el efecto citotéxico de los agentes experimentales y compararlo con el

efecto citotoxico de Carisolv® y Papacarie® en cultivo de células pulpares humanas
(HPC).

Determinar la actividad proinflamatoria de los agentes experimentales.
Estimar la actividad antimicrobiana de los agentes experimentales.

Identificar los efectos antimicrobianos antes y después de la remocién de caries con
los agentes experimentales en un modelo de caries in vitro.

Conocer el tiempo promedio para la eliminacion de caries con los agentes
experimentales.

9. Hipotesis
El agente experimental muestra actividad antimicrobiana en cultivo con S. mutans
> a los agentes comerciales, no es citotoxico y no aumenta la actividad
proinflamatoria en células pulpares humanas en mayor grado que los agentes
experimentales.

10. Hipotesis nula

El agente experimental no muestra actividad antimicrobiana en cultivo con S.
mutans = a los agentes comerciales, es citotoxico y aumenta la actividad
proinflamatoria en células pulpares humanas en mayor grado que los agentes
experimentales.
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11. Metodologia

29

v Tipo de estudio: Ensayo in vitro

Disefio de estudio: Experimental puro in vitro, descriptivo, comparativo y
prospectivo.

v Universo de estudio: Agentes de remocion quimica-mecéanica de caries

Muestra: Carisolv, Papacarie, Agente experimental con fucsina, Agente
experimental con ponceau.

Tipo de Muestreo: No probabilistica por conveniencia.

Tamafio de muestra: Citotoxicidad n= 9 pocillos por cada grupo, Inflamacion
n= 9 pocillo por cada grupo, Actividad antimicrobiana n=9 por cada grupo,
remocién de caries n=5 por cada grupo.

Criterios de seleccion:
Inclusién:

Molares y premolares permanentes sanos (obtenidos del Laboratorio de
investigacion Interdisciplinaria (LIl), Area de Nanoestructuras y Biomateriales
de la ENES-Ledn UNAM) para la remocién de caries

Dientes extraidos con caries (1 mes) para la eleccion del colorante.
Papacarie (obtenidos del Laboratorio de investigacion Interdisciplinaria (LII),
Area de Nanoestructuras y Biomateriales de la ENES-Le6n UNAM)

Carisolv (obtenidos del Laboratorio de investigacion Interdisciplinaria (LII),
Area de Nanoestructuras y Biomateriales de la ENES-Le6n UNAM)

No inclusioén:

Dientes anteriores
Otros agentes comerciales para la remocion quimico-mecéanica de caries.

Eliminacioén:

Dientes con perforacién en camara pulpar
Cultivos contaminados.



Variables

NOMBRE

Citotoxicidad

Inflamacién

Actividad
Antimicrobiana

Tiempo

NOMBRE

Agente

Dosis
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DEFINICION

Es la propiedad que

tienen ciertas
sustancias o células
de dafiar a otras
células.®®

La inflamacion es la
respuesta del
sistema
inmunoldégico a
invasores extranos

tales como virus y
bacterias.*®

Es la capacidad que
presenta un
compuesto para
inhibir el aumento de
una poblacion
bacteriana o para
eliminarla*®

Periodo determinado
durante el que se
realiza una accion o
se desarrolla un
acontecimiento.**

DEFINICION

Sustancia,
energia, etc. que
produce un efecto
sobre el organismo*?
Cantidad de algo*

germen,

de estudio.

DEFINICION OPERACIONAL TIPO

DEPENDIENTES

Se analiza la muerte de células pulpares = Cuantitativa
en contacto con los agentes de

remocioén de caries.

Se observa la inflamacién producida por Cuantitativa
el agente en células pulpares humanas.

Usando en grupo control interleucina-13

(IL-1B)

Se determina el tamafio del halo de @ Cuantitativa
inhibicién que tiene cada agente contra
S. mutans. Y se realiza conteo de
colonias de S. mutans antes y después
de la remocién de caries con cada
agente

Se determina el tiempo empleado para Cuantitativa
la remocién de caries con cada uno de

los agentes.

