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RESUMEN

Introduccion: Las infecciones endodonticas persistentes, especialmente las
asociadas con Candida albicans, son un desafio importante para el endodoncista.
Esta levadura puede formar biopeliculas en el sistema de canales radiculares,
dificultando su eliminacidn con los tratamientos convencionales. Los bioceramicos
endododnticos, como AH Plus® Bioceramic Sealer y BioRoot™ Flow, han mostrado
propiedades antimicrobianas y bioactivas, lo que sugiere un posible efecto
antifungico. Este estudio tiene como objetivo evaluar la capacidad antifungica de
estos materiales frente a C. albicans en sus formas planctonica y de biopelicula.
Metodologia: Se realizé un estudio in vitro utilizando un aislado clinico oral de C.
albicans. Se confeccionaron discos bioceramicos de AH Plus® Bioceramic Sealer y
BioRoot™ Flow y se compararon con AH Plus® a base de resina, fluconazol y medio
de cultivo de levaduras (controles interno, negativo y positivo, respectivamente). Se
realizaron ensayos de difusion en agar, crecimiento plancténico,
formacion/desintegracion de biopeliculas analizando viabilidad celular,
cuantificacion de hifas y biomasa. Las biopeliculas fueron evaluadas mediante
Microscopia Electronica de Barrido (MEB). El analisis estadistico fue realizado
usando T-test y ANOVA (p<0,05) con el programa GraphPad Prism 8.0.
Resultados: En ensayos de difusion en agar, los bioceramicos no produjeron halos
de inhibicion, respecto a fluconazol. En el crecimiento planctonico, los bioceramicos
no mostraron efecto antifungico respecto al control interno y positivo (p>0,05), pero
si se observo inhibicion del crecimiento con fluconazol (p<0,05). En la formacion de
biopeliculas, tanto AH Plus® Bioceramic Sealer como BioRoot™ Flow redujeron la
viabilidad de C. albicans (p<0,05) respecto al control positivo y solo BioRoot™ Flow
disminuyo la formacion de hifas y biomasa a las 48 horas de incubacion (p<0,05). A
las 96 horas de incubacion, solo BioRoot™ Flow presenté mayor capacidad para
desintegrar biopeliculas maduras al disminuir viabilidad, recuento de hifas y
biomasa (p<0,05) respecto a AH Plus® Bioceramic Sealer. Las imagenes de MEB
revelaron una menor densidad celular e hifas en las muestras tratadas con

bioceramicos respecto a los controles.



Conclusiones: Aunque los bioceramicos no mostraron un efecto antifungico en
forma plancténica, demostraron capacidad para disminuir la viabilidad de C.
albicans y desintegrar biopeliculas maduras. BioRoot™ Flow fue particularmente

efectivo, sugiriendo su potencial uso en el tratamiento de infecciones endodonticas.

PALABRAS CLAVES: Candida albicans, Bioceramicos, Biopeliculas, Obturacién

de canal radicular, Sellador de canal radicular.



1. MARCO TEORICO
1.1 Introduccion

Las infecciones endodonticas persistentes representan un desafio
importante en la practica odontologica, especialmente cuando estan asociadas con
microorganismos resistentes y dificiles de erradicar, como las levaduras del género
Candida (Siqueira & Régas, 2022). Candida albicans, una de las especies mas
prevalentes del género, puede colonizar el sistema de canales radiculares (SCR) y
formar biopeliculas mixtas, estructuras que le confieren una alta resistencia frente a
tratamientos antimicrobianos convencionales (Mohammadi & Asgary, 2015;
Alshanta y cols., 2019). Esta capacidad para adherirse a superficies dentales y
formar biopeliculas complica su eliminacion, incrementando el riesgo de infecciones
persistentes y fracasos terapéuticos en el tratamiento de canales radiculares (Ev vy
cols., 2020).

En los ultimos afios, los bioceramicos han emergido como materiales
prometedores en odontologia endodontica debido a sus propiedades bioactivas,
biocompatibles y antimicrobianas (Suwartini y cols., 2022). Estos materiales, como
el AH Plus® Bioceramic Sealer y BioRoot™ Flow, se utilizan comunmente como
selladores de canales radiculares, ofreciendo beneficios potenciales como una
mejor capacidad de sellado, resistencia a la filtracion y efectos antimicrobianos
inherentes (Bramante y cols., 2012). Sin embargo, su eficacia especifica contra
levaduras como C. albicans aun no ha sido completamente elucidada,
especialmente en comparacion con los métodos tradicionales de tratamiento como
la obturacion de canales radiculares utilizando cementos endodénticos a base de
resina.

El presente estudio se propone evaluar el efecto antifungico de los bioceramicos
endododnticos AH Plus® Bioceramic Sealer y BioRoot™ Flow sobre C. albicans en
dos contextos su forma planctonica y en biopeliculas. A través de un enfoque
experimental in vitro, se busca determinar si estos materiales pueden contribuir
eficazmente a la prevencion y tratamiento de infecciones endodonticas,

especialmente aquellas complicadas por la presencia de esta levadura, mejorando
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asi los resultados clinicos y prolongando la vida util de los tratamientos
endodonticos.

1.2 Microbiologia oral

Los microorganismos estan presentes en multiples ecosistemas,
conformando una pieza fundamental en la maquinaria vital de la naturaleza, y
gracias a ello convivimos en equilibrio. El cuerpo humano no es una excepcion, esta
habitado por millones de microorganismos que desempefian una amplia variedad
de funciones esenciales, contribuyendo en la homeostasis. Antonie van
Leeuwenhoek, en el siglo XVIII, descubri6 bacterias en la cavidad oral (Gest, 2004),
desde ese momento ésta se ha convertido en un modelo interesante para el estudio
de los microorganismos debido a las condiciones microambientales particulares que
alli se encuentran y a la gran diversidad de ellos. A pesar de que la cavidad oral es
un ecosistema con fluctuaciones naturales de pH, humedad, cantidad de saliva,
entre otros, posee una microbiota muy compleja y organizada, que se mantiene en
eubiosis y en sintonia con el hospedero (Marsh & Percival, 2006). Cuando se pierde
este equilibrio se pueden presentar patologias disbidticas en la cavidad oral como
son la caries dental, la gingivitis y también la periodontitis (Liljemark & Bloomquist,
1996; Marsh & Zaura, 2017). Independiente del motivo causante de la disbiosis, ya
sea natural o una enfermedad subyacente, la microbiota oral se modifica
dinamicamente con la edad, el habitat, la respuesta inmune del hospedero y con el
microambiente circundante (Rosier y cols., 2018). Estos cambios conducen al
establecimiento de un microbioma disbidtico y traen como consecuencia problemas
en la salud oral, los que ocurren mayormente en personas mayores (Belibasakis,
2018).



1.3 Microbiologia endoddntica

En ocasiones la enfermedad de caries, el trauma mecanico o fisico-quimico
afecta al complejo dentino pulpar, generando una respuesta inflamatoria que tiene
lugar en el interior de la camara pulpar, la cual es rigida e inextensible, por lo que la
presidn hidrostatica tisular generada hace colapsar los capilares pulpares,
provocando una afectacion tisular irreversible y generalizada, conocida como
pulpitis irreversible, que desemboca finalmente en necrosis pulpar (Bjgrndal, 2008).
Existen otras vias de filtracion hacia la camara pulpar como la periodontitis marginal
o por translocacion bacteriana (Bordagaray y cols., 2021), supuesto que
actualmente se encuentra en discusién. En estas condiciones se adquiere una pulpa
infectada y necrdtica, invadida y habitada por microorganismos con caracteristicas
predominantemente anaerobias, los cuales colonizan el interior del SCR,
generandose distintos habitats que se caracterizan por presentar cambios en la
tension de oxigeno, gradiente de nutrientes y acidez. Debido a lo anterior, las
infecciones endodonticas son de etiopatogenia polimicrobiana predominantemente
anaerobica (Haapasalo y cols., 2003). Sin embargo, se han descrito bacterias
anaerobias facultativas, microaerofilas y recientemente levaduras del género
Candida spp. (Siqueira, 2002; Siqueira & Rogas, 2022).

