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Resumen

La cavidad oral es un ambiente rico en biopeliculas microbianas, que representan un
problema en el tratamiento endodéntico, durante el cual para preservar su esterilidad se
usan soluciones de hipoclorito de sodio. El presentre trabajo tuvo como objetivo el uso de
una solucién alternativa hiperosmdética preparada con sorbato de potasio, cloruro de sodio,
etanol, agua y acido clorhidrico para mejorar su actividad antimicrobiana y disminuir su
toxicidad. Asi, se evalu6 el efecto antimicrobiano de esta soluciéon sobre biopeliculas
microbianas multiespecie y la toxicidad ejercida sobre el modelo celular de cultivo de
fibroblastos de ligamento periodontal humano. Esta solucion se prob6 sobre biopeliculas
monoespecie de Candida albicans y Enterococcus faecalis y en biopeliculas mixtas de
ambos microorganismos. Las biopeliculas empleadas se formaron durante 24, 48y 72 h en
cajas de 96 pozos, y el tratamiento con la solucion fue por 15 minutos, posteriormente las
biopeliculas fueron contrastadas con cristal violeta. La evaluacion del efecto de la solucion
se realiz6 también sobre biopeliculas crecidas en portaobjetos durante 48 y 72 horas, con
el fin de obtener UFC y observar al microscopio confocal. En todos los casos como control
positivo se usé hipoclorito de sodio al 5.25% (NaOCI) y como control negativo agua
destilada estéril.

Los experimentos en cajas de 96 pozos mostraron disminucion significativa en las
biopeliculas de C. albicans, E. faecalis y biopeliculas mixtas de 24 y 48 h. La biopelicula
mixta de 72 h presenté disminucién, pero no significativa. No hubo crecimiento de UFC
cuando se tratdé con la solucién hiperosmética, lo cual fue corroborado por Microscopia
confocal. Tampoco hubo diferencia significativa en la reduccién de biopelicula en ambos
tiempos de maduracion y en los 3 tipos de biopelicula.

Para la prueba de citotoxicidad se cultivaron fibroblastos derivados de ligamento periodontal
humano hasta 80% de confluencia, y se realizé tratamiento con la solucién hiperosmaética
durante 30, 60, 90, 120, 150 y 180 min, la viabilidad se determiné mediante un ensayo de
MTT. Para lo anterior se formaron 4 grupos experimentales uno tratado con NaOCI al
5.25%, otro tratado con NaOCI al 2.5%, un grupo tratado con la solucién hiperosmoética y
otro tratado con PBS como grupo control negativo. Los resultados obtenidos mediante el
ensayo de MTT mostraron que la solucién hiperosmética no es citotoxica. Por lo anterior la
presente tesis muestra que la solucion hiperosmética presenta efecto antibacteriano sobre
biopeliculas microbianas y no es citotoxica para los fibroblastos en cultivo.

Palabras clave: C. albicans, E. Faecalis, Solucién hiperosmética, citotoxicidad



Summary

The oral cavity is an environment rich in microbial biofilms, which represent a problem in
endodontic treatment, during which sodium hypochlorite solutions are used to preserve its
sterility. The present work aimed to use a hyperosmotic alternative solution prepared with
potassium sorbate, sodium chloride, ethanol, water and hydrochloric acid to improve its
antimicrobial activity and decrease its toxicity. Thus, the antimicrobial effect of this solution
on multispecies microbial biofilms and the toxicity exerted on the cell model of human
periodontal ligament fibroblast culture were evaluated. This solution was tested on
monospecies biofilms of Candida albicans and Enterococcus faecalis and on mixed biofilms
of both microorganisms. The biofilms used were formed during 24, 48 and 72 h in 96 wells
plates, and the treatment with the solution was for 15 minutes, later the biofilms were
contrasted with crystal violet. The evaluation of the effect of the solution was also carried
out on biofilms grown on slides for 48 and 72 hours, in order to obtain CFU and observe
under the confocal microscope. In all cases, 5.25% sodium hypochlorite (NaOCI) was used
as a positive control and sterile distiled water was used as a negative control.
Experiments in 96-well plates showed significant decrease in biofilms of C. albicans, E.
faecalis and mixed biofilms of 24 and 48 h. The 72 h mixed biofilm showed a decrease, but
not significant. There was no CFU growth when treated with the hyperosmotic solution,
which was corroborated by confocal microscopy. There was also no significant difference in
biofilm reduction at both biofiims maturation times and in the 3 types of biofilm.
For the cytotoxicity test, fibroblasts derived from human periodontal ligament were cultured
up to 80% confluence, and treatment with the hyperosmotic solution was performed for 30,
60, 90, 120, 150 and 180 min, the viability was determined by means of an MTT test. . For
this, 4 experimental groups were formed, one treated with NaOCI 5.25%, another treated
with NaOCI 2.5%, one group treated with the hyperosmotic solution and another treated with
PBS as a negative control group. The results obtained by the MTT test showed that the
hyperosmotic solution is not cytotoxic. Therefore, the present thesis shows that the
hyperosmotic solution has an antibacterial effect on microbial biofilms and is not cytotoxic
for fibroblasts in culture.



1. INTRODUCCION

La cavidad oral es un ambiente rico en biopeliculas microbianas, que representan
un problema en el tratamiento endoddntico, durante el cual para preservar su
esterilidad se usan soluciones de hipoclorito de sodio. La evaluacion de los
materiales dentales utilizados en humanos tiene que pasar varias pruebas antes de
ser autorizada, en el presente estudio se analiz6 la capacidad antimicrobiana de
una solucion hiperosmotica elaborada con sales de sorbato de potasio y cloruro de
sodio que provoca el choque hiperosmaético en microorganismos potencialmente
patdgenos. Para lo anterior se realizaron ensayos sobre biopeliculas realizadas in
vitro con microorganismos como de Enterococcus faecalis y Candida albicans, asi
como pruebas de citotoxicidad sobre fibroblastos de ligamento periodontal
empleando la solucion hiperoosmética de sales de sorbato de potasio y el cloruro
de sodio, que actuan sinergisticamente para la eliminacion de los microorganismos
provocando un choque hiperosmaotico que provoca la pérdida de agua y provoca la
muerte celular de los patdégenos elegidos para la formacion de la biopelicula. Asi se
logra el efecto antimicrobiano que es de de gran importancia para la endodoncia,
pues uno de los objetivos del tratamiento endoddntico es eliminar las bacterias y
sus productos alojados dentro del conducto radicular infectado. Lo anterior se logra
con la irrigacion de la solucion hiperosmatica, cuya funcidén es eliminar bacterias,
barrillo dentinario, realizar un efecto de enjuague sin producir dafio al paciente, en
caso de que esta solucion llegara a salir del periapice, por lo tanto, también es
importante que la solucion irrigante tenga un efecto antibacteriano pero carezca de
citotoxicidad para que no provoque ninguna reaccion adversa sobre los tejidos
adyacentes al 6rgano dentario. Por lo anterior se realiz6 la evaluacién de
citotoxicidad de la solucion hiperosmética en un modelo celular de fibroblastos
obtenidos de ligamento periodontal en cultivo celular, pues estas células forman
parte del tejido que es afectado en una intervencién endodontica. De esta forma, el
objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto antibacteriano de la
solucion hiperosmdtica de sales de sorbato de potasio y el cloruro de sodio, sobre
biopeliculas de Enterococcus faecalis, de Candida albicans, asi como de una



biopelicula multiespecie formadas por ambos microorganismos y determinar la
toxicidad de esta solucion sobre fibroblastos obtenidos de ligamento periodontal en

cultivo celular.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Posee la solucién hiperosmoética capacidad antibacteriana contra biopeliculas
formadas por Enterococcus faecalis y Candida albicans, es biocompatible con los

tejidos orales humanos y no presenta efecto citotoxico?

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antibacteriano de una solucion hiperosmoética de sales de sorbato
de potasio y cloruro de sodio sobre biopeliculas de Enterococcus faecalis y Candida
albicans y determinar la citotoxicidad de la solucién sobre fibroblastos de ligamento

periodontal en cultivo celular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Formar una biopeliculas independientes de Enterococcus faecalis y Candida
albicans. Posteriormete formar una biopelicula mixta con ambas especies.
2. Evaluar el efecto de la solucién hiperosmatica de sales de sorbato de potasio
y de cloruro de sodiosobre las biopeliculas formadas a través de la
cuantificacion de las unidades formadoras de colonias (UFC’s) y la
cuantificacion de la densidad 6ptica
Realizar pruebas de citotoxicidad de la solucion hiperosmotica de sales de sorbato
de potasio y de cloruro de sodio sobre fibroblastos de ligamento periodontal en

cultivo celular.