DEFINICION OPERACIONAL TIPO

INDEPENDIENTES

Se utiliza cada agente para determinar | Cualitativo

los efectos bioldgicos estudiados.

Se utilizan distintas dosis para Cuantitativo
determinar en qué grado suele tener
efectos positivos.

ESCAL

Razdén

Razon

Razon

Razon

ESCALA

Nominal

Razon



Grecia Rodriguez

EFECTOS BIOLOGICOS DE UN AGENTE DE RQMC

El estudio se divide en tres fases:

10.1. Fase I:

Con base a las concentraciones de aminoacidos utilizados en Carisolv® las cuales
son: acido glutamico, leucina vy lisina a 0.1 molar se realizaron distintos estudios
para determinar los otros componentes necesarios para el agente removedor de
caries experimental.

10.1.1. Eleccion del espesante: Se llevo a cabo un estudio con los siguientes
espesantes: Carboximetilcelulosa, Polietilenglicol, almidon soluble, trietilenglicol.

Para esta prueba cada uno de los espesantes se mezclaron con agua bidestilada,
la mezcla se llevd a cabo integrando el espesante al agua bidestilada mientras se
agitaba con un agitador magnético; y se examinaron tactil y visualmente las mezclas
obtenidas para valorar la viscosidad.

Los resultados revelaron que el espesante que mejor se adaptaba a la viscosidad
deseada era la carboximetilcelulosa.

Se midié el pH antes de agregar el hipoclorito y este fue de 6, posteriormente se
agrego el hipoclorito y su pH cambio a 11, después de un minuto seguia siendo 11,
a los cinco minutos cambio a 10, a los 10 minutos bajo a 9, continuo en 9 a los 15
minutos, a los 20 y 25 minutos disminuyo a 8.

10.1.2. Eleccion de la tincién: Se llevo a cabo un estudio con las siguientes
tinciones: fucsina béasica, Ponceau S, Azul de anilina, seek de ultradent y una
tricromia compuesta por azul de anilina, escarlata, Fucsina.

Se mezclaron cada uno de los colorantes con agua bidestilada vy
carboximetilcelulosa.

Todas estas mezclas fueron agitadas con un agitador magnético, se colocaron en
cavidades de dientes extraidos con caries, se dejé durante 30 segundos y se lavd
con agua durante 30 segundos, se observo la pigmentacion que dejé cada tincion

a)

en la cavidad con lesién cariosa.
o PorT T R\
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Imagen 8. a)Molar con caries cubierto con el colorante b) lavado con chorro de agua del molar ¢) molar tefiido por el colorante
después del lavado con agua. Fuente propia
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10.1.3. Eleccién del conservante: Se llevé a cabo un estudio con los siguientes
conservantes: Bisulfito de sodio, Nitrato de potasio, propéleo de distintas marcas y
propdleo natural.

Se mezclaron los conservantes con agua bidestilada

Se realiz6 cultivo de 24 horas de Streptococcus mutans que se tomo de un tubo con
S. mutans ATCC 25175.

Imagen 9. Streptococcus mutans Clarke ATCCS 25175. Fuente propia

4 BUTPEF T -
ﬁ"!."!."'.' 7 ":"'

Imagen 10. Imagen de la realizacién de cultivo joven de S. Mutans. Fuente propia
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Imagen 11. Cultivo joven de S. Mutans. Fuente propia

Se utilizé cloruro de sodio para disolver la bacteria a 0.5 de concentracion segun
Macfarland de S. mutans. Se colocaron 100 pl de la solucién en cada caja Petri con
agar Mueller Hinton, colocando desde el centro de la caja, se difundi6é con un hisopo,
se impregno un disco de papel por cada una de las soluciones, agregando 20 pl de
cada una.

Figura 12. Asi tomamos las colonias
bacterianas para colocarlas en el cloruro de
sodio. Fuente propia.
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Se dejaron las muestras en la incubadora por 24 h, y al revisarlas se observaron los
zonas de inhibicién de cada muestra, concluyendo con esta prueba que la mejor
opciodn era el bisulfito de sodio a 4000 ppm. (Imagen 13.)