Las infecciones endodonticas han sido categorizadas de acuerdo con su
etiopatogenia en primarias, secundarias y persistentes. Las infecciones
endododnticas primarias son causadas en mayor porcentaje por bacterias
anaerobias estrictas, que estan presentes en la microbiota oral y que invaden la
pulpa necrdtica. Las infecciones secundarias ocurren cuando el diente ya ha sido
tratado endoddnticamente y las bacterias aerobias facultativas penetran
contaminando el SCR durante el tratamiento, debido a contaminacion entre las
sesiones odontoldgicas, fracaso del sellado provisorio o tras el término del
tratamiento endodontico (Sundqvist & Figdor, 2003). Las bacterias mas prevalentes
en las infecciones endoddnticas mencionadas son anaerobias (28%), tales como
Fusobacterium spp., Prevotella spp. y Porphyromonas spp.; microaerofilicas (18%)
encontramos a Lactobacillus spp., Actinomyces spp. Yy Propionibacterium spp.;
aerobicas (39%) tales como, Streptococcus spp., Staphylococcus spp.,



4

Enterococcus spp., el grupo de Enterobacterias y levaduras Candida spp., ademas
de microbiota mixta (2,5%) (Sakko y cols., 2016). Por ultimo, las infecciones
persistentes, afectan los canales de dientes ya tratados endoddnticamente y son
producidas por grupos bacterianos que resisten el desbridamiento y desinfeccidn
del canal, como por ejemplo, los géneros Enterococcus, Streptococcus y
Actinomyces, ademas de levaduras como Candida spp. (Siqueira, 2002).

1.4 Levaduras del género Candida

Las levaduras son microorganismos eucariotas pertenecientes al reino Fungi,
algunas de ellas se han identificado como comensales en distintas partes del cuerpo
humano, tales como en la piel, cavidad oral, tracto intestinal y aparatos
reproductivos femeninos y masculinos. Se han detectado formando parte del
microbioma de la cavidad oral, actuando de manera comensal y/o como patdgenos
oportunistas o patobiontes (Siqueira & Sen, 2004; Patel, 2022). En disbiosis, se han
aislado con frecuencia desde lesiones de caries, placa subgingival o desde sacos
periodontales e inclusive invadiendo SCR, participando en condiciones como la
necrosis pulpar, fomentando el establecimiento de una infeccidn endoddntica
primaria (Siqueira & Sen, 2004). Estas, a su vez, avanzan por el SCR hasta el apice
dentario donde logran establecerse. En el estudio de Kinirons y cols. (1983), se
describié que la levadura C. albicans se introdujo en los tubulos dentinarios in vivo
y se demostré que la capa de barro dentinario, producida por la instrumentacion,
facilitd la introduccion del microorganismo, lo cual puede ser explicado debido a que
esta levadura tiene alta afinidad por hidroxiapatita, por lo que se le considera una
levadura dentinofilica (Cannon y cols., 1995; Nikawa y cols., 2003; Nikawa y cols.,
2006; Ev y cols., 2020). Por otro parte, la instrumentacion del SCR, genera barro
dentinario y una mayor exposicion de colageno (Klotz y cols., 1993; Turk y cols.,
2008), favoreciendo la adherencia de la levadura que tiene capacidad de unirse a
colageno de tipo | y Il, lo que incrementa su afinidad hacia el barro dentinario
(Hagihara y cols., 1988).
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Las levaduras, en las lesiones endodonticas, fueron un hallazgo accidental
ocurrido en el afo 2002, ya que hasta ese afo se usaban medios de cultivo no
selectivos para hongos-levaduras y por eso no fueron pesquisadas con anterioridad
(Egan vy cols., 2002). En la actualidad, se ha confirmado la alta prevalencia de
levaduras, principalmente del género Candida spp. en infecciones endodonticas,
tanto primarias como persistentes. Estudios sugieren que de cada 10 infecciones
endodonticas, 1 presenta levaduras, sin embargo, en los ultimos afos, debido al
desarrollo de las tecnologias “Omicas” esta cifra puede aumentar, ya que las
técnicas de microbiologia basica para obtener aislados clinicos se utilizan cada vez
menos (Alberti y cols., 2021).

Estudios actuales posicionan a C. albicans como el aislado de levadura mas
prevalente en infecciones endodonticas (Mergoni y cols., 2018; Persoon y cols.,
2017). Esta levadura tiene la capacidad de vivir en condiciones muy desfavorables
y con recursos limitados, pues posee mecanismos de patogenicidad que le
proporcionan mayor adaptabilidad comparada con otros microorganismos. Estas
mecanismos son la produccidn de enzimas hidroliticas, fosfolipasas, hemolisina,
proteinasas, cambio fenotipico y sobrevivencia en condiciones de baja presion
parcial de oxigeno (McCullough y cols., 1996; Alshanta y cols., 2019). Uno de los
mecanismos de patogenicidad principales es su capacidad de cambio fenotipico, es
decir, pasar de la forma levaduriforme (forma ovalada) a una forma filamentosa
(hifa). Esto cambio les proporciona alta resistencia a desinfectantes utilizados en el
procedimiento de instrumentacion del SCR y preparacion quimio-mecanica (PQM),
como hipoclorito de sodio, hidroxido de calcio y EDTA (Mohammadi & Asgary, 2015;
Alshanta y cols., 2019).

1.5 Tratamiento endodoéntico

El tratamiento estandar, cuando existe necrosis del tejido pulpar, es la
endodoncia, que consta de tres pasos: cavidad de acceso, preparacion quimio-
mecanica (extraccion de la pulpa infectada o necrosada) y obturacion de canales
radiculares (OCR). Este tratamiento es muy sensible a la técnica y tiene como
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objetivo disminuir la cantidad de bacterias y biopeliculas bacterianas, mediante la
erradicacion y destruccion de las mismas, ademas de modificar las condiciones del
SCR para generar un ambiente menos favorable para el crecimiento microbiano
(Sakko y cols., 2016). La OCR consiste en el sellado tridimensional del SCR y la
finalidad es mantener la salud en los tejidos circundantes periapicales, evitando la
infiltracion y reinfeccion. La OCR es realizada mediante diferentes materiales, los
cuales son clasificados en materiales en estado solido (conos de gutapercha) y
plasticos (cementos y pastas). Las técnicas de OCR son variadas, en docencia y en
clinica el gold estandar es la técnica de compactacion lateral en frio con gutapercha,
la cual ha servido como parametro para evaluar otras técnicas (Rojas y cols., 2012).
También existen nuevas alternativas como sistemas termoplasticos de gutapercha

que han otorgado resultados clinicos aceptables.

1.6 Bioceramicos

Los bioceramicos son materiales ceramicos, inorganicos, no metalicos y son
utilizados en medicina y odontologia. Estan compuestos a base de silicato calcico,
alumina, zirconio, vidrio bioactivo, ceramica de vidrio, hidroxiapatita y fosfato calcico
reabsorbibles, los cuales son fabricados bajo estrictos protocolos en laboratorio.
Estos materiales fraguan en contacto con la humedad presente en los tejidos
dentales (Espinoza y cols., 2020).

Los bioceramicos se pueden clasificar en bioinertes, los cuales interactuan
con los tejidos biolégicos (alumina y zirconio), bioactivos los que no son
reabsorbidos, pero si interactuan con los tejidos biolégicos (vidrio, fosfato de calcio
e hidroxiapatita) y biodegradables los cuales son solubles y reabsorbibles (Espinoza
y cols., 2020).

Los bioceramicos presentan propiedades bioldgicas vy fisicoquimicas. Dentro
de las propiedades biolégicas podemos mencionar: la biocompatibilidad que es
atribuida a su componente fosfato de calcio, que es inorganico e inocuo para los
tejidos dentales, ademas de propiciar un ambiente para la proliferaciéon de
fibroblastos y osteoblastos en su superficie (Huang y cols., 2015). Otra propiedad



7

biolégica es la bioactividad, que corresponde a la capacidad de provocar una
respuesta biologica especifica y, los bioceramicos al fraguar en presencia de
humedad, forman una capa de hidroxiapatita, proceso denominado
biomineralizacion (Silva Almeida y cols., 2017). También tienen propiedades
antibacterianas, de las cuales podemos mencionar que forman nanocristales de 1-
3 nandmetros, que evitan la adhesion de bacterias en su superficie (Han y cols.,
2015), y la produccion de hidroxido de calcio que eleva el pH, generando un
ambiente basico con sustantividad de hasta 30 dias, provocando una continua
eliminacién bacteriana (Bramante y cols., 2012). Por otro lado, estan las
propiedades fisicoquimicas, como la fuerza de unién a los tejidos, que para los
bioceramicos oscilan entre 1,8 MPa en canales humedos y 3 MPa en canales secos
(Debelian & Trope, 2016). Otras propiedades son: la radiopacidad, la cual es mayor
que un espesor de 3 mm de aluminio, por tanto cumple con la norma ISO 6876:
2012 (Abusrewil y cols., 2018); la solubilidad menor al 3% (Norma ANSI/ADA); el
tiempo de fraguado que oscila entre 40-120 minutos y varia dependiendo de la
cantidad de humedad disponible (Preparation & Camilleri, 2014); la estabilidad
dimensional, para la cual los bioceramicos de uso endoddntico experimentan una
leve expansion al momento del fraguado, disminuyendo la probabilidad de
infiltracion marginal (Gandolfi y cols., 2013); la fluidez, la cual es propiciada por el
tamafo de particula; el pH alcalino superior a 12,4 las primeras 24 horas,
descendiendo progresivamente hasta el dia 28 (Estrela y cols., 2018), y la
resistencia a la fractura, tanto a la compresién como a la flexion, muy por encima de
otros materiales (Guven y cols., 2013). Los bioceramicos pueden ser clasificados
de acuerdo a su comercializacion, los cuales pueden ser mezclados por el operador
o bien premezclados.