JUSTIFICACION

La irrigacion juega una funcion muy importante en el tratamiento endoddntico pues
durante y después de la instrumentacion el irrigante facilita la remocion de
remanentes de tejido, chips dentinarios y microorganismos presentes dentro del
conducto radicular por medio de un mecanismo de enjuague en el interior del
conducto (Haapasalo, Shen, Qian, & Gao, 2010). Las soluciones utilizadas como
irrigantes en endodoncia tienen ciertas caracteristicas como: efecto antibacteriano,
disolucién de tejido organico e inorganico, sin embargo, algunas poseen potencial
citotoxico pudiendo causar dolor severo si ésta llegara a tener contacto con los
tejidos periapicales. Ninguna de las soluciones irrigantes disponibles es
considerada Optima pues no existe alguna que evite la mayor parte de los efectos
negativos cuando se realiza este procedimiento en el paciente. La irrigacion
tradicional ha demostrado ciertas desventajas para lograr la desinfeccion del
sistema de conductos pues actualmente no existe un producto, técnica o aparato
gue cumpla con los criterios ideales para la eliminacion bacteriana (Basrani y
Hapasalo, 2012).

Debido a lo anterior se propone una nueva alternativa, que consiste en una mezcla
de sales que son utilizadas para prevenir el desarrollo bacteriano en alimentos, Esta
combinacion altera la osmolaridad, provoca un estrés hiperosmotico dentro de la
célula bacteriana, reduce la cantidad de agua disponible en su citoplasma, proceso
conocido como plasmadlisis, e inhibie una variedad de procesos fisiol6gicos, que van
desde el consumo de nutrientes hasta la replicacién del ADN, logra por consiguiente
la muerte bacteriana (Alfieri & Petronini, 2007). Esta solucion, sin embargo debe
evaluarse en cuanto a su efecto antimicrobiano, asi como el efecto citotdéxico que

ejerza sobre los tejidos en los que sera empleada.



HIPOTESIS 1

HI: la solucién hiperosmotica posee capacidad antibacteriana sobre biopeliculas
microbianas

Ho: La solucion hiperosmética no posee capacidad antibacteriana sobre

biopeliculas microbianas

HIPOTESIS 2

HI: la solucién hiperosmética carece de efectos citotdxicos sobre células del
paciente

Ho: la solucién hiperosmotica posee propiedades citotdéxicas que afectan los tejidos

del paciente



2. MARCO TEORICO

El tratamiento endoddntico es un procedimiento utilizado para eliminar la patologia
presente dentro del complejo dentino-pulpar y el é&rea periodontal. Este
procedimiento endodontico consta principalmente de 3 fases: preparacion mecanica
(por medio de instrumentos manuales y/o rotatorios), desinfeccion quimica (por
medio de soluciones irrigantes) y obturacion tridimensional (Park, Shen, &
Haapasalo, 2013).

El éxito del tratamiento endoddntico no solo es dependiente de la eliminacion
bacteriana del sistema de conductos, por medio de la preparacion mecanica y la
desinfeccidén quimica, si no, también de la prevencion de la re-infeccion del espacio
del conducto radicular (Chan, 2015).

En el area endododntica el principal agente etiolégico son las bacterias y sus
productos metabdlicos, los cuales son responsables de provocar diversas
patologias dentro del sistema de conductos (Haapasalo et al., 2010). La flora
bacteriana del conducto radicular infectado varia segun la patologia presente, en el
caso de la periodontitis apical post-tratamiento, una de las especies prevalentes son
los cocos gram positivos como el Enterococcus faecalis (C. Sedgley, Nagel, Dahlén,
& Reit, 2006) que es un coco anaerobio facultativo y que presenta diversos factores
de virulencia, soporta tiempos de ayuno, se une a la dentina e invade tubulillos
dentinarios, altera la respuesta del huésped, suprime la accién de los linfocitos,
posee enzimas liticas como la citolisina y los acidos lipoteicoicos, utiliza el suero
como fuente de nutricion, resiste la medicacion intraconducto, compite con otras
células y forma biopeliculas (Stuart, Schwartz, Beeson, & Owatz, 2006). Ademas,
se ha demostrado que E. faecalis tiene la capacidad de entrar y recuperarse de un
estado viable no cultivable, estrategia de sobrevivencia que adopta cuando es
expuesto al estrés ambiental (C. M. Sedgley, Lennan, & Appelbe, 2005).

Candida albicans es otro microorganismo encontrado en el conducto radicular
infectado, pertenece a la microbiota normal del ser humano, coloniza

asintomaticamente diversas partes del cuerpo, como la cavidad oral. En la mayoria



de los individuos C. albicans permanece en armonia con otros miembros de la
microbiota, sin embargo, cuando hay un desbalance fisiolégico, puede proliferar y
provocar una infeccidon (Gulati, Nobile, & Biology, 2017).

Los hongos se como C. albicans se presentan en infecciones resistentes al
tratamiento de endodoncia y son parcialmente responsables del fracaso del
tratamiento en lesiones periapicales a pesar de la limpieza e irrigacién del conducto
radicular, incluso Candida albicans se ha aislado de conductos radiculares cony sin
lesion periapical (Ahangari, Bidabadi, Asnaashari, Rahmati, & Tabatabaei, 2017).
Candida albicans y Enterococcus faecalis sobreviven en monoinfecciones e incluso
tienen la capacidad de invadir tibulos dentinarios (Knezovic & Ivanis, 2017). Ambos
microorganismos poseen la capacidad de formar biopeliculas y pueden vivir en

comensalismo.

2.1 BIOPELICULAS MICROBIANAS

Las biopeliculas representan una estrategia bacteriana de crecimiento que les
permite formar comunidades tridimensionales con canales a través de los cuales
eliminan productos de desecho, transportan nutirientes y eliminan sustancias que
se utilizan para eliminarlas (Loera-Muro [a] et al., 2012). Estas estructuras se rodean
y sumergen dentro de una matriz extracelular de polimeros extracelulares
producida por las bacterias que la conforman (Loera-Muro [b] et al., 2012), es una
forma de crecimiento microbiano donde las comunidades dinamicas de las células
sésiles estan irreversiblemente unidas a un sustrato sélido asi como entre ellas y
que representa una estrategia de sobrevivencia y resistencia para estas
comunidades microbianas (Costerton, et al., 2011, Jhajharia et al., 2015, Loera-
Muro et a., [a], 2012).

La formacion de una biopelicula se divide en etapas o fases (Figura 1), la fase inicial,
fase 1 o de adherencia bacteriana, es reversible y determinada por las propiedades
fisicas o quimicas de la interaccidon bacteria-sustrato, esta fase es mediada por las
estructuras superficiales de la bacteria como: fimbrias, pilli, flagelos vy
exopolisacaridos. La fase 2 o fase de adherencia microbiana, no especifica del

sustrato, se caracteriza por la formacion de puentes entre la bacteria y la pelicula



acondicionadora los cuales son una combinacién de atraccion electrostética y
uniones covalente/hidrogeno, con el tiempo estos hacen que esta fase sea
irreversible, en el estadio final una adhesion bacteriana mas especifica al sustrato
es establecida a través de adhesinas polisacaridas o formacion de ligandos. En la
fase 3 o fase de adherencia microbiana especifica del sustrato, las moléculas de
adhesina o ligandos en la superficie de la célula bacteriana se uniran a los
receptores en el sustrato, en esta fase la adhesion bacteriana a la superficie es
menos afectada por factores ambientales.

Estos son procesos que ocurren en funcion de tiempo, las fases reversible e
irreversible en la fase 1 suceden en pocos segundos a minutos, mientras que la fase
2 y 3 suceden en pocas horas a dias dependiendo de la bacteria y las condiciones
ambientales.

Durante el desarrollo de la biopelicula las células bacterianas residentes proliferan,
permitiendo la expansion de la estructura de la biopelicula, en este estadio la
monocapa de colonizadores primarios atraen colonizadores secundarios formando
micro colonias lo cual resulta en la estructura final de la biopelicula (Kishen &

Haapasalo, 2012) .

Condition film Adhesion of Co-adhesion of Proliferation and detachment
formation primary colonizers sccondary colonizers of adherent bacteria

Neconds - nunures

SUBSTRATE

Fig. 1 Etapas o fases de la formacion de biopelicula.
(Tomado de Kishen & Haapasalo, 2012).



Al realizar un modelo de estudio de formacion de biopelicula es importante tener en
cuenta las condiciones ambientales y de sustrato que sean necesarias para que las
fases de formacién de biopelicula ocurran adecuadamente, existen numerosas
formas de formar biopeliculas las cuales dependen del tipo de estudio que se quiera
realizar e incluso en el area que sera aplicada.