Imagen 13. 1) Bisulfito de sodio (1000ppm y 4000ppm) II) Nitrato de potasio (1000ppm) Ill) nitrato de potasio (4000ppm) V)
Propéleo con agua estéril V) Prop6leo con agua VI) Propdleo La colmena VII) Propdleo con Alcohol VIil) Propéleo Gto. Fuente
Propia.
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10.2. Fase II:

10.2.1 Citotoxicidad:
Para este ensayo se elaboraron dos muestras con los siguientes contenidos:

1.- Agua bidestilada, Fucsina a 0.018 M, Bisulfito de sodio a 500ppm (ya que a
4000pppm resulto ser muy citotoxico para las células pulpares humanas), Lisina,
Leucina, acido glutamico a 0.1 M, Carboximetilcelulosa a 0.05 M, hipoclorito de
sodio al 0.95% e hidroxido de sodio

2.- Agua bidestilada, Ponceau S a 0.004 M, Bisulfito de sodio a 500ppm (ya que a
4000pppm resulto ser muy citotoxico para las células pulpares humanas), Lisina,
Leucina, acido glutdmico a 0.1 M, Carboximetilcelulosa a 0.05 M, hipoclorito de
sodio al 0.95% e hidroxido de sodio.

Ademas utilizamos Carisolv®, Papacarie® y un grupo control inicamente con medio
de cultivo.

Se inocularon células pulpares agregado 100 ul en cada pocillo de una caja de 96
pocillos, se incubaron un dia como minimo. Se retiré el medio y se colocan 100 pl
de medio de cultivo nuevo, agregamos 60 ul mas en los pocillos de la concentracion
méaxima de cada muestra, posteriormente se agregaron 40 ul de las muestras en
cada pocillos de la concentracion maxima, la cual fue de 20, se pipetea para que se
diluya y se toman 40 pl de esa dilucion para mezclarlos en los siguientes pocillos
para obtener una concentracién de 10 se pipetea nuevamente y se toman 40 ul de
esta nueva dilucion y se colocan en los siguientes pocillos para obtener una
concentracion de 5, Se toma tiempo, los intervalos de tiempo para cada muestra
fueron de 60 segundos, 30 segundos y 15 segundos y en cada intervalo de tiempo
se usaron las mismas concentraciones para cada muestra. Al termino de los 60, 30
y 15 segundos se eyecta la mezcla y posteriormente se coloca sal de bromuro a 0.2
mg por mililitro (MTT), se incuban por minimo 7 h y posteriormente se retira el MTT,
se agregan 100 pl de dimetil sulfoxido (DMSO) el cual rompe las membranas de las
células para asi poder hacer el conteo de las mitocondrias que existen en cada
pocillo, con el DMSO se torna color morado, entre mas fuerte sea el tono, mas
viabilidad celular hay. Posteriormente se utilizd un espectrémetro para el conteo.

Esta prueba se realiz6 6 veces.
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10.2.2. Inflamacion:

Se determind la actividad proinflamatoria, por ensayo de ELISA, se inocularon
células pulpares en los pocillos, agregando 100 ul de medio de cultivo, tomando en
cuenta un control positivo y uno negativo, para inducir a inflamacion, en el control
positivo se agregaron 3 pL de interleucina-1p3 (IL-1B) lo que equivale a 3 ng por mL,
se incubaron por 3 h.
Se agregaron 40 ul mas de medio de cultivo, se incorporaron las muestras de
Carisolv®, Papacarie®, Muestra experimental con Fucsina y muestra experimental
con Ponceau S, ademas de mantener un grupo control. Se recolectaron las
muestras en tubos de eppendord, se cerraron bien y se almacenaron en
refrigeracion a -20° C durante 48 h.
Posteriormente se utilizo el kit de ELISA, en primer lugar se colocaron 80 ul de cada
muestra en cada pocillo (Carisolv®, Papacarie®, Agente experimental con fucsina,
agente experimental con ponceau S y grupos control), se agregaron 40 ul de
conjugado azul, se tap6é con la mica que viene incluida en el kit, se incub6 a
temperatura ambiente a 500 revoluciones por minuto durante dos horas.
Se lavo con wash buffer, colocando la sustancia y después eyectandola, siguiendo
el mismo procedimiento por 4 veces. Se agregaron 200 ul de p-nitrofenil fosfato a
cada pocillo, Se incubd durante 45 minutos en un lugar libre de luz (se colocé en un
cajon).