Los bioceramicos tienen distintos usos en odontologia como, por ejemplo,
reparacion de perforaciones, perforaciones de furca, perforaciones laterales,
reabsorcion radicular, reabsorcion radicular interna, reabsorcion radicular externa,
relleno ortégrado del canal radicular, formacion radicular incompleta (formacion del
tope apical), pulpotomia y revascularizacion, recubrimiento pulpar y como cemento
sellador. EI mecanismo de accion antimicrobiano de los cementos bioceramicos es

mediante la liberacidn de iones hidroxilos y el aumento progresivo del pH ya
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indicado anteriormente. Este pH alcalino provoca desnaturalizacién de proteinas de
la membrana plasmatica, peroxidacion de lipidos e inhibicion de la replicacion del
ADN, ademas actua como barrera fisica que restringe el crecimiento bacteriano
(Shaik & Reddy, 2017).

Diversos estudios han evidenciado que los cementos bioceramicos tienen
capacidad antimicrobiana en P. gingivalis, E. faecalis y C. albicans, sin embargo, al
realizar cuantificacion microbiana mediante PCR en tiempo real, se determin6 que
es mas efectivo el sellante de hidroxido de calcio (Suwartini y cols., 2022). En otro
estudio in vitro evaluaron la capacidad antimicrobiana de los bioceramicos AH-Plus,
[BC] sealer y Epiphany sellador autograbante, evidenciando que AH-Plus exhibi6 un
halo de inhibicion mayor que los otros bioceramicos testeados contra
Staphylococcus aureusy C. albicans (Rathod y cols., 2020); asi como también Sanz
y cols. (2021) evidenciaron que el bioceramico AH Plus tuvo un efecto
antimicrobiano contra E. faecalis y C. albicans.

Por otra parte, los bioceramicos han demostrado tener impacto positivo en el
grado de proliferacion celular (Lopez-Garcia y cols., 2020), generando un efecto
osteogénico, ademas de antiinflamatorio. En el estudio de Sanz y cols. (2021) se
evaluaron 2 bioceramicos de ultima generacion (Endosecuense y Ceraseal), los
cuales demostraron liberar calcio y favorecer la diferenciacion y mineralizacion de
células madre del ligamento periodontal, favoreciendo la cicatrizacion apical. Los
cementos bioceramicos se han posicionado como una opcion prometedora debido
a sus caracteristicas hidréfilas, estabilidad dimensional, capacidad de sellado,
biocompatibilidad, propiedades antibacterianas y facil uso. Como se mencioné
antes, en los ultimos afos se ha observado alta prevalencia de C. albicans en
infecciones endododnticas, tanto primarias como persistentes. Esta observacion ha
motivado nuestro interés en la realizacion de este estudio, cuyo objetivo es
evidenciar la capacidad fungicida o fungistatica sobre C. albicans de cementos
bioceramicos como AH Plus® Bioceramic Sealer y BioRoot™ Flow, aparecidos
recientemente en el mercado en presentacion premezclado de ultima generacion,
y utilizados para obturacién permanente del SCR, comparados entre si y con un
cemento endodontico a base de resina.



2. HIPOTESIS.

Los bioceramicos, AH Plus® Bioceramic Sealer y BioRoot™ Flow, de uso
endododntico presentan efecto antifungico sobre Candida albicans, tanto en forma
plancténica como biopeliculas, respecto a un cemento endoddntico a base de

resina.

3. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el efecto antifungico de dos bioceramicos de uso endoddntico AH Plus®
Bioceramic Sealer y BioRoot™ Flow sobre el crecimiento de Candida albicans en
forma plancténica y como biopeliculas, respecto a un cemento endodontico a base

de resina.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

- Determinar el efecto antifungico de dos bioceramicos de uso endodéntico AH
Plus® Bioceramic Sealer y BioRoot™ Flow en la forma planctonica de Candida
albicans, respecto a un cemento endodontico a base de resina.

- Determinar el efecto antifungico de dos bioceramicos de uso endodéntico AH
Plus® Bioceramic Sealer y BioRoot™ Flow en biopeliculas de Candida albicans,

respecto a un cemento endodontico a base de resina.
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5. METODOLOGIA.

Tipo de estudio: Estudio analitico experimental in vitro.

Microorganismos y condiciones de cultivo: Se utilizd la levadura Candida
albicans cepa P1-1, la cual se obtuvo de saliva de un nifio preescolar con lesion de
caries severa (ICDAS codigo 6) en un proyecto anterior de la Dra. Carla Lozano. La
especie se confirmd por métodos bioquimicos y moleculares, mediante PCR y
secuenciacion (Lozano y cols., 2017). Este aislado clinico se utiliz6 debido a que
esta especie se ha aislado frecuentemente desde lesiones endododnticas presentes
en lesiones de caries profundas, como es el caso de los sujetos de donde obtuvimos
esta cepa. Por lo tanto este aislado debiese responder similar a una situacion
clinica. Los cultivos de levadura fueron crecidos en medio Sabouraud-Dextrosa (SD;
Becton Dickinson) a 37°C con agitacion y en condiciones aerdbicas durante 18 h.
Para los ensayos antifingicos se utilizé cultivos de levadura a una Densidad Optica
(DO) a 600 nm de 0,38, lo que equivale a 1x107 células/mL.

Tipos de Bioceramicos: Se utilizaron los bioceramicos AH Plus® Bioceramic
Sealer (Dentsply Sirona) y BioRoot™ Flow (Septodont) para evaluar su efecto
antifungico. Como control positivo se utilizé cultivo de levadura en medio SD, como
control interno de los bioceramicos se utilizé AH Plus® a base de resina (Dentsply)
y como control negativo se utilizé un disco de fluconazol a una concentracion de 25
pug/mL (para ensayo de difusién en agar) y 2 ug/mL (para crecimiento planctonico y
biopeliculas), segun EUCAST, 2002 (disponible en
http://www.escmid.org/sites/index_f.aspx?par=2.4) y An y cols. (2022). También se

utiliz6 como control dimetilsulfoxido (DMSO), ya que se utilizé para disolver y
preparar el fluconazol a la concentracion requerida. Los bioceramicos mencionados
anteriormente se utilizaron debido a que las empresas de cada uno de ellos nos lo
regalaron para poder realizar estos ensayos, por lo cual evitamos la compra de
estos cuyo valor son superiores a $80.000 cada uno. Como no contamos con
bioceramicos sin capacidad antifungica, utilizamos medio de cultivo para las

levaduras. El uso de AH Plus®, cemento endoddntico a base de resina, fue debido
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al conocimiento previo que éste no presentaba actividad antifungica. Por ultimo, el
uso del fluconazol fue debido a que no contamos con un bioceramico con
reconocida capacidad antifungica.

Brevemente, los bioceramicos utilizados en este estudio presentan una composiciéon
quimica de Dioxido de circonio, Silicato tricalcico, DMSO y Carbonato de litio,
principalmente, segun lo indica el proveedor de cada uno de ellos.

Preparacion de discos de Bioceramicos: Los discos de los distintos
bioceramicos, incluido el control interno, tienen un tamaro estandarizado (8 mm de
diametro), los cuales fueron preparados en moldes de silicona estéril e incubando a
37°C durante 72 h en una atmosfera humeda y estéril, segun esta descrito en las
instrucciones de los proveedores de éstos y en Weiss y cols. (1996) y en Jeréz-
Olate y cols. (2021).

Determinacién de inhibicién del crecimiento mediante ensayo de difusién en
agar: se utilizaron alicuotas de cultivos de la levadura crecidos durante la noche a
una DOgoo nm de 0,5. Se depositaron 100 uyL para la formacion de un césped en
placas de Petri con medio SD suplementado con agar al 1,5%. Paralelamente, los
diferentes discos de bioceramicos y sus respectivos controles, fueron dispuestos en
esta placa, por duplicado. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 48 h en
aerobiosis. Se determin6é el diametro de inhibicion (halo de inhibicion) del
crecimiento de la levadura, formado sobre el césped, mediante una regla y los
resultados se expresaron en mm. Estos ensayos se realizaron dos veces de forma

independiente.