La cavidad oral representa un ecosistema complejo con una diversidad
microbiolégica abundante debido a la gran cantidad de superficies que la conforman
(Cruz Quintana et al., 2017). En el presente trabajo, se emplearon Enterococcus
faecalis y Candida albicans como microorganismos modelo asociados al ambiente
endodontico.

Para estudiar las biopeliculas en la presente tesis se usaron dos sistemas
experimentales, uno utilizando cajas de 96 pozos para cultivo celular, introducido en
1980 y mediante el cual se evalia la actividad de los microorganismos para
adherirse a la superficie plastica de una placa de microtitulacion bajo una
temperatura y condiciones determinadas por el experimentador, método descrito
por primera vez en 1996 por Genevaux et al (Genevaux, Muller, & Bauda, 1996). El
cual permite estudiar varias muestras en un solo ensayo, asi como las etapas
tempranas de formacion de la biopelicula, la biomasa, la viabilidad celular, las
dimensiones y la distribucion de la biopelicula (Filloux y Walker, 2014; Shukla y Rao,
2017; Peeters y Coenye, 2008). Ademas de este ensayo en cajas de 96 pozos
también se empled el método de formacion de biopeliculas estatico sumergido en
un medio especifico, empleado para realizar ensayos in vitro para diferentes evaluar
la adherencia de especies bacterianas especificas a cualquier superficie de un
biomaterial, evaluar la naturaleza de la formacion de biopelicula temprana en un
sustrato particular, evaluar la interaccion entre diferentes biopeliculas bacterianas y
las células inmunes del huésped, asi como evaluar la eficacia de agentes
antimicrobianos o0 estrategias de tratamientos antimicrobianos (Kishen &
Haapasalo, 2012).



2.2 USO DE IRRIGANTES EN ENDODONCIA

Para asegurar la completa eliminacion bacteriana dentro del sistema de conductos
se requiere un efectivo agente antimicrobiano, que ayude a disolver, remover tejido
y biopeliculas existentes en las areas inaccesibles en las cuales la instrumentacion
biomecénica no puede alcanzar, actualmente en endodoncia el agente
antimicrobiano mas utilizado es el hipoclorito de sodio, utilizado en concentraciones
que van desde 0.5% al 6%, estudios in vitro han demostrado que a mayor
concentracion, mayor efectividad contra E. faecalis y Candida albicans, ademas que
posee mejor disolucién de tejido, el cual a su vez a mayor concentracion es igual a
mayor toxicidad (Basrani & Haapasalo, 2012). El uso de irrigantes en endodoncia,
se debe confinar al sistema de conductos, lo cual no siempre es posible ya que
durante el procedimiento los irrigantes pueden extruirse, sobre todo en casos de
apices abiertos, de sobre instrumentacion, perforaciones y en caso de resorcion
externa. Lo cual provoca destruccion de tejido, necrosis, edema o dolor severo
(Zhua Wan-chun, Gyamfi Jaqueline, Niu Li-na, Schoeffel John, Liu Si-ying,
Santarcangelo Filippo, Khan Sara, Tay Kelvin, Pashley David, 2013).

El pH y la concentracién del ion hidroxido del hipoclorito de sodio varia
significativamente de acuerdo a la marca del producto, en un rango de 10.9 a 12
para el pH y de 0.03-1.1% para la concentracién del ion hidréxido (Wright, Kahler,
& Walsh, 2017), una de las ventajas de utilizar hipoclorito de sodio como irrigante
endododntico es que tiene la capacidad de disolver la materia organica, las maneras
de aumentar la disolucion de tejido por el hipoclorito de sodio son: aumento del pH,
concentracion y temperatura de la solucién, ademas de la agitacion ultrasénicay el
tiempo prolongado de trabajo (Tartari et al., 2016), por lo tanto contribuye a lograr
la efectiva limpieza del conducto radicular disolviendo el tejido pulpar remanente;
aunqgue uno de los problemas del uso del hipoclorito de sodio es el efecto que este
provoca al tejido dentinario, cambiando su composicion quimica ya que las
moléculas de hipoclorito de sodio pueden penetrar en la matriz colagena
encapsulada en apatita debido a su bajo peso molecular provocando la oxidacion

de la materia organica, desnaturalizacion de colageno y efectos adversos en las



propiedades mecéanicas de la dentina, incluso se ve afectada la capacidad de
sellado y la adhesion de cementos a base de resina, asi como selladores que
guimicamente se adhieren al colageno dentinario (Tartari et al., 2016). Poniendo en
riesgo el sellado de la restauracion posterior y debilitando las paredes dentinarias

predisponiendo el 6rgano dentario a una fractura.

2.3 SOLUCION HIPEROSMOTICA DE SORBATO DE POTASIO Y CLORURO DE
SODIO

El equilibrio de la osmolaridad es uno de los pardmetros fisiologicos mas
controlados pues es un balance en las concentraciones de un solvente y un soluto,
el estrés osmotico es un potente regulador de la funcion normal de las células que
estan expuestas a ambientes osmaoticamente activos bajo condiciones fisiologicas
y patologicas (Finan & Guilak, 2010).

El estres osmético consiste puede deberse a un choque hiperosmético, dado por un
aumento en la osmolaridad externa al microorganismo invasor, o bien por un choque
hipo-osmético. El choque hiperosmdético produce una pérdida de agua, contraccion
celular, aumenta la fuerza iénica intracelular y acumulacién macromolecular. Se ha
observado que algunas concentraciones de iones inorganicos como sodio, potasio
y cloro desestabilizan la estructura secundaria de las proteinas e interrumpen la
actividad enzimética (Choe & Strange, 2008). Si el estrés osmotico continla
provocara una plasmalisis celular como consecuencia directa de la penetracion de
solutos en la membrana externa, membrana interna o membrana celular,
dependiendo del microorganismo involucrado, y el equilibrio con el ambiente
externo. lones como el cloruro de sodio penetran la membrana externa
inmediatamente, provocando la plasmalisis segundos después del shock (Pilizota &
Shaevitz, 2013).

La solucion hiperosmatica es una solucion que actua por hiperosmolaridad, el estrés
metabdlico hiperosmaético inhibe el crecimiento y elimina microorganismos,
reduciendo la cantidad de agua disponible en el citoplasma ( Van der Waal et al.,
2011; Van der Waal et al., 2012). provocando la muerte celular. Los componentes
principales de la solucion hiperosmaotica son el sorbato de potasio y el cloruro de



sodio, los cuales son considerados como seguros por la FDA, la combinacion de
ambos provoca una sinergia para la eliminacion de microorganismos, éstos al ser
combinados en una solucion actian por una estrategia multiple, combinando el
estrés hiperosmatico, el estrés por medio del acido débil y las propiedades
antimicrobianas del acido sorbico (Van der Waal, Scheres, de Soet, Wesselink, &
Crielaard, 2014).

La accion antimicrobiana del sorbato, se basa en la inhibicion de enzimas
metabdlicas involucradas con el metabolismo de los carbohidratos (fumarasa y
aspartasa); el acido sorbico se une covalentemente con los grupos sulfhidrilo de las
enzimas e inactiva esta parte de la enzima. Los preservadores como los &cidos
débiles pueden incluso afectar el rendimiento celular, los niveles de ATP vy la
capacidad celular para mantener la homeostasis del pH, alterando el transporte del
sustrato y la fosforilacion oxidativa (Beales, 2004).

El cloruro de sodio se ha utilizado ampliamente en la industria alimenticia para
preservar alimentos, pues disminuye la actividad del agua y junto con la temperatura
y el pH alteran el crecimiento bacteriano y su sobrevivencia, el efecto letal de la
disminucién del agua intracelular, esta basado en el hecho de que el turgor en una
célula es el resultado de la homeostasis del agua intracelular y el agua en el medio
circundante, por lo tanto al disminuir el agua intracelular se realiza un proceso
llamado plasmodlisis el cual describe como el shock hiperosmético provoca la salida
instantanea del agua, acomparfada de una disminucién en el volumen citoplasmico
(Wijnker, Koop, & Lipman, 2006).

El cloruro de sodio y el sorbato de potasio, son utilizados como preservadores en la
industria alimenticia, por lo tanto, se proponen como agentes antibacterianos en el
area endoddntica esperando que al ser utilizados no tengan un efecto citotoxico al

estar en contacto con los tejidos circundantes.



2.4 CITOTOXICIDAD CELULAR

La citotoxicidad celular se define como una alteracién de las funciones bésicas que
conlleva a que se produzca un dafio que pueda ser detectado.