Finalmente se colocaron 50 ul de stop solutions, y se llevo al espectrometro a 405
nm y agitando por 10 segundos previamente.

Imagen 14. Ensayo de ELISA. Fuente propia.
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10.2.3. Prueba antimicrobiana:

Se realiz6 un cultivo joven, este se dejé incubar por 24 h, se usaron cajas Petri con
agar mueller Hinton para inocular la bacteria, la cual estaba diluida en cloruro de
sodio al 0.85% a una concentracién de 0.5 segun la escala de Macfarland de S.
mutans, se colocaron 200 microlitros de la concentracion de la bacteria en cada
plato, y se difundié en el plato con un hisopo. Se colocaron 20 microlitros de cada
muestra en un disco de papel, este se coloco en la caja Petri, se utilizé6 una caja
para cada muestra con concentraciones de 100, 50, 25 y 0 (diluyendo con agua
destilada estéril), en el grupo control positivo se colocé clorhexidina y en el negativo
agua destilada estéril. Se deja incubar por 24 h.
Se observan los resultados analizando la zona de inhibicion que tenia cada disco y
haciendo cuatro mediciones a lo largo del didmetro del halo de inhibicion, y
calculando un promedio de estas.

Para esta prueba, se realiz6 un ensayo piloto con una caja para cada muestra,
posteriormente un ensayo utilizando 3 cajas Petri para cada muestra y al final se
realizé un ensayo con cada uno de los componentes de la muestra con fucsina,
ademas otras tres cajas para el agente experimental con Fucsina.

Ademas se realizaron estudios de mircrodilucion en 3 repeticiones. Para esto se
llevd a cabo un cultivo joven de S. mutans, se diluyeron 6-7 colonias de
aproximadamente 0.5 mm de diametro en 10 mL de caldo Mueller Hinton en un tubo
falcon de 50 mL, se dejo en incubacion durante 18 h en agitacion constate, posterior
a esto se colocaron 10mL de caldo Mueller Hinton en un tubo de ensayo de cristal
de 15 mL a esto se inocul6 la bacteria hasta tener una concentracion de 0.5 segun
la escala de Macfarland de S. mutans, de esta solucion se tomaron 3 microlitros y
se colocaron en un tubo falcon de 50mL agregando ademas 30 mL de caldo Mueller
Hinton y se dio vortex. Se utilizé una caja con 96 pocillos y se agregaron 200 pl de
bacteria y 200 ul del agente experimental con fucsina, ademas en una fila de la caja
se colocaron 200 ul de bacteria con 200 pul de clorhexidina, en el control positivo se
colocaron 200 ul de bacteria y 200 ul de caldo y en el control negativo se colocaron
400 pl de caldo.
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Imagen 15. a) Colocando S. mutans en caldo mueller Hinton b) Se coloca el caldo mueller Hinton en agitacion constante

durante 18 horas. Fuente propia

Se incubd durante 24 h y al dia siguiente se leyo en el espectrofotémetro a 620 nm
y posteriormente se colocaron 3 gotas de cada concentracion en tres platos de agar,
se incubaron las 3 cajas durante 24 h, se observaron las gotas para observar la
concentracion de S. mutans que existia en cada gota.

Este_prqcedlmlento se realizo tres veces |
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Imagen 16. a) Plato de 96 pocillos con concentracion de 100, 50, 25, 12 y 6 del agente experimental con fucsina, clorhexidina,

control negativo y control positivo. Fuente propia
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Imagen 17. Plato de agar con gotas de cada
concentracién del agente experimental con
fucsina. Fuente propia

10.3. Fase lll:

10.3.1. Eliminacion de caries:
Se recolectaron 15 premolares y 10 molares sin caries, con corona integra, se

colocaron en cubos de acrilico para su facil manipulacién, se realizaron cavidades
clase | segun Black, con pieza de alta velocidad marca NSK y con fresas de carburo
256, con dimensiones de aproximadamente: mesio-distal= 5 mm, profundidad de 3
mm, y solo se abarcO la dentina. Posterior a realizar las cavidades, se colocé

esmalte de ufias transparente en las coronas para protegerlo.