Crecimiento planctéonico de Candida albicans: Se realizaron curvas de
crecimiento de la levadura (hasta fase estacionaria) en medio SD, por triplicado,
incorporando los discos de cada bioceramico por separado, el control interno, el
control negativo y el control positivo (medio SD). El control negativo (fluconazol) fue
afnadido a la concentracién indicada de 2 ug/mL. El crecimiento de la levadura se
expreso en valores de densidad optica. En cada curva de crecimiento se tomaron 8
puntos cada 2 h y el noveno punto se tom¢ al dia siguiente.
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Formacién de Biopeliculas de Candida albicans: Para la formacion de
biopeliculas de la levadura se utilizé el protocolo descrito en do Rosario Palma vy
cols. (2019). Brevemente, se utilizé una placa de cultivo celular de 24 pocillos en los
que se depositaron discos de vidrios en el fondo del pocillo (para permitir la
visualizacion por MEB). A estos pocillos se les agregoé 100 pyL de un cultivo de C.
albicans a una DOeoo nm de 0,38 + 100 yL de medio SD. Posteriormente, se
incubaron durante 90 min a 37°C con agitacion suave (30 rpm; para la adhesién
inicial). Luego, se aspiraron los 200 pL y se lavaron 2 veces cada pocillo con 0,9%
de NaCl. Posteriormente, se agregaron a cada pocillo 100 yL de Suero Fetal Bovino
(SFB; Gibco, para permitir el desarrollo de hifas) y se incubaron durante 2 h con
agitacion moderada (60 rpm). A las 2 h se disminuyo la agitacién a 30 rpm y se
continua a esta velocidad durante 48 h a 37°C en aerobiosis. A las 24 h de
incubacion se aspird todo el liquido y se agregd el mismo volumen de medio SD
fresco, sin SFB.

Determinaciéon de la capacidad de los bioceramicos de formar/desintegrar
biopeliculas de Candida albicans: E| efecto de cada uno de los bioceramicos en
la estructura de las biopeliculas de levaduras se realiz6 de dos formas: 1) para
determinar si éstos afectan la formacidn de la biopelicula, los discos de
bioceramicos se depositaron en la placa de 24 pocillos con el cultivo de levaduras
desde el inicio de la formacion de biopeliculas; 2) para determinar si los
bioceramicos tienen la capacidad de “desintegrar” la biopelicula madura formada,
los discos de bioceramicos se depositaron a las 48 h, que corresponde al término
de la formacion de biopeliculas y, luego de remover el medio de cultivo y agregar
medio SD fresco mas fluconazol y DMSO donde corresponde, las placas se
incubaron nuevamente durante 48 h. La capacidad de formar/desintegrar
biopeliculas de los bioceramicos y su efecto en la estructura fueron visualizados
(descripcidn cualitativa) mediante Microscopia Electronica de Barrido (MEB).
Ademas, como medidas indirectas del efecto de los bioceramicos en la
formacién/desintegracion de biopeliculas de levaduras, se cuantificd viabilidad
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celular, recuento de hifas y biomasa, esta ultima mediante la técnica de cristal

violeta.

Determinacidon de viabilidad de Candida albicans en biopeliculas: Las
biopeliculas desarrolladas en las placas de cultivo, con los discos de bioceramicos
de las distintas marcas, fueron removidas y transferidas a un tubo estéril con 0,9 mL
de NaCl al 0,9%. Las biopeliculas fueron dispersadas con vortex a maxima
velocidad. Esta solucién “original” se diluyé seriadamente en NaCl 0,9% hasta 10
v/vy se depositaron 100 uL de las dos ultimas diluciones por duplicado en medio
SD suplementado con agar al 1,5%. Las placas fueron incubadas aerdbicamente a
37°C por 48 h para el desarrollo de las colonias. El recuento se expreso6 en Unidades
Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mL) segun esta descrito en Lozano y
cols. (2017).

Determinacidén de la capacidad de formacién de hifas: Se realiz6 como ha sido
descrito previamente por do Rosario Palma y cols. (2019). Brevemente, 50 pL de
cada condicion experimental fueron depositados en portaobjetos, cubiertos con
cubreobjetos y observadas en un microscopio Optico (Standard 20, Carl Zeiss,
Alemania) a una magnificacion de 40x. La cuantificacion se realizé analizando diez
campos microscopicos, por duplicado, a partir de las soluciones “originales” de cada
condicion experimental y los controles respectivos, obteniéndose el promedio del

numero de hifas.

Determinacion de biomasa mediante método de Cristal Violeta: Se realizo
segun Merrit y cols. (2005) con menores modificaciones. Se retiraron los cultivos de
levaduras crecidos en los pocillos de cada condicion experimental y los respectivos
controles. Luego, se lavaron de 3 veces con agua destilada estéril. Una vez retirada
el agua, se agregaron 100 uL de cristal violeta (CV) al 0,1% y se incubaron por 10
min a temperatura ambiente. Posteriormente, se retird el CV de las placas y se
lavaron de 3 veces con agua destilada estéril. Se secaron unos minutos a 37°C y
se agregaron 200 pL de acido acético al 30%, incubando por 15 minutos a
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temperatura ambiente. Se midi6 la D.O. a 595 nm y a 3 pocillos vacios de la placa
se agregaron 200 pL de acido acético al 30% como blanco de la medicion de D.O.

Visualizacion de biopeliculas mediante Microscopia Electronica de Barrido
(MEB): los discos de vidrio utilizados en los ensayos de formacion de biopeliculas,
en condiciones experimentales y en controles, fueron extraidos del fondo de los
pocillos. Posteriormente, éstos fueron observados mediante MEB (Marca JEOL
modelo JSM-IT300LV) en la unidad respectiva de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile. Las imagenes obtenidas fueron analizadas en forma

cualitativa.

Analisis estadistico: Una vez obtenido los datos de todas las variables
cuantitativas a analizar en este estudio, se procedio a utilizar el test de Shapiro-Wilk,
para determinar si los datos obtenidos presentaban distribucidon normal o no normal.
Si la distribucion fue normal se utilizo T-test o ANOVA de uno o dos vias, segun sea
el caso (estadistica paramétrica) y, si los datos no se distribuian normalmente se
utilizé estadistica no paramétrica, como test de Wilcoxon o Kruskal-Wallis, segun
corresponda. Se consider¢ diferencia estadistica significativa cuando el valor de p
fue menor a 0,05. Todos los analisis fueron realizados con el software estadistico
GraphPad Prism versién 8.0.
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6. RESULTADOS.

6.1 Evaluacion del efecto antifungico de ambos bioceramicos en cultivos
plancténicos de C. albicans.

6.1.1 Ensayo de difusién en agar:

En la Figura 1 se presentan los resultados de los ensayos de difusion en agar, en
los cuales se formd un césped a partir de una alicuota de 100 pL del cultivo de
levaduras en forma plancténica, utilizando 1 y 0,5 unidades de densidad optica
(D.0.) a 600 nm. En ambas D.O. no se observaron halos de inhibicién del
crecimiento de levaduras, es decir, no hubo efecto antifungico de los bioceramicos.
Sin embargo, si se evidenciaron halos de inhibicidn en presencia de fluconazol, cuyo

valor promedio obtenido fue 12 + 1,4 mm. Los datos se muestran en la Tabla 1.

AH Plus® Bioceramic Sealer

\\.

BioRoot™ Flow

Control +
AH Plus®

Control +

AH Plus® Bioceramic Sealer

==

Figura 1: Ensayo de difusion en agar para evaluar actividad antifungica de los bioceramicos.
ay b) duplicados de placas con disco del bioceramico AH Plus® Bioceramic Sealer (Dentsply Sirona),
Control + (medio SD) y disco bioceramico BioRoot™ Flow (Septodont); ¢ y d) duplicados de control
+ (medio SD), disco AH Plus® a base de resina (Dentsply), disco con fluconazol (control negativo).

Los ensayos se realizaron en duplicado en dos experimentos independientes.
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Tabla 1: Cuantificacion de halos de inhibicion en las diferentes condiciones.

Condiciones

experimentales

Promedio de halos de

inhibicién (mm)

DS (mm)

AH Plus® Bioceramic
Sealer

0

BioRoot™ Flow

AH Plus® (control

interno)

Fluconazol (control

negativo)

12

1,41

DS: desviacion estandar.

6.1.2 Efecto antifungico de los bioceramicos sobre el crecimiento de C.

albicans en forma plancténica:

En la Figura 2 se presentan las curvas de crecimiento de la levadura con los

bioceramicos AH Plus® Bioceramic Sealer (Figura 2a), BioRoot™ Flow (Figura 2b)

y sus respectivos controles interno (Figura 2c), positivo y negativo. Se puede

observar que la levadura no presenté cambios en la curva de crecimiento respecto

al control positivo, por lo que no habria un efecto antifungico de los bioceramicos.

Con el control negativo que correspondido a fluconazol, se observo efecto

antifungico, evidenciando una disminucion significativa del crecimiento de la

levadura.