Los estudios in vitro son ampliamente utilizados en la biologia celular en un
ambiente controlado fuera de un organismo vivo, dentro de la bateria de ensayos in
vitro, necesarios para realizar ensayos clinicos de cierta sustancia o material se
encuentran los ensayos de citotoxicidad, los cuales tienen la capacidad de detectar
a través de diferentes mecanismos celulares los efectos adversos y/o propiedades
esenciales para la proliferacion, funcién o supervivencia celular, las cuales incluyen
la integridad de la membrana celular, division, degradacion, sintesis y metabolismo;
asi como liberacion de productos o constituyentes celulares (Arencibia Arrebola,
Rosario Fernandez, & Curveco Sanchez, 2003).

Los materiales dentales que son utilizados en humanos deben ser evaluados en
cuanto a su biocompatibilidad antes de optimizar su rendimiento clinico.

Los materiales dentales deben adaptarse a la cavidad oral humana, por lo tanto, las
lineas celulares humanas derivadas de tejidos orales normales son las apropiadas
para realizar pruebas de citotoxicidad de los materiales que seran utilizados en la
cavidad oral.

La literatura ha mostrado el éxito del uso de células primarias humanas como
fibroblastos gingivales, fibroblastos de ligamento periodontal y fibroblastos pulpares
para el estudio de analisis citotoxicos en el campo de la investigacion en materiales

dentales (lllperuma et al., 2011).

La evaluacion de la citotoxicidad es la parte inicial de la evaluacion de la
biocompatibilidad, el tipo celular mas utilizado para evaluar citotoxicidad son los
fibroblastos, los cuales son subpoblaciones celulares en forma de huso y
distribuidas ampliamente a nivel de los tejidos del cuerpo. Su origen es
mesenquimatico y se consideran el componente principal del tejido conectivo, tiene
alto potencial en regeneracion tisular (Padréon et al., 2012). En el area de la
investigacion odontologica, se utilizan los fibroblastos provenientes de tejido

gingival, con el fin de replicar el efecto a evaluar de la manera mas fisiologica



posible, obteniendo muestras de pacientes y posteriormente en un ambiente
controlado obtener el cultivo celular para poder realizar posteriormente las pruebas
debidas.

2.5 ENSAYO DE VIABILIDAD MTT

El ensayo de viabilidad comiunmente empleado para cultivos celulares es el
realizado con sal de tetrazolio o MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5- bromuro de
difeniltetrazolio), introducido por Mosmann para medir la proliferacion y citotoxicidad
en caja de 96 pozos, debido a sus grupos lipofilicos y carga neta positiva, el MTT
tiene la capacidad de pasar la membrana celular y se reduce en células viables por
enzimas mitocondriales o plasma celular como deshidrogenasas, oxidorreductasas,
oxidasas y peroxidasas utilizando NADPH, NADH, succinato o piruvato como
electron donante, dando como resultado una conversion de MTT a formazén
insoluble en agua (Prabst, Engelhardt, Ringgeler, & Hubner, 2017).

La gran ventaja de este ensayo celular es que dicha reaccion solo sucede en células
vivas con una mitocondria funcional, por lo tanto se asume que la cantidad de
formazéan formada durante el tiempo de exposicion es directamente proporcional al
namero de células viables por pozo, por lo tanto el ensayo de MTT es un ensayo
conveniente, confiable y cuantitativo para medir proliferacién celular y viabilidad.
La cantidad de estos cristales de formazan puede ser medida por medio de

espectrofotometria en longitudes de onda que van desde 500-600nm.

2.6 CULTIVO CELULAR

En 1882, Sydney Ringer desarroll6 la soluciébn de Ringer, una solucion salina
balanceada de una composicion que es muy parecida a los fluidos fisiolégicos del
cuerpo humano, la soluciones salinas balanceadas fueron desarrolladas una
después de otra a partir del reporte de Ringer, incluyendo la solucion de Locke, la
solucion Tyroides y la solucion de bicarbonato de Krebs-Ringer; la solucién de el

cultivo celular es fundamental para la investigacion sobre todo en los ensayos del



area biomédica y la investigacion pre-clinica, ademas permite el estudio del
metabolismo y fisiologia humana lo cual no es posible estudiarlo in vivo.

En el cultivo celular normalmente se utilizan células tomadas del tejido original, el
tejido tomado es tratado por diversas metodologias las cuales pueden ser: digestion
enzimatica, mecanica o disociacion quimica; El cultivo celular es llevado a cabo en
un laboratorio con estricta esterilidad y un ambiente controlado el cual involucra
temperatura, gases y presion; tratando de imitar el ambiente in vivo para permitir la
sobrevivencia y proliferacion de una manera controlada (Philippeos, Hughes,
Dhawan, & Mitry, 2012).

Uno de los factores mas influyentes en el cultivo celular es la eleccién del medio de
cultivo ya que se debe adecuar de acuerdo con las necesidades del tipo de célula o
tejido que se contenga, el medio utilizado generalmente es suplementado con
antibioticos y fungicidas o ambos para inhibir la contaminacion. El medio puede ser
clasificado en diferentes grupos basados de acuerdo con el tipo de suplementos
agregados: medio con suero, medio libre de suero, medio libre de proteinas y medio
definido quimicamente (Yao, 2017).

Los requerimientos nutricionales varian dependiendo el tipo celular, funciones, pH
y osmolaridad; asi como también el tipo y cantidad de nutrientes varia conforme
aumenta el crecimiento celular desde la siembra hasta la confluencia maxima (Baust
et al., 2017).

En el presente trabajo como modelo celular de la cavidad oral se obtuvieron
fibroblastos del ligamento periodontal humano y fueron cultivados para poder probar
el efecto de la solucién hiperosmética, su citotoxicidad y posible dafio celular. Para
la identificacion del fenotipo de fibroblastos se empled un anticuerpo monoclonal
dirigido contra fibroblastos humanos y se us6 inmunofluoresencia indirecta
(Mareninov, et al, 2018)



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 ENSAYO EN PLACA DE MICROTITULACION PARA LA CUANTIFICACION
DE BIOPELICULA

Se replico la metodologia utilizada por Diogo Patricia y col (Diogo et al., 2017), con
algunas adecuaciones. Se realizaron siembras de Enterococcus faecalis y Candida
albicans en placas de agar BHI y Dextrosa sabouraud respectivamente con técnica
de estriado para obtener colonias separadas dentro del agar para 24 horas después
tomar tres colonias (ubicadas consecutivamente) e inocularlas en tubos con 5ml de
caldo de cultivo infusion cerebro corazon (BHI) para E. faecalis y RPMI-1640 para
Candida albicans.

Fig. 2 Siembra de Enterococcus Fig. 3 Siembra de Candida albicans
faecalis de 24 hrs de crecimiento de 48 hrs de crecimiento sobre agar
sobre agar BHI Dextrosa Sabouraud



Formacion de Biopelicula de Enterococcus faecalis

Se sembraron previamente las células bacterianas (tres UFC’s consecutivas) en
5ml de BHI toda la noche a 37°C. Se centrifugaron a 16000 g durante 5 minutos, se
lavdé dos veces en BHI estéril. Se obtuvo una suspension bacteriana con una
densidad de 1.5 X 10 8 bacterias/ml (0.5 McF). 200 ul de esta suspensién se colocd
en caja esteéril de 96 pozos, se cubrid y se sellé con parafilm y se incubaron durante
24,48y 72 h a 37°C en agitacion a 110 rpm.

Formacién de Biopelicula de Candida albicans

Se inocularon tres UFC’s consecutivas en 5 ml de Dextrosa Sabouraud y se
incubaron toda la noche en un agitador orbital (120rpm) a 30°C. Se centrifugaron a
16000 g durante 5 minutos, se lavé dos veces con PBS. La pastilla final se
resuspendio en RPMI-1640 a 37°C.

La suspension celular resultante se diluyé en RPMI para obtener una suspension
final con una densidad celular de 1.0 X 108 células/ml. Se colocaron 200 pl de la
suspensién en caja de 96 pozos, se sellaron con parafilm y se incubaron durante
24,48y 72 h a 37°C en agitacion a 110 rpm.

Formacién de Biopelicula mixta

Las 2 especies microbianas se dejaron crecer toda la noche y se prepararon como
se describe para la biopelicula monoespecie, excepto que éstas se resuspendieron
a 37°C en RPMI-1640 pre-calentado. Las 2 suspensiones bacterianas a una
concentracion de 1.0 X 108 cel/ml se mezclaron en RPMI-1640 en un radio de 1:1.
Se colocaron 200 pul de la suspension en caja de 96 pozos y se incubaron a 37°C

durante 24, 48 y 72 h para permitir la formacién de la biopelicula.
El experimento se realizo por triplicado y por tres dias consecutivos, debido a que

se realizé la formacién a diferentes tiempos de maduracion de biopelicula, se utilizé

una caja por tiempo de maduracién y por dia.



la configuracion de la caja se realizé como se observa en las figuras 4 y 5:
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Fig. 4 Configuracién de la caja de 96
pozos con acuerdo a la distribucion de
las muestras

Fig. 5 Caja de 96 pozos inoculada

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién (24, 48 y 72 h) se realiz0 la prueba de
contacto directo de la solucién hiperosmética por 15 min para evaluar la capacidad
de disolucién de biopelicula, posteriormente se realiz6 un enjuague con agua
destilada por medio de una micropipeta multicanal cuidando tocar Unicamente el
centro del fondo del pozo.