10.3.1.1. Desmineralizacion de dientes:
Se prepar6 una solucion desmineralizante utilizando un litro de agua destilada y

afiadiendo a esta 0.9mM de fosfato de potasio, 1.5 mM de cloruro de calcio, 150
mM de cloruro de potasio, 0.1 mM de acetato de sodio, se agregaron 20 microlitros
de HCL para llevarla a un pH de 4. Se colocaron los dientes en un frasco de vidrio
en el cual se agreg6 la solucion desmineralizante, se tap6 y se colocaron en un
agitador a una temperatura de 37 °C. Se cambio la solucion del frasco cada tercer
dia, ya que su pH aumentaba a 6.5. Se dejaron los dientes en esta condicién
durante 15 dias (360 h).

10.3.1.2. Modelo de caries
Se aisl6 un cultivo bacteriano con Streptococcus mutans, con una concentracion de

0.5 escala de Macfarland, fueron cultivadas en Muller-Hinton (Becton Dickinson, NJ,
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EUA) por 18 h en un ambiente de anaerobiosis parcial. Se colocaron 20 pL en una
torunda de algodon con medio de cultivo, se colocé una torunda en cada cavidad y
fueron obturadas con IRM (Dentsply™, New York, USA). Se incubaron a una
temperatura de 37°C, durante 15 dias, y cada tercer dia se retiraba el material de
obturacion, y se adicionaba mas medio de cultivo, obturando de nuevo cada vez

gue se realizaba este procedimiento.

Se retird la obturacion provisional, se raspo el piso con cucharillas estériles y este
material fue suspendido en caldo de cultivo mueller-Hinton para cada muestra, se
agitaron y posteriormente se cultivaron en agar mueller Hinton y se incubaron por
24 y 48 h a 37°C. Se determinaron las unidades formadoras de colonia en cada

muestra.

Para cada agente de remocion de caries a examinar utilizamos 5 dientes, se coloco
durante 60 segundos cada muestra en cada cavidad, y posteriormente se retiré el
tejido cariado con cucharillas de dentina estériles, se limpio la cavidad con una bolita
de algoddn humeda para poder observar el tejido remanente y verificar las
caracteristicas de ésta. Para Carisolv®, Papacarie® y el grupo control se utilizé
detector de caries sable™ seek® (Ultradent) para determinar si aun habia caries,
se repitié el proceso hasta obtener una dentina sin tejido blando. Para el grupo

control se utiliz6 micromotor y una fresa de carburo 256.

Después de retirar el tejido infectado se coloco caldo mueller Hinton en la cavidad
y se raspo la superficie de la cavidad de cada diente tratado posteriormente se
inoculd dicho caldo en una caja con agar mueller Hinton para obtener el resultado

de carga bacteriana.
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11. Resultados
11.1. Fase |

Grecia Rodriguez

EFECTOS BIOLOGICOS DE UN AGENTE DE RQMC

Componentes del agente experimental

H|posc(l)(()jrigo Ee Lisina Leucina Yol Vil Carboximetilcelulosa
0.95% 0.1M 0.1M 0.1M 0.05M
- 500 ppm 0.018 M 0.004 M 5.32 M
Agua Bisulfito de L .
bidestilada sodio Hidroxido de sodio

Tabla 4. Componentes del agente experimental

11.2. Fase ll

11.2.1. Citotoxicidad
Viabilidad celular (%) de los agentes experimentales y comerciales en

AGENTE

CARISOLV®
PAPACARIE®
FUCSINA
PONCEAU S

CARISOLV®
PAPACARIE®
FUCSINA
PONCEAU S

CARISOLV®
PAPACARIE®
FUCSINA
PONCEAU S

41

15 30
Concentracion de [5]
97.14 +2.38 99.37 + 1.11
102.95 + 1.97 102.89 + 3.72
455 +8.72 42.45+9.1
87.66 + 2.42 67.91 + 13.13
Concentracion de [10]
97.49 +3.23 97.85+ 1.85
96.65 + 2.02 103.12 + 0.84
27.61+1.13 26.01 + 1.29
82.41 +2.41 58.96 + 12.26
Concentracion de [20]
79.66 +17.11  99.08 + 2.99
98.5+ 1.43 93.27 + 2.69
38.19 + 12.76 44.6 + 23.35
34.97 +5.67 37.75+45

cultivo con HPC

Tiempo (en segundos)