17

a
8- *

E ! ' s+ CONTROL (+)
c H
S 64 N -#- AH Plus® Bioceramic
e : N Sealer
ki ~+ FLUCONAZOL
-3
O
T
©
]
("]
c
[}
o

Tiempo (h)
b

*

—~ 8- [ !
E -~ CONTROL (+)
S -#- BioRoot™ Flow
e
V]
L -+ FLUCONAZOL
S
©
©
3
7]
c
[
(=}

Tiempo (h)
C

*

—~ 8- [ \
g CONTROL (+)
S -# AH Plus®
©
g -+ FLUCONAZOL
L
=3
O
o
[}
=
[}
c
[}
[a]

Tiempo (h)

Figura 2: Evaluacion del efecto antifungico de los diferentes bioceramicos en el crecimiento
de la levadura. a) AH Plus® Bioceramic Sealer con los respectivos controles; b) BioRoot™ Flow con
los respectivos controles; c) AH Plus® (control interno) con los respectivos controles. Control positivo:
Medio SD; Control negativo: Fluconazol 2 ug/mL de concentracion. La linea punteada representa al
tiempo en que los datos comenzaron a tener diferencias estadisticas. Test ANOVA p<0,05.
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6.2 Efecto de los bioceramicos en la formacién/desintegracion de biopeliculas
de Candida albicans.

6.2.1 Cuantificacion de la viabilidad de Candida albicans.

En este experimento se cuantificé la viabilidad celular de la levadura en dos tiempos
de formacion de biopeliculas: a las 48 horas de incubacién con los distintos
bioceramicos y los respectivos controles, para analizar el efecto de estos en la
formacion de la biopelicula. Por otro lado, también se cuantificé la viabilidad a las
96 horas de incubacion, pero primero se permitié la formacidn de la biopelicula
madura hasta las 48 horas, momento en el cual se agregaron los bioceramicos junto
con los controles respectivos. Este ensayo corresponde al efecto de los

bioceramicos en una biopelicula madura y establecida.

En la Figura 3 se representa el recuento viable de la levadura en el ensayo de
formacion de biopelicula utilizando los bioceramicos desde el inicio de éste
(mantenidas durante 48 h). En esta figura se puede apreciar que la condicion que
tuvo mayor efecto negativo en la viabilidad de la levadura fue AH Plus® (mediana
1,8x10%; rango 1,0x10° - 1,1x107), y hubo diferencias significativas entre AH Plus®
y control positivo (p<0,001). En contraste, el AH Plus® Bioceramic Sealer (mediana
4,1x107; rango 1,1x107 - 6,1x107) fue con el que se obtuvo el mayor recuento viable

en comparacion con los controles positivo y negativo.
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Figura 3: N° de células viables (UFC/mL) de C. albicans en las distintas condiciones
experimentales durante 48 h de incubacion. AH Plus® Bioceramic Sealer (Dentsply Sirona);
BioRoot™ Flow (Septodont); AH Plus® a base de resina (Dentsply); Control positivo (medio SD);
Control negativo (fluconazol); DMSO (sustancia quimica con la cual se disolvio el fluconazol). N=4,
2 experimentos independientes en cada una de las condiciones. Test Kruskal-Wallis p<0,05 y test

de Dunn’s.

En la Figura 4 se representa el recuento viable de la levadura en el ensayo de
formacion de biopelicula a las 48 h, posteriormente se agregaron los bioceramicos
y los controles los cuales se mantuvieron por 48 h adicionales (hasta las 96 h). En
esta figura se observa que AH Plus® a base de resina mostro efecto negativo en la
viabilidad de la levadura a las 96 h (mediana 1,0x10°%; rango 0 - 2,9x108), seguido
de BioRoot™ Flow (mediana 3,5x107; rango 1,9x107 - 5,7x107). En contraste, la
levadura en la condicién AH Plus® Bioceramic Sealer presentd una mediana de
1,0x108; rango 5,6x10” - 1,7x10® por lo que es un mayor recuento viable en
comparacion con las otras dos condiciones experimentales con cementos
endododnticos y no presentd diferencias significativas respecto al control positivo.
Por otra parte, hay diferencias significativas entre AH Plus® y control positivo (p =
0,001), ademas de BioRoot™ Flow y control positivo (p = 0,049).
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Figura 4. N° de células viables (UFC/mL) de C. albicans en las distintas condiciones
experimentales, a partir de las 48 h, se agregaron los bioceramicos y controles hasta 96 h de
incubacion. AH Plus® Bioceramic Sealer (Dentsply Sirona); BioRoot™ Flow (Septodont); AH Plus®
a base de resina (Dentsply); Control positivo (medio SD); Control negativo (fluconazol); DMSO
(sustancia quimica con la cual se disolvio el fluconazol). N=4, 2 experimentos independientes en

cada una de las condiciones. Test Kruskal-Wallis p<0,05 y test de Dunn’s.
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6.2.2 Evaluacion indirecta del efecto de los bioceramicos en la

formacion/desintegracion de biopeliculas mediante cuantificacion de Hifas.

Se realiz6 una cuantificacidon de hifas de la levadura en dos tiempos de formacion
de biopeliculas, esto es, a las 48 h y 96 h de incubacion con los distintos
bioceramicos y los respectivos controles (Figuras 5 y 6, respectivamente). A las
48 horas de formacién de biopeliculas, se aprecia que el recuento de hifas fue mayor
en el control positivo (promedio 82,5 £ 12,58), seguido de AH Plus® Bioceramic
Sealer (promedio 70 £ 14,14) y DMSO (promedio 65 £ 12,9). Por otra parte, las
condiciones en que se obtuvo menor recuento de hifas fueron fluconazol (promedio
10 = 0), seguido de AH Plus® (promedio 27,5 + 9,57) y BioRoot™ Flow (promedio
45 + 12,9). Todas las condiciones presentaron diferencias estadisticas (p<0,05),
excepto AH Plus® Bioceramic Sealer con control positivo y, la condicion control
positivo con DMSO (p=0,64 y p=0,988, respectivamente).

100
AH Plus® Bioceramic Sealer

BioRoot™ Flow
AH Plus®
CONTROL (+)
FLUCONAZOL
DMSO

N° de Hifas

OONODEN

Figura 5: Numero de hifas a las 48 h de incubacion en las distintas condiciones
experimentales. AH Plus® Bioceramic Sealer (Dentsply Sirona); BioRoot™ Flow (Septodont);
AH Plus® a base de resina (Dentsply); Control positivo (medio SD); Control negativo (fluconazol);
DMSO (sustancia quimica con la cual se disolvi6 el fluconazol). N=4, 2 experimentos independientes

en cada una de las condiciones. Test ANOVA p<0,05 y test de Tukey’s.
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A las 96 h de formacion de biopeliculas se aprecia que el recuento de hifas fue
mayor con el AH Plus® Bioceramic Sealer (promedio 65 + 23,8), seguido de DMSO
(promedio 55 *+ 5,7) y el control positivo (promedio 32,5 + 5,7). Por otra parte, se
obtuvo menor recuento de hifas con fluconazol (promedio 7,5 + 5), seguido de AH
Plus® (promedio 17,5 + 5) y BioRoot™ Flow (promedio 32,5 + 9,5). Las condiciones
que mostraron diferencias estadisticas significativas (p<0,05) fueron: AH Plus®
Bioceramic Sealer con Fluconazol (p=0,0006) y AH Plus® Bioceramic Sealer con
AH Plus® a base de resina (p=0,004).
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Figura 6: Numero de hifas a las 96 h de incubacion en las distintas condiciones
experimentales. AH Plus® Bioceramic Sealer (Dentsply Sirona); BioRoot™ Flow (Septodont);
AH Plus® a base de resina (Dentsply); Control positivo (medio SD); Control negativo (fluconazol);
DMSO (sustancia quimica con la cual se disolvi6 el fluconazol). N=4, 2 experimentos independientes

en cada una de las condiciones. Test ANOVA p<0,05 y test de Tukey’s.
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6.2.3 Evaluacion indirecta del efecto de los bioceramicos en la
formacién/desintegracion de biopeliculas mediante cuantificacion de

biomasa.

En el siguiente experimento se realizo cuantificacion de la biomasa de la biopelicula
a las 48 horas de incubacién, con los distintos bioceramicos y los respectivos
controles (Figura 7). Ademas, se cuantifico la biomasa de la biopelicula a las 96
horas de incubacién. Para este ultimo analisis, primero se permitid la formacién
inicial de la biopelicula hasta las 48 horas (formacion de biopelicula madura),
momento en el cual se agregaron los bioceramicos junto con los controles
respectivos (Figura 8). A las 48 h de formacion de biopeliculas, el recuento de
biomasa fue mayor con AH Plus® Bioceramic Sealer (promedio 3,31 + 0,89)
seguido de BioRoot™ Flow (promedio 2,42 + 1,1) y AH Plus® a base de resina
(promedio 1,34 £+ 0,58). En contraparte, el recuento de biomasa fue menor con
fluconazol (promedio 0,6 £ 0,18), seguido de DMSO (promedio 0,75 + 0,06) y
control positivo (promedio 1,18 £ 0,56). Todos los cementos selladores tienen
diferencias estadisticas con control positivo (p<0,05), excepto AH Plus® con control
positivo (p=0,994) y AH Plus® con fluconazol (p=0,667).

