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RESUMEN

El éxito del tratamiento de conductos radiculares se debe a un conjunto de factores
que involucra el correcto manejo de la preparacion biomecanica, de la irrigacion,
desinfeccion y la obturacién de cada conducto. El principal objetivo de este tratamiento es
eliminar el tejido pulpar que ha sufrido un dafno irreversible: la dentina afectada, pulpa,
desechos necréticos y los microorganismos; asi como también ensanchar el conducto con
la finalidad de prepararlo para ser obturado y generar un sellado apical adecuado. Durante
la preparacion biomecanica se puede generar una capa de barrillo dentinario que no permite
la propagacion de los medicamentos intraconductos hacia los tubulos dentinarios. Por lo
tanto, es indispensable seleccionar los irrigantes que permitan la correcta desinfeccion y
eliminacion del barrillo dentinario que den lugar a conductos radiculares limpios, lisos y

listos para su correcta obturacion.’

Hoy en dia, el sistema de irrigacion mas efectivo es la combinacién de una solucion
de hipoclorito de sodio (NaOCI) a una concentracion de 2.5 - 5%, el cual permite disolver los
compuestos organicos, y el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), que es un agente
quelante, que se usa normalmente a una concentracién de 10 - 17%, ideal para eliminar la
parte inorganica; por lo que su combinacién genera una mejor limpieza de los conductos
radiculares y eliminar la capa de barrillo dentinario.' La dentina posee una red de
anastomosis de tubulos dentinarios secundarios que fomenta el movimiento de fluidos y la
entrada de contaminantes, e incluso microorganismos como Enterococcus faecalis. Todos
estos factores, facilitan la degradacion progresiva de la colagena, y aumentan la

susceptibilidad a fracturas e infecciones recurrentes.?

El objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto del acondicionamiento de la dentina
radicular mediante el empleo de un hidrogel de quitosano (0.2%) combinado con un péptido
derivado de la proteina de adhesién del cemento (CAP) y uno derivado de la proteina del
cemento 1 (CEMP1). Estos estudios se realizaron mediante ensayos de microbiologia y
mineralizacion, con ayuda de perfilometria y microscopia electrénica de barrido. Los
resultados obtenidos muestran que hay una actividad antimicrobiana en las superficies de
dentina radicular tratadas con hidrogel de quitosano y las que se trataron con el hidrogel y
los péptidos bioactivos; asi como el sellado de tubulos dentinarios, generando una
superficie homogénea del conducto; también encontramos precipitados debido a la

combinacion del hidrogel con CAPp-15.



ANTECEDENTES

El fracaso endodontico se relaciona directamente con persistencia de bacterias en los
conductos y el apice, ademas de una deficiente calidad de las obturaciones realizadas?,
ambas causas relacionadas con las variaciones anatémicas de los conductos radiculares,
ya que pueden dificultar la limpieza y la correcta preparacion biomecanica de los conductos
radiculares. Por ello, se han desarrollado diferentes técnicas para poder cumplir con la
llamada triada endodédntica, la cual se compone de: asepsia, preparacién biomecanica y el
sellado apical; si alguna de estas no es realizada de manera correcta el tratamiento
terminara fracasando. La preparacion biomecanica adecuada del conducto radicular
consiste en la total eliminacion de la dentina que ha sido dafada, asi como la pulpa, los
microorganismos y la capa de barrillo dentinario que se encuentren en el mismo, y de esta
forma acondicionarlo para poder incorporar el material de obturacién que permita el sellado
hermético. La presencia de la capa de barrillo dentinario podria evitar la difusion de los
medicamentos intraconductos hacia las irregularidades del conducto y los tubulos
dentinarios; ademas de no permitir la correcta adaptacion de los materiales de obturacion.’
La eliminacién del barrillo dentinario es posible mediante la utilizacion de irrigantes, como la
combinacion de una solucién de hipoclorito de sodio, capaz de eliminar de compuestos

organicos, y EDTA que elimina el componente inorganico."

En el tratamiento de conductos radiculares, podemos realizar la preparacion
biomecanica con instrumentos manuales o rotatorios; con los instrumentos rotatorios, se
logran tratamientos mas eficaces, debido a su capacidad para recolectar y eliminar los
desechos; ademas, al generar una rotacién continua, se reduce el tiempo de
instrumentacion y ayuda a preparar el conducto de manera mas segura.* La aleacion
niquel-titanio (NiTi) es la opcion ideal o de primera eleccion en la seleccion de instrumentos
rotatorios para el tratamiento de conductos, ya que cuenta con caracteristicas fisicas
importantes como ductilidad, maleabilidad y superelasticidad que le permiten volver a su
forma después de una deformacion significativa, ademas poseen resistencia a la
deformacion; diferenciandolo de otros metales como el acero inoxidable. El uso de estos
instrumentos rotatorios de NiTi reduce el tiempo de trabajo; asi como también, el riesgo de
fractura dentro de los conductos con variaciones en la morfologia radicular, pues estas limas
siguen la ruta original del canal, especialmente en los conductos mas curvos. A pesar de
que los instrumentos rotatorios proporcionan una mayor eficacia en la limpieza de los
conductos en comparacién con las limas manuales convencionales, es importante tener