60

99.77 £ 5.67
101.22 + 2.47
4251 +£6.17
67.95+1.19

99.4 +5.43
105.23 +2.89
32.87 £3.33
88.47 + 6.99

80.22 + 16.26
103.06 £ 5
41.65 + 3.67
103.68 + 0.38

Tabla 5. Viabilidad
celular de los agentes
experimentales y
comerciales en
HPC.
Bisulfito a 500ppm

cultivo con
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11.2.2. Inflamacién
Los resultados arrojados por el espectrémetro fueron los siguientes. Ninguno de los
agentes presentdé aumento de la actividad proinflamatoria, inclusive en sinergia con

IL-1.

1,2000
1,0000
10,8000
-}
S
ey
oo
£ 0,6000
o
w
(U]
[a
0,4000
0,2000
0,0000
D@ D S S S
N AN L@ > Q N AN & 7
N & & & & X & @ o"%\ &
Qer’b Cb <<° QOQ Q'bQ ¥4 3 Q°

Grafica 1. Comparacién de actividad proinflamatoria de los agentes: Carisolv, Papacarie, Agente con Ponceau Sy

Agente con Fucsina.
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11.2.3 Actividad antimicrobiana

11.2.3.1 Difusién en agar

Se midieron las zonas de inhibicion de cada agente con un Vernier digital, se
realizaron cuatro mediciones por cada disco, al final se promediaron las medidas y
se obtuvo el promedio de cada agente por cada una de las concentraciones.

Fucsina

24.73+1.11

25
24.2613.89

8.01+1.96

26.96+1.68

Imagen 18. Zonas de inhibicién del agente experimental a base
de fucsina a concentraciones de 100, 50 y 25. Fuente Propia
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Estos fueron los promedios de
las zonas de inhibicion de
cada componente examinado.

Bisulfito

Hipoclorito

Carboximetilcelulosa

Imagen 19. Zonas de inhibicién de los
componentes del agente experimental
a base de fucsina. Fuente Propia

Fucsina

Carisolv®

25.651+0.15

Imagen 20. Zonas de inhibicién
de Carisolv a concentraciones
de 100, 50 y 25. Fuente Propia
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Papacarie®

25.4410.8

Imagen 21. Zonas de inhibicién de
Papacarie a concentraciones de
100, 50 v 25. Fuente Propia

Ponceau S

24.37+0.46

Imagen 22. Zonas de inhibicién del
agente experimental a base de
Ponceau S a concentraciones de
100, 50 y 25. Fuente Propia
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Efecto antimicrobiano de Fucsina en §. mutans
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Grafica 2. Comparacion del efecto antimicrobiano del Agente con Fucsina a concentraciones de [100], [50], [25], [12]

6.

11.2.3.2. Microdilucién

Para este estudio solo se analizé el agente experimental a base de Fucsina, ya que
fue el Unico que present6 inhibicidbn en cultivo con Streptococcus mutans. Los
resultados de absorbancia obtenidos en el espectrofotometro fueron los siguientes.
De cada concentracion y grupo control se eligieron tres pocillos para tomar una gota
de solucion y se colocaron en una caja con agar Mueller Hinton.

46



_ Grecia Rodriguez
EFECTOS BIOLOGICOS DE UN AGENTE DE RQMC

CRECIMIENTO BACTERIANO

120,00

100

100,00

80,00

60,00

47,52

40,00

PORCENTAJE DE CRECIMIENTO BACTERIANO
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Grafica 3. Crecimiento bacteriano de S. mutans a concentraciones de 6, 12, 25, 50 y 100 del agente experimental a

base de fucsina.