Posteriormente se realiz6 la tincién de los pozos con cristal violeta al 0.1% por 10
minutos, en base a la metodologia utilizada por Peeters E y cols (Peeters, Nelis, &
Coenye, 2008) con algunas modificaciones. Una vez transcurrido el tiempo de
tincion se enjuag6é pozo por pozo para eliminar el exceso de colorante, para la
lectura se colocaron 200 ul de alcohol-acetona (concentracion 80/20
respectivamente) en cada pozo y se resuspendio para la lectura. Los resultados se
leyeron en un Lector de microplacas (BIO-RAD) a 595nm.



3.2 CARACTERIZACION DE BIOPELICULA DE Candida albicans,
Enterococcus faecalis Y BIOPELICULA MIXTA DE AMBAS ESPECIES EN
LAMINILLAS DE VIDRIO.

Se realizaron siembras de E. faecalis y Candida albicans en placas de agar BHI y
Dextrosa Sabouraud respectivamente con técnica de estriado para obtener colonias
separadas dentro del agar para 24 hrs después tomar tres colonias (ubicadas
consecutivamente) e inocularlas en tubos con 5ml de caldo de cultivo infusion
cerebro corazon (BHI) para E. faecalis y Dextrosa sabouraud para Candida albicans.
Se realizaron 3 grupos de estudio: Biopelicula de E. faecalis de una maduracién de
48y 72 horas, biopelicula de Candida albicans de una maduracion de 48y 72 horas
y una biopelicula mixta de E. faecalis y C. Albicans de una maduracion de 48 y 72
horas.

En cajas Petri estériles se colocé una laminilla previamente esterilizada, y se
colocaron 2.5ml de caldo de cultivo previamente inoculado con el microorganismo
de interés, posteriormente se agregaron 25ml de medio de cultivo fresco y se
llevaron a incubar por el tiempo correspondiente (48 y 72 horas).

Posterior al tiempo de incubacion se extrajo la laminilla con cuidado de que no
resbale la biopelicula, se realiz6 la fijacion al fuego con ayuda de un mechero,
consecutivamente se sumergié en alcohol al 80% por 20 minutos, al terminar el
tiempo se dej6 secar y se tifid con Film Tracer FM 1-43 Green Biofilm Cell Stain de
acuerdo a las especificaciones del fabricante (se colocé sobre la biopelicula por 30
minutos en cadmara humeda y en obscuridad) en las biopeliculas de E. faecalis y
biopeliculas mixtas; en el caso de las biopeliculas de C. Albicans y biopeliculas
mixtas, se colocé SYPRO Ruby Protein Gel Stain de acuerdo a las especificaciones
del fabricante (se coloc6 sobre la biopelicula por 30 minutos en camara humeda y
en obscuridad). Posteriormente se enjuagaron cuidadosamente con agua estéril y
se dejaron secar para consecutivamente ser montadas con una pequefa gota de
ProLong Gold y se sellaron con ayuda de esmalte; Se observaron con Microscopio
Confocal (LSM 700, Carl Zeiss)



3.3 ENSAYO DE CUANTIFICACION PRE Y POST TRATAMIENTO DE
BIOPELICULA DE Candida albicans, Enterococco faecalis Y BIOPELICULA
MIXTA DE AMBAS ESPECIES POR MICROSCOPIA CONFOCAL

Se realizé el mismo protocolo utilizado para la caracterizacién de las biopeliculas
mencionado anteriormente, a diferencia que al cumplirse el tiempo de maduracion

(48y 72 horas), se realizé la prueba de contacto de la biopelicula con las soluciones.

Se eliminé el medio de cultivo con ayuda de una pipeta evitando despegar la
biopelicula, consecutivamente se realizé la prueba de contacto directo. Se
organizaron tres grupos el control positivo con agua destilada estéril, el control
negativo tratado con hipoclorito de sodio al 5.25% y el grupo experimental tratado
con la solucion hiperosmotica.

Las soluciones estuvieron en contacto por 15 min y al término del tiempo se retird
la laminilla con cuidado y con ayuda de pinzas estériles se enjuagd suavemente
para eliminar el exceso de solucidn, se realizo la fijacion al fuego con ayuda de un
mechero, consecutivamente se sumergié en alcohol al 80% por 20 minutos, al
terminar el tiempo se dejé secar y se tifié con Film Tracer FM 1-43 Green Biofilm
Cell Stain de acuerdo a las especificaciones del fabricante (se coloc6 sobre la
biopelicula por 30 minutos en camara humeda y en obscuridad) en las biopeliculas
de E. faecalis y biopeliculas mixtas; en el caso de las biopeliculas de C. Albicans y
biopeliculas mixtas, se coloc6 SYPRO Ruby Protein Gel Stain de acuerdo a las
especificaciones de acuerdo al fabricante (se coloco sobre la biopelicula por 30
minutos en camara humeda y en obscuridad). Posteriormente se enjuagaron
cuidadosamente con agua estéril y se dejaron secar para consecutivamente ser
montadas con una pequefia gota de ProLong Gold y se sellaron con ayuda de
esmalte; el ensayo fue realizado por triplicado. Se observaron con microscopia
confocal, realizando un barrido de observacion sobre toda la muestra y se realizaron
tres tomas al azar de cada biopelicula. Una vez obtenidas las imagenes de cada

una de las biopeliculas se utilizd el programa Image J para la cuantificacion de la



biopelicula pre y post tratamiento. Posteriormente las cuantificaciones se llevaron al

programa Prism Graphad 8 para el analisis estadistico.

3.4 ENSAYO EN LAMINILLAS DE BIOPELICULA DE Candida albicans,
Enterococcus faecalis Y BIOPELICULA MIXTA DE AMBAS ESPECIES PARA
CONTEO DE UFC

Se realizé el mismo protocolo descrito anteriormente para la caracterizacion excepto
gue posterior al tiempo de incubacion, se elimind el medio de cultivo con ayuda de
una pipeta evitando despegar la biopelicula, consecutivamente se realiz6 la prueba
de contacto directo. (Figura 6). Como se describié en la parte anterior se realizaron
tres grupos el control positivo tratado con agua destilada estéril, el control negativo
tratado con hipoclorito de sodio al 5.25% y el grupo experimental tratado con la

solucién hiperosmética.

Fig. 6 Biopeliculas en contacto con las soluciones (solucion
hiperosmotica, NaOCI 5.25% y Agua destilada estéril)

Todas las soluciones estuvieron en contacto por 15 minutos, al término del tiempo
se retir6é la laminilla con cuidado con ayuda de pinzas estériles y se enjuagd
suavemente para eliminar el exceso de solucion, posteriormente con 2 ml de agua
destilada estéril se re suspende la biopelicula adherida a la laminilla de la cual se

tomo para realizar diluciones, posteriormente se realizaron siembras en cajas de



agar BHI, BHI/Dextrosa y Dextrosa sabouraud y consecutivamente a las 24 horas
se realizo el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). (Tabla 1)

3.5 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD SOBRE FIBROBLASTOS DE LIGAMENTO
PERIODONTAL HUMANO

ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

Para la realizacion del ensayo se obtuvieron fibroblastos utilizados previamente de
la tésis de Bravo y cols titulada: “Evaluacion de la genotoxicidad producida por un
sellador a base de mta adicionado con AgNPs” los cuales fueron obtenidos de
ligamento periodontal de terceros molares extraidos de pacientes de la clinica de
cirugia de la Facultad de Estomatologia de la Universidad Autonoma de San Luis
Potosi.

Para corroborar la naturaleza de dichas células se realizé la identificacion de las
mismas tomando como base el articulo “An Immunohistochemical Method for
Identifying Fibroblasts in Formalin-fixed, Paraffin-embedded Tissue” (Goodpaster et
al., 2008), en cual utilizaron el anticuerpo primario monoclonal TE-7 mouse anti-
human fibroblast monoclonal antibody (CHEMICON, Millipore) para identificar
fibroblastos.

3.6 IDENTIFICACION DE LOS FIBROBLASTOS POR MEDIO DE
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA, EMPLEANDO UN ANTICUERPO
MONOCLONAL ESPECIFICO.