Il AH Plus® Bioceramic Sealer
I BioRoot™ Flow

E AH Plus®

Hl CONTROL (+)

I FLUCONAZOL

[ DMSO

Biomasa
(D'o' 595nm)

Figura 7: Biomasa (D.O.sesrm) a las 48 h de incubacion en las distintas condiciones
experimentales. AH Plus® Bioceramic Sealer (Dentsply Sirona); BioRoot™ Flow (Septodont);
AH Plus® a base de resina (Dentsply); Control positivo (medio SD); Control negativo (fluconazol);
DMSO (sustancia quimica con la cual se disolvi6 el fluconazol). N=4, 2 experimentos independientes
en cada una de las condiciones. Test ANOVA p<0,05 y test de Tukey’s.
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A las 96 h de formacion de biopeliculas, el recuento de biomasa fue mayor con el
AH Plus® Bioceramic Sealer (promedio 5,2 £ 3,25) seguido de BioRoot™ Flow
(promedio 2,05 = 0,56) y DMSO (promedio 1,55 + 0,23). En contraste, el recuento
de biomasa fue menor con fluconazol (promedio 1,07 + 0,16), seguido de control
positivo (promedio 1,44 £+ 0,3) y AH Plus® a base de resina (promedio 1,48 £+ 0,46).
Se observd que hubo diferencias estadisticas significativas entre AH Plus®
Bioceramic Sealer con AH Plus® a base de resina (p=0,013), AH Plus® Bioceramic

Sealer con control positivo (p=0,012) y AH Plus® Bioceramic Sealer con BioRoot™
Flow (p=0,04).
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Figura 8: Biomasa (D.O.sesnm) a las 96 h de incubacion en las distintas condiciones
experimentales. AH Plus® Bioceramic Sealer (Dentsply Sirona); BioRoot™ Flow (Septodont); AH
plus® a base de resina (Dentsply); Control positivo (medio SD); Control negativo (fluconazol); DMSO
(sustancia quimica con la cual se disolvio el fluconazol). N=4, 2 experimentos independientes en
cada una de las condiciones. Test ANOVA p<0,05 y test de Tukey’s.
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6.2.4 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).

6.2.4.1 Experimento con Bioceramicos desde el inicio (hasta 48 h):

En Figura 9a, corresponde a la condicion experimental con AH Plus® Bioceramic
Sealer, se aprecio un bajo numero de células, ademas se observaron pseudohifas.
La figura 9b, representa la condicion BioRoot™ Flow en la cual se observan
pseudohifas, y un mayor recuento de hifas y células respecto a la condicion AH
Plus® Bioceramic Sealer. La figura 9c, corresponde a la condicion experimental AH
Plus®, en el cual se observd una escasa presencia de células, hifas y pseudohifas.
La figura 9d, corresponde al control positivo, en el cual se observo una cantidad
considerable de células agregadas por todo el campo visual, ademas de agregados
individuales y un bajo numero de hifas. La figura 9e, corresponde a la condicion
experimental fluconazol y, se observaron menor cantidad de células las cuales se
encontraron en pequefios agregados dispersos en el campo visual. La figura 9f,
corresponde a DMSO se apreciaron menores cantidades de células en forma
individual (desagregadas). Ademas, se observaron algunas microcolonias aisladas.
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Figura 9: Microscopia electronica de barrido (MEB) a las 48 horas de incubacién; a) AH Plus®

Bioceramic Sealer en cultivos de levaduras (Magnificacion de 800x); b) BioRoot™ Flow en
biopeliculas (magnificacion de 500x); c) AH Plus® a base de resina en biopeliculas (magnificacion
de 250x); d) control positivo en biopeliculas (magnificacion de 1000x); e) Fluconazol en biopeliculas

(magnificacion de 500x); f) condicion experimental DMSO en biopeliculas (magnificacion de 750x).
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6.2.4.2 Experimento con Bioceramicos desde las 48 h hasta 96 h:

La Figura 10a, corresponde a la condicion experimental AH Plus® Bioceramic
Sealer, donde se observaron pequenas microcolonias, dispersas y un bajo numero
de hifas. No se observé una estructura tipica de biopelicula, ya que las células estan
desagregadas. La figura 10b, corresponde a la condicion experimental BioRoot™
Flow, se observaron pequefias microcolonias con células desagregadas, dispersas,
un bajo numero de pseudohifas y no se observaron hifas. La figura 10c,
corresponde a AH Plus® a base de resina, en el cual se observaron microcolonias
y células aisladas, no se observaron hifas. En la figura 10d, se puede apreciar el
control positivo, en el cual se observaron una cantidad considerable de células de
Candida albicans agregadas, formando colonias por todo el campo visual, ademas
de células individuales y se observé un bajo numero de hifas. La figura 10e,
corresponde a la condicion experimental fluconazol donde se observaron un bajo
numero de células y no hay presencia de hifas. Por otra parte, estas células se
encontraron en pequeinos agregados dispersas en el campo visual. En la figura 10f,
que corresponde a DMSO se apreciaron un bajo numero de células en forma
individual desagregadas. Ademas, se observaron algunas microcolonias aisladas,

sin presencia de hifas.

Figura 10: Microscopia electrénica de barrido (MEB) a las 96 horas de incubacion; a) AH Plus®
Bioceramic Sealer en biopeliculas (magnificacion de 500x); b) BioRoot™ Flow en biopeliculas
(magnificacion de 400x); c) AH Plus® en biopeliculas (magnificacion de 250x); d) Control positivo en
biopeliculas (magnificacion de 370x); e) condicién experimental de fluconazol en biopeliculas

(magnificacion de 700x); f) DMSO en biopeliculas (magnificacion de 1000x).
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7. DISCUSION.

La evaluacién de la actividad antifungica de los bioceramicos de uso endododntico
es un tema de creciente interés en la odontologia, debido a la necesidad de mejorar
la desinfeccion de los canales radiculares y reducir el riesgo de infecciones
persistentes (Siqueira & Ré¢as, 2022).

C. albicans, uno de los principales patégenos asociados a infecciones
endodonticas persistentes, es capaz de formar biopeliculas resistentes a los
tratamientos convencionales, lo que genera la necesidad de explorar nuevas
opciones terapéuticas (Mergoni y cols., 2018). Los bioceramicos han sido
propuestos como materiales potenciales para sellado de canales por sus
propiedades biocompatibles y antimicrobianas, pero su efecto especifico sobre
levaduras aun no ha sido determinado en los diferentes tipos de bioceramicos de
uso endoddntico (Sanz y cols., 2021). Este estudio busca contribuir al conocimiento
sobre la actividad antifungica de estos materiales, evaluando tanto su efecto en el
crecimiento planctonico como en la formacion de biopeliculas de C. albicans,
comparando su efecto con agentes antifungicos conocidos y analizando su
desempeno en condiciones in vitro que tratan de simular la situacién clinica. Esta
investigacion podria orientar el desarrollo de mejores materiales endododnticos, con
mayor capacidad antimicrobiana y/o antifungica para contribuir al éxito de los
tratamientos endodonticos.

Es necesario declarar que una de las limitaciones del presente trabajo de
investigacion son los controles positivo y negativo usados. Lo que hubiera
correspondido es utilizar bioceramicos con demostrada capacidad antifungica y no
antifungica. Hasta el desarrollo de este trabajo de investigacion no existe literatura
publicada con la informacién anteriormente mencionada, por lo que utilizamos como

controles positivos y negativos lo indicado en la metodologia.
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7.1 Efecto antifungico de los bioceramicos en la levadura mediante ensayo de
difusién en agar y crecimiento plancténico.