cuidado de no provocar un evento adverso.®



Durante la conformacion de los conductos radiculares, se forman capas tejido dental
organico e inorganico denominado barrillo dentinario; el cual, puede evitar la eliminacion de
los microorganismos e incluso dificultar la obturacion final. Por tanto, su eliminacion es de
vital importancia para alcanzar un tratamiento de conductos exitoso, con la correcta
desinfeccion de los conductos radiculares y tener una obturacion hermética.® Actualmente,
el uso del EDTA como solucién de irrigacion, se basa en su capacidad quelante, incluso, su
empleo ha demostrado tener la capacidad de incrementar la permeabilidad y limpieza de
canales radiculares laterales y accesorios.? La accion del EDTA, en un rango de
concentracion de 15 al 18% y en un tiempo de aplicacion de 1 a 5 minutos, se considera el
principal agente quelante en endodoncia, ya que favorece la remocion de tejido inorganico,
permitiendo eliminar exitosamente el barrillo dentinario. Ademas del EDTA, se sugiere el
empleo de una solucién de hipoclorito de sodio, para remover el tejido organico.”® La
solucion de hipoclorito de sodio en una concentracion del 2.5 a 5%, es el principal irrigante
recomendado durante la preparacion biomecanica debido a su capacidad para disolver
tejidos organicos, ademas de poseer un importante efecto antimicrobiano.'®® A pesar de
que la solucion de hipoclorito de sodio es el irrigante mas empleado para la preparacién y
desinfeccion de los conductos radiculares, no logra eliminar, en su totalidad, todos los
microorganismos; por lo cual, se han descrito diferentes protocolos donde se combinan
diferentes irrigantes logrando disminuir la cantidad de bacterias intraradiculares.
Desafortunadamente, se ha reportado la presencia de ciertos microorganismos asociados a
infecciones recurrentes y han sido sefalados como responsables de la mayoria de los
fracasos del tratamiento endoddntico. Tal es el caso de E. faecalis, bacteria Gram positiva
que puede penetrar los tubulos dentinarios y sobrevivir en condiciones nutricionales
extremas. Esta bacteria ha demostrado ser capaz de formar biopeliculas altamente

resistentes a los irrigantes convencionales.™

Enterococcus faecalis

El género bacteriano Enterococcus, suele encontrarse como células Unicas, en pares
0 en cadenas, son bacterias anaerobias facultativas, lo que implica que pueden crecer y
desarrollarse con o sin la presencia de oxigeno; ademas, se caracterizan por ser resistentes
a detergentes, etanol y a la desecacion." La presencia de Enterococcus faecalis es
comunmente frecuente en pacientes que tienen antecedentes endodonticos, ya sea un
primer tratamiento de conductos, a la mitad o con un retratamiento de conductos.” Este
microorganismo estad muy asociado con las infecciones perirradiculares (infecciones
endodoénticas primarias), en periodontitis perirradicular aguda o abscesos agudos; pero
también con infecciones endodénticas persistentes. E. faecalis puede penetrar los tubulos

dentinarios y tiene la capacidad de formar biopeliculas complejas que le proporcionan



nutrientes y proteccion a las células bacterias, aumentando su resistencia; e incluso, cuenta
con la capacidad de anular la accién de los linfocitos. Del 4 a 40% de las infecciones
endodonticas primarias esta directamente relacionada con la persistencia de E. faecalis en
los conductos radiculares, mientras que el porcentaje de E. faecalis en lesiones
perirradiculares persistentes es mucho mayor, los casos de fracaso en tratamientos de
conductos son 9 veces mas probables de que este microorganismo sea el causante.”'? Por
lo anterior, se han llevado a cabo numerosos estudios para encontrar compuestos quimicos
que ademas sean biocompatibles y que al combinarlos con diferentes estrategias

metodoldgicas permitan un tratamiento endodontico exitoso.

El quitosano es un copolimero que se obtiene de la desacetilacion de la quitina y esta
compuesto por D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina. Es un compuesto no toxico,
estable, esterilizable, biocompatible, que ha demostrado poseer propiedades
antimicrobianas, inmunoestimulantes y hemostaticas.’> Se ha reportado que debido a su
carga positiva que le permite acumularse en las paredes celulares de las bacterias tiene
propiedades bactericidas y bacteriostaticas. Ademas, debido a su versatilidad ha sido
empleado para la sintesis de andamios rigidos, peliculas e hidrogeles, de forma que ha
demostrado ser un agente ideal para multiples aplicaciones.'™' Particularmente, los
hidrogeles de quitosan actuan como una red de cadenas que son utilizados como agentes
que permiten la liberacion controlada de diferentes farmacos y elementos terapéuticos como
factores de crecimiento y secuencias peptidicas. En el area odontoldgica, el quitosano es
empleado en tratamientos quirdrgicos como apicectomias cuando el tratamiento de
conductos fracasa, en regeneracion periodontal, en estomatitis subprotésica, entre otras. Es
altamente util en lesiones inflamatorias y ulcerosas en la cavidad bucal, asi como para
combatir ciertos patégenos como el caso de Enterococcus faecalis; sin embargo, su
efectividad depende de factores como pH que esta intimamente relacionada con su
concentracion's; es por ello que se ha utilizado como irrigante en concentraciones del 0.1 -
3%. Si bien, el quitosano representa una adecuada alternativa como auxiliar en la ingenieria
de tejidos, se han incorporado pequefias moléculas como aminoacidos o péptidos para
mejorar sus propiedades fisicoquimicas, mucoadhesion y solubilidad, para brindar mayor

seguridad y eficacia en su uso.'*"®



El cemento radicular es un tejido mineralizado que recubre la raiz del diente; el
estudio de su matriz extracelular ha permitido identificar dos proteinas: la proteina del
cemento 1 (CEMP1) y la proteina de adhesién del cemento radicular (HACD1/CAP);
especificamente, estas proteinas han demostrado jugar un papel importante en los
procesos de biomineralizaciéon, debido a su capacidad para promover la formacion y
crecimiento de cristales de apatitas con importancia bioldgica.'®'® Estudios realizados en el
Laboratorio de Biologia Periodontal y Tejidos Mineralizados, han demostrado que la proteina
del cemento 1 (CEMP1) juega un papel muy importante durante la cementogenesis;
promueve la migracion, proliferacion y diferenciacion de células del ligamento periodontal;
es capaz de activar vias de sefializacion e inducir la expresion de proteinas que participan
en el proceso de biomineralizacion. Es una proteina compuesta de 247 aminoacidos,
glicosilada, fosforilada y termoestable, que ha demostrado tener la capacidad de regular la

composicion y morfologia de los cristales de hidroxiapatita (Tabla 1).%23

10 20 30 40 50
MGTSSTDSQQ AGHRRCSTSN TSAENLTCLS LPGSPGKTAP LPGPAQAGAG
60 70 80 90 100
QPLPKGCAAV KAEVGIPAPH TSQEVRIHIR RLLSWAAPGA CGLRSTPCAL
110 120 130 140 150
PQALPQARPC PGRWFFPGCS LPTGGAQTIL SLWTWRHFLN WALQQREENS
160 170 180 190 200
GRARRVPPVP RTAPVSKGEG SHPPQNSNGE KVKTITPDVG LHQSLTSDPT
210 220 230 240
VAVLRAKRAP EAHPPRSCSG SLTARVCHMG VCQGQGDTED GRMTLMG

