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RESUMEN

Introduccién: la presencia de microorganismos residuales post-preparaciéon quimico-
quirurgico de los conductos radiculares, sugiere el empleo de medicacién intracanal
eficaz y bioldgicamente compatible con los tejidos periapicales.

Objetivo: comparar la citotoxicidad de medicaciones de uso intracanal en fibroblastos
gingivales humanos.

Métodos: estudio de tipo experimental. Con cuatro diferentes grupos: control (G1),
Clorhidrato de Clindamicina 2g asociado a fosfato de dexametasona 0,32g (Clindex)
vehiculado en solucién alcohdlica (G2), Clindex Vehiculado en polietilenoglicol 400
(G3), y NDP: paramonoclorofenol asociado a fosfato de dexametasona 0,32g
vehiculado en polietilenoglicol 400 y solucion salina (G4). Las células fueron
estimuladas con las medicaciones por 24, 48 y 72 horas y la viabilidad celular fue
evaluada usando la técnica de analisis de MTT vy la lectura fue realizada en el
espectrofotometro de ELISA.

Resultados: fueron analizados por medio de la actividad mitocondrial y mostraron
que el G2 obtuvo los mejores resultados en los tres tiempos estudiados, seguido por el
G3 y el G4. Se realizd analisis estadistico (ANOVA y complementado con la prueba de
Tukey) mostraron diferencias significante a nivel de 1% G2 y G3 cuando se
compararon con el G4.

Conclusién: la combinacion Clindamicina dexametasona independiente del vehiculo
presentd mayor viabilidad celular que el paramonoclorofenol asociado a fosfato de
dexametasona.
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ABSTRACT

Introduction: the presence of residual microorganisms after chemical-surgical
preparation of root canals suggests the use of effective intracanal medication,
biologically compatible with periapical tissues.

Objective: compare the cytotoxicity of intracanal medications in gingival human
fibroblasts.

Methods: an experimental study was conducted with four different groups: control
(G1), Clindamycin Hydrochloride 2g associated to dexamethasone phosphate 0.32g
(Clindex) vehicled in alcoholic solution (G2), Clindex vehicled in polyethylene glycol
400 (G3), and NDP: paramonochlorophenol associated to dexamethasone phosphate
0.32g vehicled in polyethylene glycol 400 and saline solution (G4). The cells were
stimulated with the medications for 24, 48 and 72 hours. Cell viability was evaluated
with the technique of MTT analysis. Readings were performed in an ELISA
spectrophotometer.

Results: the groups were analyzed in terms of mitochondrial activity. G2 had the
best results in the three times studied, followed by G3 and G4. A statistical analysis
was performed (ANOVA and complemented by Tukey's test). Significant differences of
1% were found when comparing G2 and G3 with G4.

Conclusion: the Clindamycin dexamethasone combination, irrespective of the
vehicle, showed greater cell viability than paramonochlorophenol associated to
dexamethasone phosphate.

Key words: endodontics, medication systems, Clindamycin Hydrochloride, cell
cultures (DeCS Bireme)

INTRODUCCION

La medicacién intracanal ocupa un lugar destacado en la modulacién del proceso
inflamatorio y el mantenimiento de la limpieza y desinfeccion del sistema de canales
radiculares por la accidn efectiva sobre los microorganismos residuales.

La efectividad de la medicacién intracanal depende del contacto intimo con las
paredes del canal, de su concentracioén y del tiempo de accidn. La accion
medicamentosa se da por lograr llegar a areas no trabajadas con la instrumentacion,
como istmos, ramificaciones, canales recurrentes y tlubulos dentinarios, los cuales son
totalmente colonizados por bacterias.® *

La Clindamicina es un farmaco derivado de la Lincomicina, la cual atraviesa facilmente
las barreras de los tejidos, presentando la propiedad de penetrar en el interior de los
macrofagos y leucocitos polimorfonucleares, lo que puede explicar la alta
concentracidn de esta droga en abscesos.” Debido a su excelente penetracién en el
tejido éseo, la clindamicina es considerada el farmaco de eleccién para el tratamiento
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de infecciones endoddnticas en pacientes alérgicos a la penicilina y en los casos
resistentes.®

La accién de la clindamicina utilizada como alternativa de medicacion intracanal fue
evaluada por Molander, Reit y Dahlén en 19907, y por Mohammadi y Abbott (2009)
donde observaron que la clindamicina ofrece una ventaja antimicrobiana adicional
sobre la medicacidon de hidréxido de calcio, pudiendo ser recomendada en la
terapéutica convencional rutinaria.®

Analizando su accién como medicacién intracanal,® Gilad y otros en 1999
desarrollaron una fibra impregnada con clindamicina para la liberacion lenta y
constante en el interior del canal radicular. Desarrollaron tres andlisis: 1) evaluacion
de la efectividad de la clindamicina frente a microorganismos cominmente
encontrados en infecciones endodonticas, S. intermedius, P. micros, F. nucleatum y
P. intermedia, 2) en dientes contaminados con cultivos puros y 3) combinaciones
mixtas de estos microorganismos. El dispositivo permanecio intracanal por un
periodo de 7 dias. Los resultados demostraron la eficacia de este sistema contra P.
intermédia y F. nucleatum y menor eficiencia sobre P. micros. La medicacion
propuesta es eficaz en la reduccién de la microbiota intracanal.’