Imagen 23. Caja con agar Mueller Hinton con
gotas del agente experimental a base de
Fucsina con  Streptococcus  mutans,
clorhexidina, control positivo y negativo
obtenidas de la caja de 96 pocillos. Fuente
Propia.
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11.3. Fase lll

11.3.1. Remocidn de caries

11.3.1.1 Prueba antimicrobiana

Antes de la remocién de caries se agreg6 caldo Mueller Hinton, se raspo la cavidad
y se inoculd esta solucion en una caja con agar Mueller Hinton. Después de la
remocion se repitié el mismo procedimiento, los resultados a las 24 y 48 h, antes y
después de la remocion de caries fueron los siguientes.

AGENTE ANTES DESPUES ANTES DESPUES

24 HORAS 48 HORAS

PAPACARIE CARISOLV CONTROL

PONCEAU
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FUCSINA

Tabla 6. Inoculacion de caldo mueller Hinton después de raspar la cavidad, antes y después de utilizar el agente
experimental con Fucsina para la eliminacion de caries. Con un tiempo de incubacion de 24 h y 48 h. Fuente Propia.

11.3.1.2 Tiempo de remocion de caries.
Se tomo el tiempo invertido para remover el tejido con caries de cada diente con
cada uno de los grupos.

Agente CONTROL CARISOLVY PAPACARIE FUCSINA PONCEAU
Tiempo (minutos) 1.8+0.31 54411 3.6+0.37 2.4+0.34 2.3+0.38
Repeticiones 1 3 2 1 1
Detector de caries
(Seek) \ \ \ x x

Tabla 7. Comparacién del tiempo promedio utilizado para la remocién de caries con cada uno de los agentes quimico-

mecanicos.

La tincion del colorante fue una limitante para poder obtener analizar los resultados
de mircrodilucion de manera visual, ya que normalmente en este estudio se pueden
observar bacterias en el fondo del pocillo, esto cuando las hay.

Otra limitante fue la viscosidad de los agentes experimentales, se dificultaba tomar
las medidas exactas, y era mas tardado colocarlos en los pocillos de estudio ya que
se quedaba pegado en la punta de la micropipeta.
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12. Discusion
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Nuestro estudio arrojé resultados similares a los encontrados en el estudio
realizado en el 2014 donde Carisolv® no mostrd citotoxicidad. Papacarie®
Duo redujo significativamente el nimero de células viables, a excepcién de
esta parte, ya que en nuestro estudio Papacarie® no mostro reduccién
significativa de las células viables, esto probablemente a la dilucién que
utilizamos para poderlo colocar en los pocillos; por otro lado la interleucina-
18 (3 ng / mL) se comport6é de manera similar en ambos estudios, ya que no
estimuld a las células HPC, para producir PGE2 en el medio de cultivo ni
afect6 al nimero de células viables de HPC.

En ambos estudios buscamos conocer la citotoxicidad de los removedores
de caries, con la diferencia que en este estudio se incorporaron los agentes
experimentales realizados en el mismo estudio. °

Realizamos un ensayo de Elisa para poder analizar la inflamacion que se
obtenia al contacto de los agentes con células pulpares humanas, algo
similar se llevé a cabo en el afio 2001 y posteriormente en el afio 2006 donde
se demostré que después de un periodo de contacto de 10 y 20 min en el
grupo experimental, se observé destruccion pulpar de sustancia intercelular
y células incluyendo odontoblastos hasta una profundidad de 150 ym. Las
fibrillas pulpares y predentina, asi como las fibrillas dentinarias, parecian
estar intactas y no difieren de los controles. Después de un tiempo de
contacto de 1 min, se pudo observar un dafio mas débil de las células
pulpares y los odontoblastos, asi como fibrillas intactas en la pulpa,
predentina y dentina. Si bien estos estudios no se manejan de la misma
manera, el fin de ambos es analizar la respuesta de las células pulpares al
contacto con agentes de la remocién quimica-mecénica de caries en su caso
Carisolv® y en nuestro caso afadiendo Papacarie® y los agentes
experimentales.3?