Tabla 1. Secuencia de aminoacidos de la proteina CEMP1

Por otro lado, la proteina de adhesion del cemento radicular (HACD1/CAP) fué la
primera proteina aislada del cemento radicular. EI gen que codifica a esta proteina se
localiza en el brazo corto del cromosoma 10, en la region 13-14. Este gen durante los
procesos de transcripcion origina, gracias a un splicing, dos isoformas: la proteina
3-hidroxiacil-CoA-deshidratasa 1 o HACD1, la cual estd formada por 288 aminoacidos y
participa en el metabolismo de los lipidos, y la otra isoforma, denominada CAP, constituida
por 140 aminoacidos y donde los ultimos 15 aminoacidos de esta proteina marcan la
diferencia entre las dos isoformas (Tabla 2). La proteina CAP se expresa en
cementoblastos, en algunas poblaciones de células del ligamento periodontal, en células del
foliculo dental, promoviendo la diferenciacion y adhesion de las mismas. Ademas, las

células periodontales crecidas, in vitro, en presencia de CAP son capaces de formar tejido



mineralizado. Estudios en sistemas libres de células, han demostrado que tiene la
capacidad de promover la formacion de cristales de hidroxiapatita y, en estudios in vivo
promueve la formacion de tejido 6seo de novo en defectos de tamafio critico en calvarias de

rata y tibias de conejo. 1820242

10 20 30 40 50
MGRLTEAAAA GSGRAAGWA GSPPTLLPLS PTSPRCAATM ASSDEDGTNG

| 60 70 80 Y 100
GASEAGEDRE APGERRRLGV LATAWLTFYD IAMTAGWLVL AIAMVRFYME

| 110 120 130 140
KGTHRGLYKS IQKTLKFFQT FALLEVSFPS CCFSIAVIFM

Tabla 2. Secuencia de aminoacidos de la proteina CAP

Los estudios recientes con estas proteinas han permitido identificar pequefas
secuencias aminoacidicas (péptidos bioactivos) con la capacidad de mimetizar algunas de
sus funciones. Los péptidos bioactivos han tomado gran relevancia en su aplicacion
biomédica, ya que nos brindan ventajas importantes en comparacion a las proteinas: son
mas especificos, poseen mayor estabilidad fisico-quimica, se sintetizan con mayor facilidad
en comparacion con las proteinas, son mas econémicos y menos inmunogénicos.'®?>2¢ Con
base en lo anterior, el péptido 15 derivado de la proteina CAP (CAP-p15) es una secuencia
constituida por los ultimos 15 aminoacidos del extremo carboxilo de CAP; marcados en
negritas en (Tabla 2) (VSFPSCCFSIAVIFM). Se ha reportado que este péptido bioactivo
tiene una gran afinidad por la hidroxiapatita, promoviendo su formacion y crecimiento en un
sistema libre de células y promover la formacion de hidroxiapatita carbonatada en
superficies de TiO, biofuniciolaizadas con esta secuencia peptidica. Ademas, se ha
demostrado que juega un papel importante en el proceso de biomineralizacion; ya que, es
capaz de inducir la formacion de cemento radicular y hueso en modelos in vivo.?®?"2¢ Por
otro lado el péptido 3 de la proteina del cemento (CEMP1-p3), estd formado por 20
aminoacidos; marcados en negritas en (Tabla 1) (QPLPKGCAAVKAEVGIPAPH). Se ha
demostrado que este péptido CEMP1-p3, tiene una alta afinidad por los cristales de fosfato
octacalcico (OCP) y promueve su transformacion cristalina hacia hidroxiapatita, esta
capacidad podria estar asociada a que cuenta con una estructura secundaria en forma de
doble hélice, donde el grupo imidazol de la histidina es capaz de funcionar como donador de

electrones hacia la superficie de hidroxiapatita en un ambiente fisioldgico. .212527:28
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El éxito del tratamiento endoddncico depende de la limpieza integral y la conformacion
del sistema de conductos radiculares. Durante el tratamiento del conducto radicular, se
puede dejar sin preparar mas del 35% de la superficie del conducto, aun con la ayuda de
tecnologia avanzada; por lo que, es fundamental contar con un adecuado sistema de
irrigacion. El principal objetivo de los irrigantes durante el tratamiento de conductos es que
con el manejo quimico y mecanico tengamos como resultado conductos radiculares limpios,
desinfectados, lisos y listos para su correcta obturacién. Hoy en dia, se han desarrollado
diversas estrategias como el uso de agentes quimicos, ultrasonidos y laser con la finalidad
de lograr la completa limpieza que no se realiza con la preparacién biomecanica. Sin
embargo, los agentes quimicos empleados pueden generar la disolucién irreversible e
inespecifica de la dentina, que la hace susceptible a filtraciones, fracturas y a la
colonizacién de microorganismos como E. faecalis que comprometen el éxito del

tratamiento.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Debido al problema que genera la contaminacién de conductos por Enterococcus
faecalis, la biomineralizacion es una estrategia efectiva para el acondicionamiento de la
dentina radicular con la finalidad de recuperar las caracteristicas fisicoquimicas de la
dentina. En este trabajo se plantea el uso de un péptido derivado de la proteina CAP
(CAPp-15) y un péptido derivado de CEMP1 (CEMP1-p3), que han demostrado promover la
formacion y crecimiento de cristales de HAp; combinado con un hidrogel de quitosano que
ha demostrado tener propiedades antimicrobianas, y podria brindar el beneficio adicional de
eliminar las bacterias que persisten dentro de los conductos radiculares después de los

procedimientos de limpieza y modelado.