Al realizar la evaluacion antifungica de bioceramicos de uso endoddntico, mediante
ensayo de difusidén en agar, no se observo que éstos generen un halo de inhibicién,
no asi el control negativo, fluconazol, el cual si presento esta caracteristica. Esto se
explica debido al mecanismo de accion que presenta el fluconazol, el cual es inhibir
la enzima desmetilasa del Lanosterol de la membrana citoplasmatica de hongos
mediante la union a las enzimas del citocromo P450, lo cual lleva a la acumulacion
del metilesterol y la reduccidon de la concentracion del ergosterol, el cual es un
esterol esencial para la integridad de la membrana citoplasmatica fungica (Tuck y
cols., 1991; Lu y cols., 2021). Las otras condiciones no generaron halos de
inhibicion. Sin embargo, estudios previos han demostrado que los bioceramicos si
pueden generar halos de inhibicidn. Por ejemplo, en el estudio de Rathod y cols.
(2020), se empled un sellador bioceramico para canales radiculares como BC
(Brasseler, USA) y el sellador autoadhesivo a base de resina Epiphany (RealSeal,
SybronEndo, Orange, CA, USA), los cuales solo tuvieron un efecto antifungico en
ensayos de difusion en agar pero no realizaron curvas de crecimiento ni
biopeliculas. Ademas, dichos resultados no son directamente comparables con
nuestro estudio, ya que los materiales utilizados no fueron los mismos (AH Plus®
Bioceramic Sealer y BioRoot™ Flow).

Es importante recalcar que en una aplicacion clinica los
bioceramicos, fraguan en el interior de los canales radiculares. En esta condicion,
el mayor efecto antifungico de los bioceramicos se produce dentro de las 24 horas
y disminuye progresivamente. Durante este periodo, se genera un ambiente basico
con un pH de hasta 12,4, lo que les confiere caracteristicas antimicrobianas. En
cambio, en condiciones in vitro, como este trabajo de investigacion, el proceso de
fraguado ocurrié en moldes de silicona en una atmdésfera humeda durante 72 h. Esto
representa una limitacion de nuestro trabajo, ya que utilizamos discos de
bioceramicos ya fraguados, lo cual es diferente a la situacién clinica.

Por otra parte, existen limitaciones propias del ensayo de difusion
en agar que corresponden, por ejemplo, a la afinidad del material por el agar, por
ello hay algunos materiales que difunden de mejor manera por éste generando



29

mayores halos de inhibicion. Los bioceramicos, una vez fraguados, pueden tener
dificultades para difundir adecuadamente a través del agar, lo que podria explicar la
ausencia o menor tamafo de halos de inhibicién observados en comparacién con
otros materiales. Para futuros ensayos se podria utilizar menor concentracion de
agar para dejar una capa mas fluida con mayor tamafo de poro. Estudios recientes
han demostrado que la afinidad del material por el agar y su capacidad para liberar
componentes activos son factores criticos que afectan la formacion de estos halos.
Por ejemplo, en un estudio sobre la actividad antimicrobiana de selladores de
canales radiculares, se observd que los bioceramicos muestran actividad
antimicrobiana mas limitada en comparacién con otros materiales como el éxido de
zinc-eugenol, debido en parte a su menor capacidad de difusion en agar (Kharouf y
cols., 2020; Dagna y cols., 2022). Ademas, el método de difusion de agar no es del
todo confiable, ya que éste depende de otros factores como la concentracién del
agar, las condiciones de almacenamiento de la placa, el tiempo de incubacion, el
tamafo y el numero de muestras o placas, la cantidad de medio de cultivo, la
incapacidad para distinguir entre bacteriostatico y propiedades bactericidas, en
nuestro caso fungistatico y fungicida, y solo puede probarse en estado semi-sélido
(Rathod y cols., 2020).

Con respecto a las curvas de crecimiento de la levadura hasta alcanzar la
fase estacionaria, y utilizando los diferentes bioceramicos, confirmamos los datos
obtenidos previamente mediante pruebas de difusion en agar. Esto es, no se
observaron diferencias significativas en el crecimiento de la levadura entre los
bioceramicos y el control positivo. Sin embargo, el fluconazol mostré diferencias
significativas a partir de las 6 horas de incubacién en comparacion con todas las
condiciones experimentales. Hasta el momento, no se han encontrado estudios en
la literatura que utilicen curvas de crecimiento para evaluar el efecto de los
bioceramicos, lo que limita la posibilidad de comparar nuestros resultados con
investigaciones previas. A partir de estos datos, se podria inferir que los
bioceramicos no poseen un efecto antifungico significativo o, alternativamente, que
el ensayo utilizado no es completamente aplicable, ya que la capacidad
antimicrobiana de estos materiales disminuye progresivamente durante su proceso

de fraguado, y en este estudio se utilizaron discos de bioceramicos que ya estaban
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fraguados. Por lo que en futuros estudios in vitro se podrian utilizar bioceramicos

con distintos tiempos de fraguado.

7.2 Efecto antifungico de los bioceramicos en la formacién/desintegracion de
biopeliculas de Candida albicans.

Al evaluar la viabilidad de Candida albicans, depositando los
bioceramicos y controles desde el inicio de la formacion de biopeliculas, se pudo
observar que la levadura presentd mayor recuento viable en el control positivo con
respecto a todas las otras condiciones experimentales, lo cual es acorde a lo
esperado. Sin embargo, los bioceramicos AH Plus® Bioceramic Sealer y BioRoot™
Flow mostraron un efecto de reduccion en el recuento viable a las 48 horas de
incubacion en comparacién con el control positivo; no obstante, esta diferencia no
fue estadisticamente significativa, sin embargo, en las imagenes obtenidas
mediante SEM se aprecia un bajo numero de células formando co-agregados en
comparacion al control (+). Lo anterior es un resultado similar al observado en el
estudio realizado por Hage y cols. (2023), sin embargo, la diferencia radica en que
dichos autores emplearon una cepa distinta de Candida albicans, especificamente
ATCC 10231, y evaluaron otros bioceramicos, como Sealite, Bio-C Sealer, AH Plus,
CeraSeal, TotalFill y K-Biocer.

Por otra parte, en el cemento a base de resina AH Plus® se observo
menor recuento viable de todas las condiciones, con diferencias estadisticas
significativas. Estos hallazgos coinciden con las imagenes obtenidas mediante
MEB, donde se observaron escasos numeros de células, hifas y pseudonhifas.
Asimismo, estos resultados son consistentes con los estudios de Miyagak y cols.
(2006), quienes también observaron un efecto antifungico de AH Plus® en Candida
albicans (cepa ICB/USP 562; proveniente de una lesion de piel), pero esta cepa no
proviene de un aislado clinico oral, por tanto los resultados no son comparables. Se
sugiere que el efecto antifungico mencionado anteriormente podria estar
relacionado con la liberacion de bisfenol A diglicidil éter desde el cemento a base
de resina, un componente que podria reducir la viabilidad celular. Sin embargo, es
importante destacar que no existe suficiente evidencia cientifica que respalde
completamente esta hipotesis (Oh y cols., 2016). Considerando los datos obtenidos,
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se puede inferir preliminarmente que los bioceramicos utilizados presentan
capacidad para inhibir el crecimiento y formacion de biopelicula de Candida albicans
(Figuras 9y 10).

En el experimento de recuento de células viables, en el cual se
aplicaron los bioceramicos y los controles después de 48 horas de formacion de
biopeliculas, se observo que a las 96 horas de incubacidén hubo un recuento viable
significativamente menor (p<0,05) en las condiciones con AH Plus® y BioRoot Flow
en comparacién con el control positivo (Figura 4). Ademas, estos recuentos viables
fueron menores a los cuantificados en las mismas condiciones a las 48 horas de
este ensayo. Esto sugiere que estos cementos endoddnticos podrian tener la
capacidad de desintegrar la biopelicula madura de C. albicans. Estos resultados se
confirman con las imagenes obtenidas mediante MEB (Figuras 9 y 10), en las que
se observa que, en la condicion experimental BioRoot™ Flow, hay una disminucion
considerable de levaduras, asi como ausencia de hifas. Esto es similar a lo
observado en la condicion experimental AH Plus®. Por otro lado, en el caso de AH
Plus® Bioceramic Sealer, se observdo mayor viabilidad de las levaduras a las 96
horas, en comparacion a los dos anteriores cementos endodonticos, 1o que indica
que este cemento endoddntico no tiene o bien tiene menor capacidad para
desintegrar la biopelicula de C. albicans.

Las hifas de la levadura, tienen un rol en la formacion de
biopeliculas al aportar un andamiaje estructural (Wu y cols., 2020), y en esta
condicion le permite a la levadura ser altamente resistente a los antifungicos y a la
respuesta inmunitaria (Mayer y cols., 2013; Chow vy cols., 2021; Juzbasi¢ y cols.,
2021). Respecto al recuento de hifas, las que fueron cuantificadas como una medida
indirecta de formacion/desintegracion de biopeliculas, se observo que a las 48 y 96
horas, el recuento de hifas en la condicién experimental AH Plus® Bioceramic
Sealer fue similar al del control positivo, lo que indicaria que no hubo un efecto
inhibidor en la formacién de hifas. Sin embargo, esto no se correlacioné con las
imagenes obtenidas mediante MEB, donde a las 48 horas no se detect6 presencia
de hifas en la condicién experimental AH Plus® Bioceramic Sealer, pero si un bajo
numero de células co-agregadas. A las 96 horas de incubacion, a pesar del elevado
numero de células observadas, éstas se presentaron de forma desagregada, lo que
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no es caracteristico de una biopelicula madura, sugiriendo un posible efecto en la
desintegracion de biopeliculas. En contraste, BioRoot™ Flow presentd menor
recuento de hifas a las 48 horas en comparaciéon con el control positivo, con
diferencias estadisticas significativas, lo que sugiere su capacidad para inhibir la
formacion de hifas y por ende podria estar inhibiendo la formacion de biopeliculas.
Sin embargo, a las 96 horas, todas las condiciones experimentales mostraron efecto
negativo en la capacidad de la levadura para formar hifas, incluyendo el control
positivo, el que también experimentd una disminucidn considerable en el recuento
de éstas.