En el 2003, Lin S, Levin L, Peled M, Weiss EI, Fuss evaluaron la accién de la perfusiéon
intradentinaria de la clindamicina y tetraciclina en dentina bovina, contaminada por
Streptococcus sanguis. Fue posible observar que la clindamicina 2 % mostré ser mas
efectiva cuando fue comparada con la tetraciclina.®

Una especie bacteriana frecuentemente encontrada en los casos de fracaso
endodontico es el Actinomyces spp y por ese motivo, LeCorn y otros en el 2007
evaluaron la susceptibilidad de esas especies frente a diferentes antimicrobianos, para
que puedan ser utilizados en contacto con el tejido apical en cirugias endoddnticas.®
La concentracién inhibitoria minima fue establecida por medio de E-test, resultando
de mayor eficacia la clindamicina.

Estableciendo los conceptos en ese orden de ideas, el presente estudio tuvo como
objetivo comparar la citotoxicidad del Clorhidrato de Clindamicina asociada a
dexametasona vehiculada en solucion alcohdlica o en polietilenoglicol 400 y el NDP
(fosfato de dexametasona, paramonoclorofenol, vehiculado en polietilenoglicol 400 y
solucién salina) usados como medicaciones de uso intracanal en células de
fibroblastos gingivales humanos.

METODOS

Estudio experimental con 4 diferentes grupos que fueron: grupo I control; el grupo II
utilizo Clorhidrato de Clindamicina 2g asociado a dexametasona 0,32 g vehiculado en
solucion alcohdlica 54ml; el grupo III utilizé Clorhidrato de Clindamicina 2 g asociado
a dexametasona 0,32 g vehiculado en polietilenoglicol 400; el grupo IV utilizé NDP
(fosfato de dexametasona 0,32 g, paramonoclorofenol 2 g, vehiculado en
polietilenoglicol 400 y solucidn salina gsp 100 ml).

El presente estudio fue aprobado por el comité de ética en investigaciones de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Sao Paulo, siguiendo los parametros
bioéticos establecidos en la declaracion del Informe de Helsinki con el uso de células y
tejidos de origen humano en procesos de investigacion.
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Se utilizaron fibroblastos gingivales humanos (FMM1), cedidos por el laboratorio de
investigaciones del departamento de odontologia de la Universidad de Sao Paulo
(FOUSP).

Todos los procedimientos experimentales, para la obtenciéon del cultivo celular de
fibroblastos fueron realizados en una cabina de flujo laminar bajo un estricto
protocolo de desinfeccién a temperatura ambiente.!?

Las células fueron descongeladas rapidamente en bafio de maria a 37 °C.
Posteriormente fue realizada |la neutralizacién de la solucién de dimetilsulfoxido por
medio de la transferencia del contenido del eppendorf a un tubo de ensayo con 5 mi
de medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco, complementado con suero
fetal bovino al 10 % y solucidn antibiética-antimicética al 1 %.'? Posteriormente se
sometid a centrifugacidon por un periodo de 5 minutos, observando la precipitacion de
los fibroblastos. El sobrenadante fue removido y el precipitado celular fue agitado en
1mL en medio fresco y transferido a un frasco de cultivo celular de 75cm?
conteniendo 15mL de medio de cultivo.®®

Las células fueron mantenidas en incubadora a 37 °C, en un ambiente himedo
conteniendo 95 % de aire y 5 % de CO,. El monitoreo del crecimiento celular, fue
realizado cada 24 horas, utilizando un microscopio de fase invertida, hasta que fue
constatado el estado de subconfluencia de las células. '* Es importante destacar que
para el mantenimiento de la viabilidad de las células, se realizdé el cambio del medio
de cultivo cada 48 horas. 1°

Al constatar el estado de la subconfluencia, momento en el cual se encontraba una
cantidad del 70 % del recipiente ocupado por una monocapa de células, eran
realizados los subcultivos. Para esto, el centro del frasco fue aspirado y la monocapa
celular lavada una vez con solucion tapdn fosfato salino sin calcio y magnesio (PBSA)
de pH 7,2 a seguir la monocapa de células adheridas al fondo el frasco fueron
removidas utilizando 3 mL de solucién de tripsina, 0,25 % de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) durante 1 minuto a 37 °C.®

Posteriormente la tripsina fue inactivada con 5 mL de medio de cultivo conteniendo
suero fetal bovino. Las células en suspension fueron transferidas para un tubo de
ensayo y centrifugadas a 300 RPM, durante 5 minutos a temperatura ambiente.®

El precipitado de células resultante de la centrifugacién fue nuevamente agitado en
1 mL de medio fresco y la suspension de células fue colocada y mantenida en dos
nuevos frascos de cultivo de 75 cm? conteniendo 15 mL de medio de cultivo.’