HIPOTESIS

El empleo independiente del hidrogel de quitosano, asi como de los péptidos
CEMP1-p3 y CAP-p15 con el hidrogel de quitosano promoveran la formacién de minerales y
tendran un efecto inhibitorio en la adhesion y formacién de biopelicula extracelular de E.

faecalis en la superficie dentinaria intraconducto.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los péptidos CAP-p15 y CEMP1-p3 en un hidrogel de quitosano

en el acondicionamiento de dentina radicular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de la dentina radicular acondicionada
con el empleo individual de los péptidos derivados de CAP-p15 y CEMP1-p3 en un

hidrogel de quitosano.

e Determinar el efecto del hidrogel de quitosano en una concentracion del 0.2% sobre

la dentina radicular incubada en una solucion fisiolégica simulada.

e Determinar el efecto del péptido derivado de CAP-p15 en un hidrogel de quitosano

sobre la dentina radicular incubada en una solucion fisiolégica simulada.

e Determinar el efecto del péptido derivado de CEMP1-p3 en un hidrogel de quitosano

sobre la dentina radicular incubada en una solucién fisiolégica simulada.

e Evaluar la eficacia del hidrogel de quitosano a una concentracion del 0.2% sobre la

formacion de biopelicula producida por E. faecalis sobre la dentina radicular.

e Evaluar la eficacia del péptido derivado de CAP-p15 en un hidrogel de quitosano

sobre la formacion de biopelicula producida por E. faecalis sobre la dentina radicular.

e Evaluar la eficacia del péptido derivado de CEMP1-p3 en un hidrogel de quitosano

sobre la formacion de biopelicula producida por E. faecalis sobre la dentina radicular.

12



METODOLOGIA

Péptidos bioactivos
La sintesis de los péptidos bioactivos seleccionados se llevd a cabo a partir de la
técnica de Sheppard por fase sdlida (Fmoc), el grado de pureza (>90%) se determin6 a
partir de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). La sintesis de los péptidos se
solicito a la casa comercial New England Peptide (NEP, Ipswich, MA, EUA). Las
propiedades fisicoquimicas de los péptidos bioactivos seleccionados se obtuvieron a partir

del analisis in silico.

Preparacion de hidrogel de quitosano
Se prepar6 un hidrogel disolviendo quitosano (310-375 KDa y 75% de desacetilacion,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) en acido acético al 1%, se dejaron en agitacion
constante a temperatura ambiente durante 24 hrs y obtuvimos una solucién homogénea de

0.2% (p/v). Al hidrogel se le agreg6 200 ug de cada uno de los péptidos biofuncionales.

Preparacion de muestras de dentina radicular

Se eligieron dientes premolares extraidos con fines ortoddncicos con una raiz recta,
que estuvieran libres de caries en la superficie radicular, y que el apice del diente se
estuviera completamente cerrado. Se excluyeron las muestras molares y premolares
multirradiculares, con grietas o fracturas radiculares, conductos curvos, con tratamiento de
conducto radicular previo, con reabsorcion radicular o presencia de calcificacion. A las
muestras radiculares se les realizé un corte a nivel de la corona clinica para obtener raices
de 14 mm de longitud. Las raices se instrumentaron con iRace R1#15.06, R2#25.04,
R3#30.04; con un torque de 1.5 Ncm y una velocidad de 600 rpm (FKG, Suiza) para simular
el retratamiento (ensanchamiento de los conductos a 35/40 mm). Los canales radiculares se
irrigaron con lavados de EDTA al 17% y NaOCI al 2.5% (6 mL) alternando entre cada
instrumentacion, y un ultimo lavado con EDTA al 17% (1 mL). Todo el protocolo de irrigacion
se combind con ultrasonido instrumentando con U files; ISO 25, (NSK pack of 6, Kanuma

City Tochigi, Japon).
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Tratamiento de las muestras de dentina radicular

Las raices se seccionaron para obtener el tercio medio de la raiz (aproximadamente
15 mm), el tercio cervical y el tercio apical se descartaron del estudio. A los discos
obtenidos del tercio medio de la raiz, se les realizaron surcos longitudinales en las
superficies bucolinguales utilizando un disco de diamante sin penetrar el canal, luego se
dividieron con un cincel. Las muestras seccionadas en 2 mitades se esterilizaron en
autoclave. Las muestras obtenidas se agruparon de manera aleatoria en 4 grupos (n=10).
G1, grupo control que consistid en muestras sin tratamiento; G2, muestras con la aplicacion
del hidrogel de quitosano al 0.2%; G3, consistio en el tratamiento con hidrogel de quitosano
al 0.2% adicionado con 200 yg de CEMp1-p3 ; G4, fué el grupo tratado con hidrogel de
quitosano al 0.2% adicionado con 200 pg de CAP-p15.

Ensayos de mineralizacion

A las muestras de los grupos G2-4 se agregaron 10 ul del hidrogel, correspondiente a
cada grupo, dejando desecar a temperatura ambiente por 15 minutos. Posteriormente,
todas las muestras fueron sumergidas en 3ml de una solucion fisiolégica simulada (MgCl,
0.2 mM, CaCl, 1 mM, KH,PO, 4 mM, KCI 16 mM, NH,CI 4.5 mM en buffer HEPES 20mM con un
pH de 7) y se incubaron a una temperatura de 37°C durante 10 dias. Durante el periodo de
incubacion, se realizaron 3 cambios de solucion, en cada cambio de solucién se agregaron
10 pl del hidrogel. Al terminar el periodo de incubacion, las muestras se lavaron con agua
desionizada por 50 seg y se desecaron a temperatura ambiente. Las muestras se

analizaron con Microscopia Electrénica de Barrido (MEB).

Ensayos microbiol6gicos
Se incluyeron 16 muestras en total para los cuatro grupos ya establecidos (n=4), las
cuales se esterilizaron mediante luz UV durante una hora, posteriormente, se agregé un
total de 30ul del hidrogel correspondiente a cada grupo y dejamos desecar a temperatura

ambiente.