Se realiz6 el descongelado de células el cual fue realizado como sigue:

Se coloco el criotubo a bafio maria a una temperatura de 37° C para lograr el
descongelado, posteriormente el contenido fue transferido a un tubo eppendorf por
medio de una pipeta de 1000 microlitros, una vez transferido se llevé a
centrifugacion a 3000 rpm por 5 minutos, se retird el sobrenadante y se resuspendio

el pellet celular con medio fresco, posteriormente se coloco en la caja de cultivo y



se complementé con medio. Se monitorizaron las cajas de cultivo hasta que se

observé una confluencia de 80% o mayor (Figura 7).

Fig. 7 Confluencia de los fibolastos en
cultivo mayor al 80%. Aumento Total: 100.

Posteriormente para observar las células en portaobjetos se prepararon cajas para
montaje: El dia anterior al procedimiento se colocaron cubreobjetos en alcohol al
97%, 24 horas después se secaron los cubreobjetos del alcohol con una gasa
estéril, se colocd 1 gota de Poli-L-Lisina para cubrir toda la superficie, se dejo 10
minutos y se retir6 el exceso de Poli-L-Lisina, se dejé secar durante 10 minutos,
posteriormente en una caja de cultivo celular de fondo plano (Corning™) de 6 pozos
se colocd un cubreobjetos en cada pozo y 1.5 ml de medio DMEM (suplementado
con 10% de suero fetal bovino, penicilina y estreptomicina). Una vez completado
este proceso, del cultivo de fibroblastos sembrado previamente y confluente, se
realizé el levantamiento de las células para sembrarlas posteriormente en la caja de
6 pozos, por lo cual se retir6 el medio y se lavo con PBS (5 ml), se colocaron 5 ml
de tripsina al .25% por 5 minutos, posteriormente se resuspendid y se lavo la caja
con la misma tripsina para asegurar el levantamiento de todas las células, se
transfirio a tubo de 15 ml y se centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos. Se tiré por

decantacion la Tripsina y se resuspendio la pastilla en 4 ml de medio, después se



colocaron 0.5 ml de suspensién celular en cada pozo (que previamente ya tenia el

cubreobjetos) y se dejé crecer por 24 horas.
e Procedimiento de inmunofluorescencia:

Se retiré el medio y se lavo con PBS-TWEEN 1 vez durante 5 minutos, se fijé con
2ml de Acetona fria por 3 minutos, posteriormente se lavo con PBS-TWEEN 3 veces
durante 5 minutos, se incub6 con Triton X-100 en PBS durante 15 minutos y
posteriormente se lavo con PBS-TWEEN 3 veces durante 5 minutos, se incubo con
albumina al 0.1% (Solucion bloqueadora) durante 1 hora a Temperatura ambiente y
se afadié anticuerpo primario monoclonal (TE-7, mouse anti-human fibroblast
monoclonal antibody, CHEMICON, Millipore) a una concentracion de 1:50 y se
incubo a 4°C toda la noche en agitacion (ROCKER 25, Labnet). Posteriormente se
lavé con PBS-TWEEN 3 veces durante 5 minutos y se incubd con anticuerpo
secundario (Fluoréforo Alexa 488 Dilucion 1:500) en Camara Obscura Humeda
durante 2 horas a Temperatura ambiente, se lavé con PBS-TWEEN 3 veces durante
5 minutos y se tifieron los nucleos con 0.5ml de DAPI, se dejé incubando durante
15 minutos a Temperatura ambiente, posteriormente se lavé con PBS-TWEEN 3
veces durante 5 minutos. Se desinfect6é un portaobjetos con alcohol y se dejo secar
para el montaje de la muestra. Para el montaje de la muestra se colocé una
microgota de Medio de Montaje en el cubreobjetos con células fijadas en el
portaobjetos. Se llevd a cabo la observacién por medio del microscopio de

fluorescencia Olympus IX51.

3.7 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD MTT

Se realizé el descongelado de los fibroblastos por medio de inmersién del vial a
bafio maria a una temperatura de 37°C, una vez descongelado se transfirié el
mililitro de células a un tubo eppendorf estéril y se llevo a centrifugar a 3000
revoluciones por minuto, se tir6 el sobrenadante por medio de decantacion y se
resuspendieron las células en 1 ml de medio DMEM (suplementado con 10% de

suero fetal bovino, penicilina y estreptomicina), posteriormente se sembraron en



caja Petri con 9ml de medio DMEM, se realizaron recambios de medio cada 48 hrs
hasta observar una confluencia celular mayor al 80% .

Una vez que las cajas de cultivo llegaron a confluencia se realiz6 el levantamiento
de las células para sembrarlas posteriormente en una caja de 96 pozos.

Se realiz6 un lavado con PBS de cada caja de Petri, posteriormente se colocé 5ml
de tripsina al .25% por 5 min a 37°C, una vez transcurrido el tiempo se colocé esta
mezcla en un tubo de 15mly se llevé a centrifugar a 3000 rpm por 5 min, se elimind
el sobrenadante por centrifugacion y se inactivo la tripsina con medio de cultivo
DMEM.

Para realizar el ensayo de citotoxicidad por medio del ensayo de MTT, se decidi6
sembrar en la caja de 96 pozos, en la cual debia haber una concentraciéon de 104
células por pozo; para obtener esta concentracion se realiz6 un conteo celular por
medio de camara de Neubauer y azul de tripan.

Una vez sembradas las células en la caja de 96 pozos, se dejaron incubar por 24
horas, posteriormente se observaron por medio del microscopio invertido para
corroborar la presencia y adherencia celular.

Se retiré el medio de cultivo con cuidado, y se realizé un lavado con 200 microlitros
de PBS, posteriormente se realiz6 el contacto de la soluciones por lo que se
determinaron 4 grupos. El grupo experimental tratado con la solucién hiperosmoética,
el control negativo tratado con hipoclorito de sodio al 5.25%, células tratadas con
hipoclorito de sodio al 2.5% y como control positivo células en PBS. Todos los
tratamientos se hicieron a diferente tiempo 30, 60, 90, 120, 150 minutos, y 3 h de
tratamiento.

Se siguieron las recomendaciones segun el fabricante (Cell proliferation Kit | MTT
Roche). Se colocaron 200 microlitros de la solucion de prueba en cada pozo. Se
llevaron a incubacion a 37°C con 1.5 de O2 durante el tiempo de contacto, una vez
transcurrido el tiempo de contacto se elimino la solucion de prueba y se realizaron
dos lavados con PBS para eliminar los restos de solucion, posteriormente se
colocaron 90 microlitros de RPMI 1640 (para evitar modificaciones de coloracién) y
10 microlitros del reactivo MTT, se metieron a incubacion a 37°C con 1.5 de Oz, por

4 horas, consecutivamente se agregaron 100 microlitros de solucion solubilizante y



se metieron a incubar toda la noche para leer al dia siguiente en un lector de
microplacas a una longitud de 595 nm.
Todas las pruebas fueron realizadas por triplicado para obtener homogeneidad de

los resultados.

4. RESULTADOS

4.1 ENSAYO EN PLACA DE MICROTITULACION PARA LA CUANTIFICACION
DE BIOPELICULA

Los resultados obtenidos del andlisis de cuantificacion por medio de densidad
Optica, son los siguientes:

El analisis estadistico se llevo a cabo con el programa GraphPad Prism 8, se realiz6

la prueba estadistica ANOVA de 2 vias para cada una de los grupos de biopeliculas.

En el grupo de Candida albicans se observé el aumento de la cantidad de
biopelicula segun avanzaba el tiempo de incubacion; asi mismo se observé una
disminucién en la densidad éptica posterior a la prueba de contacto directo de la
solucién hiperosmética en los tres grupos (24, 48 y 72 hrs), mostrando una
diferencia significativa en cada uno de los grupos siendo para el grupo de 24 hrs
hubo una diferencia significativa de p<0.0016, p<0.0016 para la biopelicula de 48
hrs y p<0.002 para la biopelicula de 72 hrs. (Grafica 1)
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Graéfica 1. Crecimiento de la biopelicula de Candida albicans cuantificada a través de densidad
Optica. Se observa la comparacién entre una biopelicula sin tratamiento y otra tratada con la
solucién hiperosmatica. Los valores con significancia estan marcados con (*).

En cuanto a la biopelicula de Enterococcous faecalis observamos al igual que en la
biopelicula de la levadura, que la cantidad de biopelicula fue en aumento conforme
pasaron los tiempos incubacion, mostrando asi la viabilidad de las cepas, ademas
en los tres tiempos de incubacion se obtuvo diferencia significativa en cuanto a la
disminucién de biopelicula al contacto con la solucion de prueba; obtuvimos un
p<0.0069 en la biopelicula de 24 hrs, p<0.002 en la de 48 hrs y p<0.003 en la
biopelicula de 72 hrs. (Gréfica 2)
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Grafica 2. Crecimiento de la biopelicula de Enterococcus faecalis cuantificada a través de
densidad Optica. Se observa la comparacién entre una biopelicula sin tratamiento y otra tratada
con la solucién hiperosmoética. Los valores con significancia estan marcados con (*).