Los subcultivos se repitieron hasta obtener cantidades de células suficientes para el
experimento. Cabe resaltar que cada subcultivo representa un cambio en el pasaje de
la célula, para este estudio fueron utilizadas células del sexto pasaje.'®

Se realizé conteo celular para el recipiente, donde, las células crecidas en los frascos
fueron lavadas en PBSA y posteriormente embebidas en tripsina y contadas para
determinar el nimero de células existentes.'® Esa suspensién fue centrifugada por

5 minutos y el precipitado de las células fue nuevamente agitado en 1ml de medio de
cultivo. Parte de la suspension (100 ul) fue depositada en un nuevo tubo de 15 ml
conteniendo 800 pl de PBSA y 100 ul de azul de Tripan, que fue aplicado en una
camara de Neubauer y el nimero total de las células de los frascos fue obtenido a
través del siguiente célculo:*°
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N° total de células viables contadas x diluciéon x 10*

N° de cuadrados del hemocitometro utilizados en el conteo

Para obtener 1x10* células que fue aplicado en cada placa de Petri fue realizada una
regla de tres con base en el nimero total de células presentes en el frasco, el
volumen total a nuestra disposicién y el volumen deseado.

Para la aplicacién en el cultivo de células, 20 iL de cada medicacién fueron diluidas en
10ml de medio DMEM.

Fueron utilizadas 3 placas de 93 pozos, una para cada tiempo experimental, 2-48 y
72 horas. Las células fueron colocadas en placas de Petri en densidad de 200 células
por pozo en 32 pozos. Las placas fueron mantenidas en incubadora a 37 °C, con
atmodsfera hiumeda conteniendo 95 % de aire y 5 % de CO, durante exactamente

4 horas.

La prueba de citotoxicidad fue basada en el analisis de la actividad mitocondrial de los
fibroblastos por el método de reduccién de MTT.2! Para su realizacion, fueron preparados
los reactivos A y B. el reactivo A era compuesto por 0,05g de MTT en 10 ml de PBSA y el
reactivo B estaba constituido por 1g de SDS en 10 ml de 0,01 M de HCL.

Todos los medios fueron aspirados y enseguida aplicado 100 yL de medio DMEM
fresco. Cantidades de 10 L de reactivo A fueron adicionados en cada pozo
conteniendo células, tomando el cuidado para protegerla de la luminosidad con hoja
de papel aluminio y mantenidas a 37 °C en atmosfera hUumeda conteniendo 95 % de
aire y 5 % de CO, durante exactamente 4 horas.

Posterior a este periodo, la placa fue llevada a la cabina de flujo laminar para
aplicacion de 100 pL del reactivo B. nuevamente se volvié a incubar a 37 °C por un
periodo de 12 horas. En la primera y en la ultima columna de cada placa, en que no
habia células, también fueron aplicados los reactivos A y B para ayudar en la lectura
del espectrofotdmetro.

RESULTADOS

Los resultados estan expresados en graficos comparativos (1 y 2)de la actividad
mitocondrial en los diferentes grupos experimentales. (Tabla)
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DISCUSION

El control de la inflamacion se realiza para evitar una etapa inflamatoria descontrolada
y excesiva, capaz de retardar o impedir la reparacion de la regién apical ademas de

proporcionar un post-operatorio favorable con ausencia de la sensibilidad dolorosa.

La medicacidén intracanal es un coadyuvante al combatir la infeccidon que resiste los
métodos de preparacion quimico-quirdrgico, una vez que los microorganismos
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alojados en el sistema de canales radiculares, constituyen un factor que complica el
desarrollo y el mantenimiento de reabsorciones dseas periapicales.?*

La combinacién de antimicrobianos y antiinflamatorios tiene la intencion de actuar
sobre los microorganismos anaerobios facultativos y aerobios resistentes y controlar
la inflamacién existente.?’

De misma forma, para que sea eficiente la medicacion no debe ser agresiva en los
tejidos vivos periapicales. Asi, el presente estudio tuvo como propuesta analizar
alternativas de medicamentos como la asociacién de clorhidrato de clindamicina o
fosfato de dexametasona en diferentes vehiculos y la combinacién del mismo
corticoide o paramonoclorofenol, vehiculado en polietilenoglicol sobre cultivos de
fibroblastos gingivales humanos.