A partir de un cultivo de Enterococcus faecalis ATCC 29212 (American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD, USA)), se prepard una suspensiéon estandar en medio de
cultivo liquido infusion cerebro-corazon (BHI) en la que se obtuvieron 1x10° células/mL. La
concentraciéon bacteriana se ajusté a una densidad optica de 0.1 (a 600 nm). Para la
realizacion de la infeccion del tejido dentinario se siguié, con algunas modificaciones, el
protocolo reportado por Del Carpio-Perochena et al.?® En breve, cada muestra se colocd
individualmente en un tubo de centrifuga de 1.5 mly se inoculé con 500ul de suspension de

E. faecalis. Los tubos fueron centrifugados 4 veces durante 5 minutos a 5,000g para facilitar
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la penetracién bacteriana. Posterior a cada ciclo de centrifugacién, las superficies
radiculares fueron adicionadas con 100yl de la suspension de células frescas.
Posteriormente, cada muestra fue incubada individualmente bajo agitacién constante a 37°C
durante 24 horas. Después del periodo de infeccion, las muestras se lavaron con 1 mL de
agua destilada para eliminar las bacterias no adheridas. Posteriormente, las muestras
infectadas (n=3) con E. faecalis fueron evaluadas mediante microscopia electronica de

barrido. Cada experimento se realizé por triplicado.

Anélisis estadistico
Los resultados se expresaron como promedio * la desviacion estandar. Los analisis de
ajustes de datos lineales y no lineales se llevaron a cabo empleando el programa Graph
Pad Prism TM.

RESULTADOS

Péptidos bioactivos

Las propiedades fisicoquimicas de los péptidos bioactivos evaluados en el presente
estudio se determinaron con ayuda de las herramientas ExPasy y Scansite. CEMP1-p3 es
una secuencia de 20 aminoacidos que se localiza a partir del aminoacido 51-69 de la
secuencia de la proteina completa; es un polipéptido hidrofilico con un peso molecular
tedrico de 1.98 kDa, y un punto isoeléctrico alcalino que al encontrarse en un medio
fisioldgico adquiriria una carga positiva, es una molécula hidrofilica.?"?*2" Por otro lado, el
péptido CAP-p15 es una secuencia de 15 aminoacidos que podria adquirir una carga
negativa en condiciones fisioldgicas de acuerdo a su naturaleza acidica, tiene un peso
molecular de 1.65 kDa y un punto isoeléctrico (pl) tedrico de 5.48; lo que nos indica que
este péptido tiene una carga negativa cuando esta presente en una disolucion a un pH
fisiologico (pH ~7.4).2°2"2 E| hidrogel de quitosano (0.2%), se combiné de manera
independiente con CEMP1-p3 y CAP-p15, obteniendo soluciones homogéneas a pesar de

las diferencias hidrofilicas de ambas secuencias peptidicas. (Tabla 3)
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Péptido CEMP1-p3 CAP-p15
Secuencia QPLPKGCAAVKAEVGIPAPH VSFPSCCFSIAVIFM
Aminoécidos 20 15
Polares Apolares Polares Apolares
Polaridad Sin carga: Q-C
Positivos: K-H P-L-G-A-V-I Sin carga: S-C V-F-P-I-A-M
Negativos: E
Peso Molecular 1.98kDa 1.65kDa
Punto Isoeléctrico 8.21 5.48
Hidrofilico Hidrofébico

Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos CEMP1-p3 y CAP-p15, a través de
ExPasy y Scansite.

El tratamiento de conductos de todas las muestras se realizé6 con ayuda de dos
irrigantes alternados entre las instrumentaciones (EDTA al 17% vy la solucién de hipoclorito
de Sodio al 2.5%). El protocolo endoddntico establecido en este trabajo nos permitié contar
con muestras libres de tejido organico y de barrillo dentinario, lo cual fue corroborado con el
microscopio estereoscopico. Dicho analisis nos permitid observar, analizar y realizar una

seleccion de las muestras a emplear para los ensayos de mineralizacion y microbiologicos.

Figura 1. Microfotografia del tercio medio de la raiz donde se aprecia el conducto bien

delimitado y limpio.

16



Evaluacién de las supefficies radiculares acondicionadas con cada uno de los grupos
experimentales (G2, G3, G4), ademas de las superficies control (G1), mediante

perfilometria.

Mediante el analisis de perfilometria (Figura 2) podemos observar que todas las
muestras presentan una profundidad promedio de 31.4um, dicha profundidad del
hemi-conducto fue similar en todos los grupos de estudio. Al llevar a cabo el analisis de la
rugosidad de los conductos podemos observar que las muestras de G2 y G3 muestran
superficies con rugosidad muy similares entre si. Dicha homogeneidad puede corroborarse
en las imagenes tridimensionales; sin embargo, particularmente las muestras de G4
muestran diferencias importantes en su topografia, que pudiera estar asociado a la

presencia de esta secuencia peptidica de naturaleza hidrofébica.

i
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Figura 2. Profundidad de las muestras con estudio de perfilometria;
A) G1,B) G2, C) G3, D) G4.
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Con ayuda del perfildbmetro se realizé un analisis cuantitativo de la superficie completa

del hemi-conducto de cada grupo, y se obtuvieron los promedio de la rugosidad aritmética

(Sa) y cuadratica (Sq) + desviacion estandar (Tabla 4). Los resultados muestran que si hay

diferencia significativa entre el grupo G1 (sin tratamiento) y los grupos experimentales

(G2-4) que podria deberse a las caracteristicas propias del hidrogel al formar una capa mas

o0 menos uniforme en todo el conducto. Sin embargo, no se encontré diferencia significativa

en el valor de rugosidad de las muestras entre los grupos experimentales (G2-4) (Grafica

1).
Superficie Sa Sq
G1 9,26 ym £ 1.39 10,71 ym £ 1.39
G2 10,97 um + 1.44 13,10 ym + 1.61
G3 11,28 ym £ 0.73 13,16 um + 0.91
G4 10,08 ym + 2.83 12,00 ym + 3.11
Tabla 4. Promedio de rugosidad * desviacion estandar en perfilometria, donde Sa:
rugosidad aritmética y Sq: rugosidad cuadratica, en las superficies por grupo.
16 *
14 | I
12 *
10
g 8
6
4
2
0

G1

G2

G3

GRUPOS EXPERIMENTALES

Grafica 1. Analisis de resultados por grupo de rugosidad cuadratica, valor promedio +

desviacién estandar (p=0.0002).
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A continuacion se muestran imagenes tridimensionales obtenidas en el perfilometro,
en donde se realiz6 el analisis de la topografia de toda la longitud de los conductos de las
muestras (Figura 3). Las muestras G1 (sin tratamiento) y aquellas recubiertas con el
hidrogel de quitosano al 0.2% (G2), muestran una superficie con topografia homogénea a lo
largo del conducto (Figura 3 A y B). La superficie del conducto de las muestras de G3,
muestran homogeneidad topografica. Sin embargo, las muestras de G4 nos permiten
observar una superficie irregular a lo largo de todo el conducto, que podria explicarse a la
presencia de CAP-p15 cuya naturaleza hidrofébica da lugar a la formacién de agregados

moleculares.