En la biopelicula mixta de E. faecalis y C. albicans observamos una disminucion de
biopelicula en cada uno de los tiempos de maduracién, mostrando una diferencia
significativa en la biopelicula de 24y 48 hrs (p<0.0038 y p<0.0436 respectivamente);
sin embargo en la biopelicula de 72hrs aungque hubo disminucion de biopelicula no

obtuvimos un resultado significativo p>0.0569. (Grafica 3)
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Grafica 3. Crecimiento de la biopelicula de Enterococcus faecalis y Candida albicans
cuantificada a través de densidad éptica. Se observa la comparacion entre una biopelicula sin
tratamiento y otra tratada con la solucién hiperosmatica. Los valores con significancia estan
marcados con (*).

4.2 CARACTERIZACION DE BIOPELICULA DE Candida albicans,
Enterococcus faecalis Y BIOPELICULA MIXTA DE AMBAS ESPECIES EN
LAMINILLAS DE VIDRIO

Se examinaron cada una de las laminillas con la biopelicula, observando la cantidad
de biopelicula, asi como su estructura y distribucion.

Se obtuvo informacién suficiente para poder llevar a cabo los experimentos de
prueba de contacto. Obteniendo las siguientes observaciones formacion de
biopelicula sobre la superficie del cubreobjetos, grosor de la biopelicula que
permitiera la realizacion de las pruebas, aumento del grosor de la biopelicula

observado a las 24 y 48 h, asi como mantenimiento del grosor a las 72 h.



Fig. 8 Biopelicula de E. faecalis de 48 h de maduracion, marcada con Film Tracer,
tomada en tercera dimensién para mostrar el grosor alcanzado por la biopelicula.

Fig. 9 Biopelicula de E. faecalis de 72 h de maduracion, marcada con Film Tracer,
tomada en tercera dimensién para mostrar el grosor alcanzado por la biopelicula.

Fig. 10 Biopelicula de C. albicans de 48 h de maduracion, marcada con Sypro
Ruby BMS, tomada en tercera dimensién para mostrar el grosor alcanzado por la
biopelicula.



Fig. 11 Biopelicula de C. albicans de 72 h de maduracion, marcada con Sypro
Ruby BMS, tomada en tercera dimensién para mostrar el grosor alcanzado por la
biopelicula.

Z(pm)

Fig. 12 Biopelicula de E. faecalis y C. albicans de 48 h de maduraciéon, marcada
con Film Tracer, tomada en tercera dimensién para mostrar la estructura y
conformacion tridimensional de la biopelicula.
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Fig. 13 Biopelicula de E. faecalis y C. albicans de 72 h de maduracion, marcada
con Film Tracer, tomada en tercera dimension para mostrar la estructura y
conformacion tridimensional de la biopelicula.

4.3 ENSAYO DE CUANTIFICACION PRE Y POST TRATAMIENTO DE
BIOPELICULA DE Candida albicans, Enterococcus faecalis Y BIOPELICULA
MIXTA DE AMBAS ESPECIES POR MICROSCOPIA CONFOCAL

La cuantificacion de las biopeliculas realizada por el programa Image J, arrojo
resultados visibles y cuantificables en beneficio de la solucidén hiperosmoética, Para
la biopelicula de C. albicans se observé una reduccion significativa del grosor y
cantidad de biopelicula mostrando una diferencia significativa de P<0.0254 para la
biopelicula de 48 horas y P<0.0051 para la de 72 horas. (Grafica 4)
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Gréfica 4. Crecimiento de la biopelicula de Candida albicans. La biopelicula fue cuantificada a
través de microscopia confocal con el sistema Image J. Se observa la comparacién entre una
biopelicula sin tratamiento y otra tratada con la solucién hiperosmoética

En cuanto a la biopelicula de E. faecalis se obtuvo una diferencia significativa de
P<0.0033 para la biopelicula de 48 horas y P<0.0078 para la biopelicula de 72

horas. (Grafica 5)
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Gréfica 5. Crecimiento de la biopelicula de Enterococcus faecalis. La biopelicula fue
cuantificada a través de microscopia confocal con el sistema Image J. En ambas gréficas se
observa la comparacion entre una biopelicula sin tratamiento y otra tratada con la solucion



En la biopelicula mixta se observé una disminucion significativa al igual que en las
biopeliculas uniespecie, sin embargo aunque el resultado sea significativo se
observé que la biopelicula no se elimind tan efectivamente como en las biopeliculas
uniespecie. Se obtuvo una P<0.004 para la biopelicula de 48 horas y P<0.005 para
la de 72 horas. (Gréfica 6)
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Gréfica 6. Crecimiento de la biopelicula mixta de Enterococcus faecalis con Candida albicans. La

biopelicula fue cuantificada a través de microscopia confocal con el sistema Image J. Se oberva
la comparacion entre una biopelicula sin tratamiento y otra tratada con la solucién hiperosmatica



4.4 ENSAYO EN LAMINILLAS DE BIOPELICULA DE Candida albicans,
Enterococcus faecalis Y BIOPELICULA MIXTA DE AMBAS ESPECIES PARA

CONTEO DE UFC

Los resultados obtenidos por medio de conteo de ufc’s para la biopelicula de

Candida albicans en sus dos tiempos de maduracion (48 y 72 horas) al estar en

contacto con la solucién de prueba fueron favorables para ésta ya que no hubo

crecimiento de ninguna ufc, comparado con el grupo control de hipoclorito de sodio

al 5.25%, el mismo resultado fue obtenido con la biopelicula de Enterococco faecalis

en sus dos tiempos de maduracién; asi como con la biopelicula mixta en la cual el

control negativo (hipoclorito de sodio al 5.25%) fue muy comparable con la solucién

de prueba. Los resultados con el nimero de UFC se observan en la Tabla 1

UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

HORAS C. albicans E. faecalis B. Mixta
Control 48 54 64 42

72 21 52 45
Tratamiento 48 0 0 0

72 0 0 0

Tabla 1. Muestra el nimero de UFCs comparando el grupo control con el grupo tratado con la
solucién hiperosmatica.



4.5 CARACTERIZACION DE FIBROBLASTOS DE LIGAMENTO PERIODONTAL
HUMANO

Se obtuvieron imagenes del microscopio de fluorescencia (Olympus IX51), las
cuales mostraron positividad a la técnica de inmunofluorescencia con el uso del
anticuerpo primario TE-7, mouse anti-human fibroblast monoclonal antibody,
CHEMICON, millipore, se observaron fibroblastos de coloracién verde (Alexa 488)

en su estructura general y el nacleo color azul ( DAPI) (Figura 14)

Fig. 14 Imagenes observadas en microscopio de fluorescencia a un aumento de 60X, observandose la positividad
del anticuerpo, asi como la morfologia propia del fibroblasto.



4.6 ENSAYO MTT

Los resultados de viabilidad celular se muestran en la Gréfica 7 las células de
ligamento periodontal fueron expuestas a diferentes soluciones de prueba:
hipoclorito de sodio al 5.25% (control negativo), hipoclorito de sodio al 2.5%,
solucion hiperosmdética y PBS (control positivo) por 30 minutos, 1 hora , 1 hora 30
minutos, 2 horas, 2 horas y 30 minutos y 3 horas.

Para obtener porcentaje de viabilidad se realizé la siguiente formula:

(Abs ensayo — Abs blanco)
% ceélulas viables= X 100
(Abs control — Abs blanco)

Segun los resultados obtenidos, el comportamiento de la solucién hiperosmotica fue
muy similar al grupo control (PBS) demostrando que no existe dafio a las células
del hospedero, a diferencia del grupo de comparacion (NaOCI 2.5%) el cual se vi6
disminuido en los primeros 2 tiempos de contacto (30 minutos y 1 hora) en
comparacion con el grupo control y la solucién hiperosmética, mostrando signos de

no viabilidad a las 2 horas.
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Gréfica 7. Muestra el porcentaje de viabilidad celular obtenida del ensayo MTT



5. DISCUSION

En el presente estudio se realizaron diferentes tipos de experimentos: capacidad de
disolucién de la biopelicula en caja de 96 pozos, capacidad de eliminar biopelicula
sobre laminillas de vidrio medida por medio de microscopia confocal, capacidad
antibacteriana de la solucién hiperosmética medida por medio de UFCs y viabilidad
celular de fibroblastos al estar en contacto con la solucion hiperosmatica, por medio
del ensayo de MTT. Ensayos que nos han brindado informacion para conocer el
comportamiento de la solucion hiperosmoética.