Un estudio dio como resultados que los métodos de eliminacion de caries
tanto con broca como con agente removedor de caries son similares en las
lecturas de DIAGOdent® (9.9 y 7.9 para excavacion quimio-mecanica y de
broca, respectivamente) este estudio podria ser un complemento para
nuestra investigacion para poder tener mas pruebas que nos ayuden a
comprobar el uso de manera segura en boca; en este mismo estudio
realizaron una prueba microbial donde obtuvieron un crecimiento bacteriano
cariogénico de 2.8 y 2.9% para excavacion quimico-mecanica y de broca,
respectivamente), nuestro analisis nos demuestra como el crecimiento
bacteriano disminuy6 en un periodo de 48 horas en contacto con los agentes,
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se utilizaron métodos distintos, sin embargo, el fin fue conocer el crecimiento
bacteriano después de la eliminacion de caries utilizando como grupo control
fresas de carburo.

Esto sugiere que la excavacion quimico-mecénica para la eliminacion de
lesiones cariosas y la reduccion de bacterias cariogénicas, es tan eficaz
como la excavacién convencional con broca. 4

En un estudio realizado para conocer el tiempo que se lleva en la eliminacion
de caries con dos agentes comerciales se encontré que el tiempo medio
necesario para la eliminacion de la caries fue significativamente mayor para
Carie-Care ™ (427,13 s) en comparacion con Papacarie (®) (385,8 s),
nuestro estudio demuestra que con nuestros agentes experimentales se
emplea menor tiempo que Carisolv® y Papacarie®. Ademas en este estudio
se encontré que Papacarie (®) es significativamente mas eficiente que Carie-
Care ™ en la eliminacion de caries con una marcada reduccion de los restos
bacterianos después de la excavacion, al compararlos con nuestro estudio
demostramos que Papacarie® si reduce los restos bacterianos después de
la excavacién al igual que el resto de los agentes removedores que
empleamos para este estudio. 3



13. Conclusién

Los agentes experimentales que se desarrollaron mostraron una citotoxicidad
moderada sin incremento en su efecto pro-inflamatorio en cultivo con HPC, el
agente con fucsina mostré una actividad antimicrobiana (bactericida) en cultivo con
S. mutans. El tiempo de remocion de caries resulté ser corto en comparacion con
los tiempos invertidos con los agentes comerciales. Ademas se observa disminucion
de las colonias bacterianas después de la remocién de caries a las 48h. En la
actualidad el uso de detector de caries es un tema con ciertas controversias en si
debe o no usarse, ya que los detectores de caries tifien zonas de desmineralizacion,
por lo tanto el uso de este solamente es un participe para que el clinico se guie en
la eliminacién de tejido infectado. Los agentes experimentales para la remocion
guimico-mecanica de caries tienen un alto potencial para su probable aplicacion
clinica, sin embargo mas estudios son necesarios para su uso seguro.

La hipotesis fue parcialmente aceptable, ya que se comprob6 que el agente a base
de fucsina tiene una amplia actividad antimicrobiana frente a S. mutans, sin
embargo nos dimos cuenta que las dosis utilizadas en ambos agentes
experimentales siguen siendo moderadamente citotoxicas para las células
pulpares.

Se espera realizar mas estudios con distintas dosis de los elementos de los agentes
experimentales, esto tratando de disminuir la citotoxicidad de estos, ademas se
pretende realizar estudios donde se valore visualmente el piso de la dentina
después de la eliminacion de caries con cada uno de los agentes, y compararlos a
su vez con el piso de la dentina sana, al mismo tiempo valorar la microdureza de
estos.

13.1. Relevancia Clinica

Estos agentes seran de gran ayuda tanto para el clinico como para el paciente, ya
gue nos ayudan a reducir el tiempo operatorio en el tratamiento de eliminacién de
caries, porque al no escuchar el sonido de la turbina de los rotatorios la ansiedad
de los nifios disminuye de manera muy significativa. Ademas de ser una herramienta
para la eliminacion de caries, este agente incluye un instrumento visual para tener
mayor fiabilidad de que se ha eliminado totalmente el tejido infectado.

Y por otro lado, se pretende comercializar a bajo costo, para que pueda ser utilizado
en zonas marginales y en brigadas comunitarias.
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