Figura 3. Paneles de algunas muestras, en paneles por grupos, obtenidos del estudio de
perfilometria de las superficies, posterior al tiempo de incubacion en saliva artificial. A) G1,
B) G2, C) G3, D) G4.
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Evaluacion de la formacion de mineral en las superficies radiculares acondicionadas de las
superficies control (G1) y con cada uno de los grupos experimentales (G2, G3, G4),

mediante microscopia electronica de barrido a través de electrones secundarios.

Las muestras seleccionadas, tratadas e incubadas en la solucién fisiolégica simulada
durante 10 dias a 37°C, se analizaron mediante un microscopio electrénico de barrido
(MEB) EVO-10. En el grupo G1 (sin tratamiento) se observa una superficie quimicamente
homogénea; en mayores aumentos se aprecia la orientacion preferencial de los cristales de
HA que corresponde al tejido dentinario del conducto radicular. Ademas, se observa la
presencia de los tibulos dentinarios en toda la superficie del conducto; ademas, se aprecian
algunas estructuras de morfologia irregular dispersos en la superficie dentinaria (Figura
A.1). Por su morfologia y presencia de conductos podrian tratarse de porciones de dentina

que se mantuvieron adheridos aun después del tratamiento de conductos (Figura A.2).

En las muestras G2 (tratadas con hidrogel de quitosano) (Figura 4B) se observa una
superficie aparentemente homogénea, donde es posible identificar una menor cantidad de
tubulos dentinarios a lo largo de la muestra en comparacion con G1 (Figura 4A). El tejido
dentinario del conducto muestra una superficie menos “rugosa” donde ya no es tan visible la
orientacion cristalina de los tubulos dentinarios, y esto es mas evidente en una
magnificacion de 2000X (Figura 4B.1 y B.2). La diferencia topografica observada entre las
imagenes 4B.2 y A.2 de la muestra G1, pudiéramos asociarla a la presencia del hidrogel, ya

que forma una capa regular que nos ayuda a sellar gran parte de los tubulos dentinarios.

Por su parte, en el grupo experimental G3, se puede ver (Figura 4C) una superficie
quimicamente homogénea con una topografia irregular (patrén “lobular”), comparada con
G1, ademas de que se identifican muy pocos tubulos dentinarios expuestos (Figura 4C.1).
La superficie del conducto radicular muestra la presencia de depdsitos de una composicion

quimica diferente a la dentina, cuya morfologia y dimensiones son irregulares (Figura 4C.2).

Las microfotografias de G4, (Figura 4D), nos dejan ver un conducto radicular
quimicamente homogéneo y muestra una topografia con patréon “lobular’. Es posible
observar la presencia de precipitados con diversas morfologias en toda la superficie tratada
con el hidrogel/CAP-p15 (Figura 4D.1), estos precipitados podrian asociarse a la presencia
de un mineral similar a la hidroxiapatita; sin embargo, es necesario llevar a cabo su

posterior caracterizacién quimica.
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Figura 4. Microfotografias obtenidas con MEB de muestras seleccionadas en donde

podemos observar A) G1, B) G2, C) G3 y D) G4; con las siguientes magnificaciones
30X,150X y 2000X.




Evaluaciéon de la formacion de la biopelicula de Enterococcus faecalis en las superficies
radiculares acondicionadas con cada uno de los grupos experimentales (G2, G3, G4),

ademas de las superficies control (G1).

A continuacion se muestran las imagenes representativas de cada uno de los grupos
experimentales obtenidas mediante microscopia electronica de barrido a través de
electrones secundarios. La Figura 5 muestra las microfotografias, a diferentes
magnificaciones, del grupo control (superficies radiculares que no fueron tratadas con

alguno de los grupos experimentales).

Figura 5. Imagenes representativas del grupo G1; grupo control a diferentes
magnificaciones: A)30X, B) 858X, C) 2000X y D) 4000X.

Como puede observarse en la figura anterior, en la menor magnificacion obtenida (A)
no es posible observar la presencia de la biopelicula bacteriana, sin embargo, es posible
observar la topografia superficial del conducto radicular. A una mayor magnificacién (B) se
comprueba la presencia de una biopelicula de E. faecalis colonizando las superficies
radiculares que no fueron acondicionadas con alguno de los grupos experimentales (grupo
control). Las micrografias C y D, correspondientes a magnificaciones de 2 000X y 4 000X,
respectivamente, dichas imagenes ofrecen detalles estructurales de la biopelicula
bacteriana formada, como la presencia de una cantidad importante de matriz extracelular
(exopolisacaridos) reticular recubriendo practicamente toda la superficie de la dentina

evaluada.
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La Figura 6 presenta las microfotografias a diferentes magnificaciones obtenidas del
grupo 2 (G2), es decir, las superficies radiculares que fueron tratadas con hidrogel de

quitosano al 0.2%.

Figura 6. Imagenes del grupo G2, hidrogel de quitosano al 0.2%. Magnificaciones: A)30X,
B) 858X, C) 2000X y D) 4000X.

Como se observa en Figura 6, en la magnificacion de 30X (A), es posible identificar el
conducto radicular muy bien delimitado, sin embargo, no es posible observar la presencia
de la biopelicula bacteriana. Por otro lado, a mayor magnificacién (B), se observa la
presencia de células de E. faecalis distribuidas periédicamente sobre la dentina radicular. A
diferencia de lo observado en el grupo control (G1), en las superficies radiculares del grupo
G2 no fue posible observar la presencia de biopeliculas complejas, ni la presencia del
exopolisacarido caracteristico de la matriz extracelular formada por este microorganismo. A
mayor magnificacién, en (B) y (C), se confirma la inhibicién de la formacion de una
biopelicula compleja de E. faecalis, de forma que con la inhibicién de la adhesion de E.
faecalis sobre las superficies de dentina acondicionadas con quitosano al 0.2% (G2) fue
posible observar la presencia de algunos tubulos dentinarios. En una magnificaciéon de 4
000X, (D) podemos observar la presencia de microorganismos en divisiéon adheridos en la
superficie de dentina.
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En la Figura 7 se observan micrografias representativas del grupo 3 (G3), es decir,
superficies de dentina radicular acondicionadas con el péptido CEMP1p-3 junto con hidrogel

de quitosano al 0.2%.