Los resultados de las pruebas in vitro de citotoxicidad deben ser interpretadas con
cautela cuyo objetivo principal es demostrar el grado de citotoxicidad de una
sustancia y no la reaccion residual provocada, siempre en relacién al grupo control.
Un material que presenta resultados insatisfactorios en pruebas in vitro de toxicidad
puede o no ser descartado. Si fueron seguidos los principios para la limitacion del
problema, este material puede tener aplicabilidad clinica. 2® %’

Las células escogidas para esta investigacion, fueron fibroblastos gingivales humanos
de sexto paso celular; por ser microorganismos de facil manipulacion y con
caracteristicas metabdlicas parecidas con las células presentes en los tejidos
periapicales; ademas su divisidn celular proporciona concentraciones elevadas de
células necesarias para esta investigacion.

El nimero de células utilizadas (102 células/pozo) fue establecido por la realizacién de
la prueba piloto permaneciendo 96 horas, todos los procedimientos fueron realizados
en ambiente aséptico (cabina de flujo laminar), siguiendo el protocolo elaborado por
el laboratorio de investigaciones basicas de la facultad de odontologia de la USP.

El colorante MTT, inicialmente soluble en agua y de coloracién amarillo fluorescente,
es incorporado por células viables en el interior del sitio enzimatico mitocondrial y
entonces metabolizados, adquiriendo la forma de cristales formando compuestos
insolubles y de coloracién azul oscura.?® Estos cristales son entonces solubilizados por
el detergente SDS, permitiendo el calculo de la absorbancia para la lectura ELISA con
longitud de onda de 560nm, sabiendo que la absorbancia de la sustancia es
directamente proporcional a la concentracion celular.

Cabe mencionar que los resultados presentados en este experimento in vitro muestra
la respuesta bioldgica de un cultivo celular cuando esta en contacto directo con la
clindamicina en diferentes vehiculos y de NDP, por este motivo los efectos citotoxicos
observados deben ser interpretados con moderacion y siempre en relacion a lo
ocurrido en el grupo control.

El anélisis de la distribucidon del nimero de células viables fue normal, volviendo
posible la comparacion de las medias entre grupos por la aplicaciéon de analisis de
varianza (ANOVA) complementado por la prueba de Tukey, adoptando niveles de
significancia de 1 %.

Todas las placas utilizadas representaron un tiempo experimental, por tanto, cada
una contenia un grupo control.
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En el tiempo experimental de 24 horas, el NDP presenté menor media de células
viables, cuando se compararon con el grupo control presentando diferencias
estadisticamente significante. Los grupos comprendidos por la medicacion de
clindamicina en diferentes vehiculos, no presentaron diferencias estadisticas cuando
se relacionaron con el grupo control.

A las 48 horas, hubo diferencia estadistica en la interaccion de todos los grupos con el
grupo control.

Finalmente, en el tiempo experimental de 72 horas, la misma relacion de NDP los
demas grupos experimentales demostraron diferencias estadistica, indicando mayor
inhibicion del crecimiento celular.

Estos resultados también estan de acuerdo con los presentados por Wijsman y otros
en el 2005%° en el cual refiere que la toxicidad depende de la dosis de la clindamicina.

Duewelhenke y otros en el 2007°° establecieron que la concentracién que inhibe 20 %
de las células se presentaron en espectro entre 20 a 40 ug/mL en 48 horas. El
presente estudio contd con la muerte celular de aproximadamente 30 % en la
concentracion de 50ug/mL en el mismo periodo.

Molander, Reit y Dahlén en 1990 utilizaron clindamicina en concentracion de 159 ug
encontraron efectividad sobre microorganismos anaerobios. De acuerdo con el
presente experimento, esta concentracion es inviable en pruebas bioldgicas.” Lo que
estd en contradiccidén a esa afirmacion Mohammadi y Abbott en 2009 observaron que
la clindamicina ofrece una ventaja antimicrobiana adicional ya que muestra reduccion
de los microorganismos presentes en el canal radicular.®

Los resultados de este experimento estan de acuerdo con LeCorn y otros en el 2007°,
que evaluaron la susceptibilidad de la clindamicina frente a Actinomyces naeslundii,
Actinomyces gerencseriae, Actinomyces israelii, Actinomyces viscosus, y Actinomyces
odontolyticus, encontrando que la concentracién inhibitoria minima para este
antimicrobiano fue de 1.0 pg/mL.

En el presente estudio se pudo concluir que todas las medicaciones evaluadas
presentaron citotoxicidad cuando fueron comparadas con el grupo control.

El NDP presentd los menores valores de viabilidad celular y, la medicacion compuesta
por clindamicina en diferentes vehiculos permitié una mayor viabilidad celular.
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