El efecto de la solucién hiperosmatica sobre la biopelicula por medio de UFC’s y
densidad Optica fue comparada con el irrigante conocido en endodoncia
actualmente como el estandar de oro, el hipoclorito de sodio, el cual tiene excelentes
propiedades antibacterianas y buena capacidad de disolucién de materia organica;
se utilizaron dos especies de microorganismos: Enteroccocus faecalis y Candida
albicans, las cuales son dos microorganismos que han mostrado ser resistentes a
la medicacion intraconducto con Hidroxido de calcio e incluso al tratamiento
endodontico mismo ya que estos microorganismos han sido aislados de conductos
radiculares cuando ya han sido tratados previamente (Siqueira & Régas, 2008).
Latincidn con cristal violeta es un ensayo simple colorimétrico ampliamente utilizado
para el estudio de biopeliculas, permitiendo la rapida cuantificacion de la biopelicula,
este método permite la tincidn tanto de células viables como muertas, la tincion que
produce es medida por medio de un lector de placas de ELISA, permitiéndonos
cuantificar la cantidad de biopelicula ya que la densidad o6ptica medida es
directamente proporcional a la cantidad de biopelicula contenida, en este caso en
una placa de microtitulacion, comparando asi la cantidad de biopelicula contenida
en nuestros grupos control con la cantidad de biopelicula restante en nuestros
grupos experimentales (Peeters et al., 2008).

La solucion hiperosmotica fue efectiva en la disolucion de las biopeliculas de E.
faecalis y C. albicans en casi todos los tiempos de maduracién mostrando la
capacidad que ésta posee para la eliminacion bacteriana y comparando los

resultados de las cajas de microtitulacién con el conteo de UFC podemos afirmar



que aunque la solucion hiperoosmotica no tiene la capacidad de disolucion de
biopelicula al 100%, ésta tiene capacidad antibacteriana ya que como se mostré en
la tabla 4 obtuvimos un conteo nulo de UFC’s, este resultado se compara con Falla
y Cols en el cual en biopeliculas en estado planctonico con ayuda de la solucion
hiperosmotica demuestran el efecto antimicrobiano de la solucion (Falla et al., 2019)
En la biopelicula mixta de 72 horas de maduracion no obtuvimos una diferencia
significativa en cuanto a reduccion de biopelicula, sin embargo si hubo disminucion
de ésta, por lo que podemos suponer que debido a la maduracion de la biopelicula
y que estd compuesta por mas de 1 especie, tal vez requiera de mayor tiempo de
exposicion de la soluciéon. Ademas que el presente estudio fue realizado en forma
estatica, el cual llevado a la realidad clinica faltaria la parte biomecanica la cual es
una parte esencial para el éxito del tratamiento endoddntico. (Metzger, Solomonov,
& Kfir, 2013)

En las imagenes tridimensionales por medio de microscopia confocal pudimos
observar que la cantidad y el grosor de la biopelicula disminuye considerablemente
después de estar expuestas a la solucién hiperosmaética, a diferencia de la
biopelicula contenida en los pozos de las placas de microtitulacion, éstas estan un
poco mas friables, sin embargo con la manipulacién adecuada pudimos re
suspender la biopelicula remanente y realizar las siembras correspondientes para
el conteo de UFC’s, concluyendo que aunque no elimina por completo la biopelicula
tiene buena capacidad antibacteriana ya que no obtuvimos crecimiento de ninguna
UFC, tanto en el grupo de la solucién hiperoosmética como en el grupo del
hipoclorito de sodio al 5.25% utilizado como control negativo.

La evaluacién por medio de microscopia confocal laser es una herramienta muy (til
ya que se pueden observar las biopeliculas en una reconstruccion tridimensional
por medio de cortes que atraviesan la biopelicula en todo su espesor, ademas que
el uso de la microscopia confocal permite la visualizacion del grosor y la distribucion
de las células en la estructura de la biopelicula, éste emplea laser como fuente de
luz, en este caso utilizamos tinciones que tienen la capacidad de tefiir la matriz
extracelular de las biopeliculas resultando una herramienta Gtil para la observacion

y cuantificacion de nuestras biopeliculas, al igual que el estudio de Del Carpio y Cols



en el cual ellos también hicieron la evaluacion de irrigantes sobre biopeliculas orales
(Del Carpio-Perochena et al., 2014).

El ensayo de toxicidad fue realizado sobre células de ligamento periodontal humano,
sobre fibroblastos especificamente. Los fibroblastos son el tipo celular
predominante del tejido conectivo del ligamento periodontal el cual esta compuesto
principalmente de fibroblastos, éstos son responsables de la formacion y
mantenimiento del ligamento periodontal incluso de su reparacion, remodelacion y
regeneracion del hueso alveolar adyacente (Kuru, Parkar, Griffiths, Newman, &
Olsen, 1998), la eleccion del tipo celular fue debido a que los irrigantes
endododnticos pueden llegar a estar en contacto con el ligamento periodontal si éste
llegase a extruirse mas alla del apice radicular, por lo tanto es importante realizar la
evaluacion de la solucion hiperosmatica sobre células de ligamento periodontal
humano. Al realizar el ensayo de MTT se observo un buen comportamiento de la
solucién hiperosmotica sobre los fibroblastos de ligamento periodontal humano ya
qgue el porcentaje de viabilidad se mantuvo muy cercano al 100% como pudimos
observar en la grafica 7, excepto a las 2 horas con 30 minutos en el cual observamos
una disminucién hasta el 79%, lo cual nos puede indicar que debido al contacto
continuo del choque hiperosmético producido en la célula su viabilidad disminuyd,
debido a que algunos tipos de células pueden sobrevivir moderadamente a un
ambiente hipertonico gracias a un proceso de adaptacion llamado osmoregulacion,
resultando en una acumulacién de osmolitos compatibles, este proceso involucra
reacciones que pueden suceder en segundos 0 minutos e incluso respuestas
retardadas que se pueden presentar horas o incluso dias después, gracias a este
mecanismo observamos que los fibroblastos de ligamento periodontal tuvieron la
capacidad de osmoregularse y asi pudimos distinguir un aumento en la viabilidad a
las 3 horas de contacto. (Alfieri & Petronini, 2007)

Como segun indica la norma 1SO 10993-5:2009 si la viabilidad celular es menor a
70% el material de prueba debe ser considerado como citotoxico para ese tipo
celular, por lo cual segun los resultados obtenidos en el presente, podemos concluir

que la solucion hiperosmotica carece de efectos citotoxicos en las células de

ligamento periodontal humano



6. CONCLUSIONES

1.

Es posible realizar una biopelicula mixta de E. faecalis y C. albicans con sus
condiciones especificas para lograr un buen crecimiento y comensalismo.
La solucion hiperosmotica tiene efectiva capacidad antimicrobiana contra E.
faecalis, C. albicans y contra una biopelicula mixta de ambas especies.

La solucion hiperosmotica carece de efectos citotoxicos sobre celuas de
ligamento periodontal humano.

Se aceptaron las hipotesis de investigacion 1y 2.
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Antibacterial effect of a hyperosmotic
solution containing sorbate and ethanol on
E. faecalis in planktonic form and as biofilm:
an in vitro study.
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Abstract. The antibacrerial effect of a hyperosmotic solution containing sor
bate and ethanol on E. facoalic in planktonic state and in biofilm was evaluated.
Three hyperosmotic solutions (HS-4, HS-E ¥ HS-C) were obtained from different
formulations of potassium sorbate and sodium chloride, which were tested as an-
timicrobials against planktonic forms of E. faesaliz, in McFarland standards from
0.5 to 7, using the sedimentation technique snd colony forming units (CFU)
count. Afterwards an E. faeosdiz biofilm was produced in the palatal roots of up-
per first molars, by a static method in 21 days; subsequently they were prepared
biomechanically by the Universal Protaper system, using the hyperosmotic salu-
tion B as an irrigant to evaluate the bacterial load reduction. Cne pre-inscro-
mentation sample and one post-instrumentation sample were taken, and then
were processed and cultivated to count CFU. Consecutively, roots were observed
by scanmning electron microscopy. The hyperosmotic solution had an important
antibacterial effect when used against E. foconliz in plankeonic state; solutions
HS-A and HE-B were effective in eliminating E. Faecalis up to T McFarland, while a
statistical difference (p=0.001) was observed in reducing the bacterial load in the
biofilm, based cn the log  CFU count. The final solution tested seemed not to
harm the demtinal structure and was capable of causing morphological changes
to the bacterial cell consistent with a hyperosmotic shock. Thus, the sclutions
tested could be an option to be considered as irrigating agents; nonetheless fur-
ther research is required regarding its biccompatibilicy.
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