Figura 7. Imagenes del grupo G3; hidrogel de quitosano al 0.2% con CEMP1-p3 a
diferentes magnificaciones: A)30X, B) 858X, C) 2000X y D) 4000X.

En la primera microfotografia (A), se observa el conducto radicular de apariencia
homogénea y bien delimitado. En la magnificacién de 858X (B), no fue posible observar la
presencia de una biopelicula bacteriana compleja, sin embargo, si es posible observar la
presencia de acumulaciones de células de E. faecalis distribuidas periédicamente sobre la
superficie radicular acondicionada con CEMP1-p3 con quitosano al 0.20%. Por otro lado, a
una mayor magnificacion (C), se observa mayor la presencia de una mayor cantidad de
bacterias en comparacién con las superficies radiculares tratadas sélo con quitosano al
0.20%, es decir, grupo G2 (Figura 6C). También fue posible observar la presencia de
algunos tubulos dentinarios no sellados. Finalmente, en la mayor magnificacion obtenida
(D), se observa que células de E. faecalis adheridas a las superficies radiculares del grupo

G3 se encuentran en division celular.
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A continuacion se presentan microfotografias representativas del grupo 4 (G4),
superficies radiculares tratadas con el péptido CAPp-15 e hidrogel de quitosano al 0.2%

(Figura 8).

Figura 8. Imagenes de grupo G4; hidrogel de quitosano al 0.2% con CAP-p15.
Magnificaciones: A)30X, B) 858X, C) 2000X y D) 4000X.

En la menor magnificacion (A), es posible observar el conducto radicular bien
delimitado. A una magnificacion de 858X (B), se observa la presencia de células de E.
faecalis adheridas a la superficie radicular, distribuidas periédicamente. Es importante
resaltar, que no se observa la presencia de una biopelicula compleja, asi como la ausencia
de la matriz extracelular reticular. También fue posible observar la presencia de precipitados
irregulares recubriendo toda la superficie de la dentina. A una magnificaciéon de 2000 X (C),
se confirma la presencia de una menor cantidad de células de E. faecalis adheridas a la
superficie de la dentina en comparacion con el grupo G2 (Figura 6C) y G3 (Figura 7C). En
la microfotografia (D), es posible confirmar la presencia de una mayor cantidad precipitados
irregulares los cuales pueden ser atribuidos a la formacion de complejos entre hidrogel de

quitosano al 0.2% con el péptido CAP-p15.
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DISCUSION

El principal objetivo del tratamiento endoddntico es realizar una correcta preparacion
biomecanica para poder eliminar la contaminacion de los conductos radiculares y asi lograr
una adecuada obturaciéon intraconductos. La combinacién de un buen manejo de
instrumentos e irrigantes disminuyen la presencia de microorganismos como E. faecalis y
asi mismo evitan el fracaso del tratamiento. Anteriormente estos tratamientos eran
realizados con instrumentos manuales, los cuales aumentaban el tiempo de trabajo y
generaban una serie de eventos perjudiciales para el paciente.®® Es por ello que para el
desarrollo de este proyecto elegimos usar instrumentos rotatorios de NiTi; debido a sus
caracteristicas y ventajas como la reduccion del tiempo de trabajo, una mejor limpieza de
los conductos radiculares, la maleabilidad, ductilidad, resistencia a la deformacion, entre
otras; con el objetivo de realizar tratamiento exitosos.** Recientemente se ha puesto a
prueba en diferentes ensayos la combinacion de dos irrigantes para tener un mejor
resultado en el tratamiento de conductos radiculares, tales como EDTA y solucion de
hipoclorito de sodio; la asociacion de estas soluciones ha demostrado ser muy eficaz,
debido al éxito que tiene en la eliminacion de barrillo dentinario y de tejido organico, asi
como el efecto antimicrobiano de la solucion de hipoclorito de sodio.®'*? En este protocolo
para la preparacién biomecanica, utilizamos el sistema de instrumentos rotatorios, mas la
combinacién de irrigantes (EDTA vy la solucion de hipoclorito de sodio), el cual demostré ser
eficiente, ya que obtuvimos imagenes en el microscopio estereoscépico en donde se puede
apreciar en las muestras, los conductos bien delimitados, superficies homogéneas, limpias y
sin fracturas de instrumentos; por ende pudimos realizar un correcto analisis de las

muestras en los siguientes ensayos.

Debido al bajo costo, biocompatibilidad, mucoadhesion, y propiedades
antimicrobianas, en la actualidad se han creado hidrogeles para uso en tratamientos
endodonticos usando como base el quitosano, con la finalidad de regenerar el tejido
conectivo pulpar, la dentina, vascularizacién e inervacion. Es sumamente importante que
estos hidrogeles cuenten con una viscosidad adecuada que permita su infiltracion en el
sistema de conductos radiculares. Estos hidrogeles ademas de ayudar a la regeneracion
pulpar, también contribuyen a la formacion de dentina, debido a su capacidad para inducir la
mineralizacion.®® Recientemente varios articulos han reportado que estos hidrogeles a base
de quitosano favorecen procesos celulares como la proliferacion, migracién y diferenciacion
de células troncales de la pulpa dental y células troncales mesenquimales, asi como una
actividad antimicrobiana. La combinacioén del quitosano con otros polimeros o biomateriales
tanto naturales como sintéticos, en la elaboracién de los andamios tendria mas eficacia, ya

que estos aditamentos ayudarian al quitosano aumentando y mejorando sus propiedades
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asi como promover la diferenciacion de células mesenquimales y acelerar la regeneracion
de tejidos principalmente.*® Las proteinas CEMP1 y CAP, se caracterizan por la importancia
que tienen en el proceso de biomineralizacién, asi como promover la formacién y
crecimiento de cristales de hidroxiapatita.'®'® Si bien se ha demostrado que péptidos
bio-funcionales derivados de estas proteinas, con propiedades fisicoquimicas diferentes
entre si, pueden promover la mineralizacion (Tabla 3), en este proyecto comprobamos su
capacidad de mimetizar algunas funciones de las proteinas completas (a pesar de las
diferencias encontradas en los resultados obtenidos, asociados a sus inherentes

caracteristicas fisicoquimicas) .