Esta ultima condicion experimental podria deberse a la liberacion
de farnesol por parte de la levadura, el cual es una molécula de sefalizacion que
permite a la levadura sobrevivir en condiciones de estrés, como la falta de recursos.
El farnesol utiliza el mecanismo de quorum sensing, un proceso que permite a
Candida albicans regular su crecimiento y transicidn morfolégica en respuesta a la
densidad celular. Cuando la densidad celular es alta, el farnesol se acumula y evita
la formacion de hifas, lo cual puede ser beneficioso para la poblacién al prevenir la
sobrepoblacion y el agotamiento de recursos (Min y cols., 2021). De los tres
cementos selladores evaluados, AH Plus® fue el que generé menor recuento de
hifas, lo que sugiere que tendria un mayor efecto en la inhibicién de la formacion de
biopeliculas. Esto se confirma con las imagenes obtenidas mediante MEB, donde,
a las 48 horas, se observé un bajo numero de hifas, y a las 96 horas, no se aprecio
hifas en comparacién con las otras condiciones experimentales.

En este estudio también se cuantifico la biomasa generada por las
biopeliculas de C. albicans. Esta variable también permite, de manera indirecta,
evaluar la eficacia antimicrobiana de los cementos de uso endodontico utilizados.
Los resultados obtenidos a las 48 horas muestran mayor biomasa en los cementos
endodonticos escribir bien esto respecto a los controles, siendo AH Plus®
Bioceramic Sealer la condicion experimental que produjo significativamente mayor
biomasa de la biopelicula, lo que sugiere que estos cementos endodonticos no
impiden la formacion de éstas. En cambio, a las 96 horas de formacion de
biopeliculas, AH Plus® Bioceramic Sealer fue la condicion experimental que

provocéd significativamente mayor biomasa de la biopelicula, sugiriendo que no
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presenta efecto inhibidor sobre la biopelicula ya formada o madura. Por otro lado,
los demas cementos endodonticos no mostraron diferencias estadisticas
significativas en comparacion con las condiciones experimentales fluconazol o
control positivo, lo que implica que no se puede asumir un efecto antifungico
significativo.

A pesar de la utilidad del método de cristal violeta para cuantificar
la biomasa de biopeliculas, éste presenta ciertas limitaciones. Por ejemplo, la
sensibilidad del método puede verse afectada por diversas variables
experimentales, tales como, el tiempo de incubacion, las condiciones de cultivo y la
técnica de lavado, lo que puede dar resultados no reproducibles. Ademas, el método
de cristal violeta no permite diferenciar entre células vivas y muertas dentro de la
biopelicula, lo que podria ser problematico al evaluar la eficacia antimicrobiana,
como es el caso en este estudio, ya que un aumento en la biomasa no
necesariamente indica un incremento en el numero de células viables. Por ultimo,
la especificidad del método es limitada, ya que no solo tifie la biomasa, sino también
puede tedir residuos de proteinas y otros materiales no celulares, lo que podria
llevar a una sobreestimacion de la cantidad de biopelicula presente (Peeters y cols.,
2008).

Los resultados de este estudio han brindado una perspectiva
diversa sobre el efecto antifungico de los bioceramicos AH Plus® Bioceramic Sealer
y BioRoot™ Flow en Candida albicans. Sin embargo, nuestro trabajo de
investigacion presenta resultados preliminares que tienen la potencialidad de ser
escalados a una situacion in situ o ex vivo, para probar el efecto antifungico de
bioceramicos endodonticos. No obstante, el estudio de Sokolonski y cols. (2023) si
reportd un efecto antifungico utilizando dos bioceramicos diferentes: MTA (Angelus,
Londrina, Brasil) y BioRoot RCS (Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, Francia). Es
importante sefalar que el ensayo de difusion en agar de ese estudio diferia del
nuestro, ya que los investigadores realizaron un pozo en el centro del agar donde
colocaron los bioceramicos mezclados. Posteriormente, las placas fueron
incubadas, permitiendo que los cementos endodonticos fraguaran. Este
procedimiento podria haber facilitado una mejor difusion del bioceramico en el
medio, lo que explica los resultados positivos observados en dicho estudio.
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La proyeccion de esta investigacion es profundizar nuestro
conocimiento sobre el comportamiento de Candida albicans frente a los distintos
biomateriales de uso endodontico disponibles en el mercado. Para ello, es necesario
mejorar tanto la técnica como el modelo de estudio, con el objetivo de replicar de
mejor manera las condiciones del medio oral y del sistema de canales radiculares.
Es crucial continuar investigando el uso de bioceramicos y sus capacidades
antimicrobianas en biopeliculas de una sola especie y en biopeliculas de multiples
especies (Wang y cols., 2021).

Para crear un entorno mas cercano a la condicion clinica, se
podrian emplear bloques de dentina, esmalte o incluso dientes extraidos. Ademas,
es esencial evaluar in vitro la efectividad de todo el protocolo endoddntico utilizado
en odontologia, incluyendo la preparacion quimico-mecanica. Como se ha
observado en este estudio y en investigaciones previas, como la de Hage y cols.
(2023), los bioceramicos proporcionan una capa adicional de defensa contra la
colonizacion bacteriana. Sin embargo, los cementos endodonticos en general
presentan una actividad antimicrobiana limitada, lo que hace improbable que, por si
solos, eliminen todos los microorganismos remanentes con potencial patogénico
(Hage y cols., 2023). Por esta razon, no se debe confiar unicamente en ellos como
el medio principal o coadyuvante para la desinfeccion del SCR. Un desbridamiento
mecanico eficaz, acompafado de la irrigacion con soluciones antimicrobianas y la
aplicacion de métodos de activacién como el ultrasonido o el laser, es fundamental
para alcanzar una desinfeccién optima. Los selladores bioceramicos pueden
desempenar un papel complementario en estos procedimientos, incrementando la
efectividad global del tratamiento endodontico y disminuyendo la probabilidad de
infecciones persistentes (Seron y cols., 2024).

Ademas, se propone a la industria odontologica-endodontica
evaluar la incorporacion de nuevos biomateriales en los bioceramicos para mejorar
sus propiedades antimicrobianas y mecanicas. Esto incluye la adicion de iones
(como plata y cobre), el uso de nanoparticulas, o la incorporacién de particulas co-
ensambladas de silice con antimicrobianos o antifungicos. Estos componentes han
demostrado una gran actividad antimicrobiana y también podrian mejorar la

solubilidad de los bioceramicos en el tiempo (Dong y cols., 2023).
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8. CONCLUSIONES

En este estudio, se evalué la capacidad antifungica de dos bioceramicos
endododnticos; AH Plus® Bioceramic Sealer y BioRoot™ Flow. Los resultados
indican que estos materiales no tienen efecto antifungico significativo en su forma
planctonica, segun los ensayos de difusion en agar y las curvas de crecimiento. Sin
embargo, los bioceramicos si lograron reducir significativamente la viabilidad de
Candida albicans durante la formacién de biopeliculas.

Entre los materiales estudiados, el sellador endododntico AH Plus® a base de resina
mostré mayor efecto antifungico contra C. albicans. Por otro lado, entre los
bioceramicos, BioRoot™ Flow demostré mayor efecto antifungico, mientras que AH
Plus® Bioceramic Sealer mostré menor efecto antifungico.

PROYECCIONES

A pesar de los resultados preliminares, es necesario realizar estudios adicionales a
largo plazo, de mayor escala y en condiciones clinicas reales para determinar con
mayor precision la efectividad de los selladores endoddnticos a base de
bioceramicos. Estos estudios deben considerar, no solo la actividad antifungica de
los materiales, sino también la durabilidad de esta actividad a lo largo del tiempo,
especialmente en el entorno dinamico de la cavidad oral. Una evaluacion integral
de estos factores permitira fundamentar mejor la decision de utilizar selladores
bioceramicos en lugar de otros selladores endodonticos, optimizando asi los

resultados clinicos en el tratamiento de canales radiculares.
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