El quitosano tiene la capacidad de interactuar con una gran diversidad de moléculas,
es por ello que se utiliza como medio para la administracion de farmacos, logrando un
mayor efecto terapéutico y disminuyendo considerablemente los efectos adversos. Los
farmacos con carga positiva pueden formar enlaces electrostaticos con el hidrogel de
quitosano que tiene una carga negativa.** La naturaleza hidrofébica de CAPp-15 en
combinacioén con el hidrogel de quitosano genera una serie de interacciones (hidrofdbicas),
que al encontrarse ambos en un sustrato como la dentina, se reporta la formacion de
aglomerados moleculares en la superficie; los cuales pueden observarse en el analisis de
perfilometria (Figura 3 panel D), donde si bien no hay cambios importantes en el valor de
rugosidad se observan diferencias topograficas importantes. Esto se ha observado en
superficies de TiO2 biofuncionalizados con este péptido.?® Asi mismo podemos observar
estas acumulaciones de particulas en la superficie de los conductos en las microfotografias
que se obtuvieron en el microscopio electrénico de barrido (Figura 4 panel D). Estas
interacciones entre hidrogel y péptido, aparentemente no afectaron su capacidad para
promover el depésito de mineral al observar depdsitos con morfologias similares e
identificadas en la bio-funcionalizacion de superficies de TiO,. Por otro lado, CEMP1p-3 es
una secuencia hidrofilica que podria generar interacciones electrostaticas con las moléculas
de quitosano y que dieron lugar a una capa homogénea que recubre la superficie del
conducto (Figura 2 panel C). Si bien este péptido ha demostrado ser capaz de promover la
maduraciéon de apatitas de importancia biolégica (OCP-HA), en este trabajo se reporta la
presencia de algunos depdsitos aislados dentro del conducto radicular, esto podria deberse
a que las interacciones entre hidrogel de quitosano y el péptido CEMP1p-3, podria estar

limitando su efecto mineralizante.
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En el ensayo microbioldgico pudimos observar que en el grupo control, tenemos la
presencia de la bacteria y una biopelicula compleja, ademas de la presencia de
exopolisacaridos reticulares. Los exopolisacaridos (EPS) son biopolimeros extracelulares
que diferentes microorganismos en este caso E. faecalis, secretan con la finalidad de
protegerse de las condiciones del medio en el que se encuentran, asi como de los
antibioticos.®® En el presente trabajo de investigacion, fue posible evaluar (por primera vez)
el efecto antimicrobiano del quitosano al 2% en combinacion con los péptidos bioactivos
CEMP-p3 y CAP-p15. De forma que, en las superficies radiculares tratadas con los
diferentes grupos experimentales (G2, G3 y G4) se observa que, aunque si existe adhesién
de E. faecalis, no hay presencia de una biopelicula compleja, ni la formacion de
exopolisacaridos reticulares asociados a la biopelicula bacteriana; observandose, ademas,
que es el hidrogel de quitosano al 2% el que modifica la superficie radicular fisica y
quimicamente para evitar que el microorganismo secrete matriz extracelular y no se forme
una biopelicula compleja. Es importante mencionar que aunque entre los grupos
experimentales no hay una diferencia significativa en cuanto a la cantidad de células de E.
faecalis adheridas a las superficies radiculares (Figura 6C, Figura 7C y Figura 8C, fue
posible observar que la combinacién del quitosano al 2% con el péptido bioactivo CAP-15
(grupo experimental G4) favorece la formacion de precipitados irregulares que recubren la

superficie del conducto radicular (Figura 8D).

Debido a el cambio topografico que observamos en el estudio de perfilometria, y los
depdsitos irregulares presentes en el conducto, en las muestras de G4 en comparacion con
los demas grupos, se creia que seria aqui en dénde obtendriamos mayor cantidad de
bacterias adheridas; sin embargo esto no se cumplié y lo podemos corroborar en las
microfotografias con MEB  (Figura 8); en estas mismas imagenes observamos
aglomeraciones de distinta composiciéon quimica e incluso cuando hay menor cantidad de
microorganismos adheridos y no esta formando la biopelicula cubierta por exopolisacaridos.
Con esto entendemos que bajo las condiciones minimas como un pH de 7 y el uso de los
péptidos bioactivos (CEMPp-3 y CAPp-15, principalmente), favorece a la precipitacién de
cristales (posiblemente de apatita); ademas los péptidos generan una capa que ayuda a
obliterar gran parte de los tubulos dentinarios; lo que evita que haya menor adhesion de
microorganismos, dando como resultado un menor riesgo de la contaminacién del conducto

radicular.
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CONCLUSIONES

El hidrogel de quitosano mostré de manera individual que produce una capa
homogénea en la superficie del conducto radicular que hace un sellado de la mayoria de
tubulos dentinarios; ademas tiene un efecto inhibitorio en la formacion de biopelicula
bacteriana de E. faecalis; asi como también lo tuvo en conjunto con los péptidos con los que
trabajamos (CAPp-15 y CEMP1p-3), en donde tuvimos una disminucion en la cantidad de
microorganismos. Asi mismo se obtuvieron precipitados irregulares en las muestras tratadas
con el hidrogel y CAPp-15, asociados a esta combinacion. En las muestras tratadas con
hidrogel de quitosano y CEMP1p-3, observamos que no hubo un cambio significativo en la
cantidad de microorganismos adheridos a la superficie, ni precipitados, por lo que creemos
que el péptido genera una inhibicion de las propiedades antibacterianas del hidrogel, asi

como el quitosano estaria inhibiendo las propiedades remineralizantes del péptido bioactivo.
Consideramos que en los siguientes estudios lo ideal seria adecuar las concentraciones de

los péptidos bioactivos, en especial CEMP1p-3 y el hidrogel de quitosano para obtener

diferentes resultados.
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