Universidad Abierta Interamericana
Facultad de Ciencias Médicas

Carrera de posgrado en Periodoncia

Titulo: Blanqueamiento dental y adherencia de
C.albicans.

Tesina para obtencidn de titulo Especialista en
Periodoncia.

Directora: Dra Maria Isabel Brusca
Tutor: Dra Virginia Jewtuchowicz
Autora: Kees Marina Laura
Diciembre 2024

Buenos Aires, Argentina.



RESUMEN:

El blanqueamiento dental es actualmente uno de los procedimientos estéticos mas
requeridos por los pacientes. El Perdxido de Hidrogeno contiene perdxidos inestables que
producen radicales libres de oxigeno, capaces de romper los componentes organicos de
carbono pigmentados contenidos en la matriz del esmalte, convirtiéndolos en moléculas
de cadena mas cortas y menos pigmentadas definiéndose como oxidacién, la misma
continda por algun tiempo, pudiendo llegar a descomponer los materiales organicos en
didxido de carbono y agua, lo que representaria la pérdida de la matriz del esmalte™.

Uno de los efectos es la alteracién de la rugosidad de la superficie y grietas mas profundas,
asi como aumento de la porosidad del esmalte por lo que podria este efecto aumentar la
adhesién de microorganismo. Objetivo: determinar si la adherencia de Candida albicans
es mayor en esmalte sometido a blanqueamiento con peréxido de hidrogeno al 35 %.
Materiales y métodos: la muestra estuvo conformada por 20 premolares sanos extraidos
con indicacién de ortodoncia de pacientes de 13 a 35 afos con un tiempo post extraccién
inferior de 6 meses. Se designd aleatoriamente dos grupos, grupo control (sin
blanqueamiento solo agua estéril) y grupo experimental (blanqueamiento profesional con
perdxido de hidrogeno 35 %). Los dientes fueron esterilizados para posteriormente ser
incubados con Candida albicans por 36 hs. Luego se tomd muestra de la cara vestibular de
dichas piezas con microbruhs estéril para centrifugarlas, se realizé la siembra en placas con
agar sabouraud glucosado a partir del sobrenadante del centrifugado con un volumen de 7
microlitros, estriado con ansa. Se cuantificaron las UFC de ambos grupos tras 36 hs de
incubacidén en estufa a 372C. Anadlisis estadisticos: Los datos fueron procesados en Excel a
través del sistema de complementos real statistics, se aplicé la prueba de Shapiro Wilk que
determino la distribucidn normal de los datos, la prueba F para varianzas de dos muestras
la cual resulto en varianzas iguales por lo que se seleccioné la prueba paramétricas de T-
Student de muestras independientes para varianzas iguales. El resultado para anadlisis de
una cola fue P valor de 0,04 por lo que podemos pensar que esa diferencia entre grupo
control y experimental existe, y que en cuyo caso se dio mayor adherencia de Candida en
el grupo control en comparacién con el grupo experimental. Conclusién: podemos concluir
que hubo mayor adherencia de C. alicans en el grupo control, ya que, al compararlo con el
grupo experimental, hubo una diferencia estadisticamente significativa respecto a la
adherencia de C. albicans (p=0,04 T.Student). Este hallazgo podria explicarse por accién
antimicrobiana del agente blanqueador.

Palabras Claves: perdxido de hidrogeno, blanqueamiento dental externo, Candida albicans,
adherencia Candida.
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INTRODUCCION

El blanqueamiento dental es actualmente uno de los procedimiento estéticos mas requeridos
por los pacientes. La Academia Americana de Odontologia Cosmética (American Academy of
Cosmetic Dentistry) ha reportado que los procedimientos de blanqueamiento dental han
incrementado en un poco mas del 300% entre el 2002 y el 2007 y que los nUmeros siguen

creciendo alrededor de un 25% anual®?

. El blanqueamiento dental fue descrito por primera vez
en 1864 por Truman, quien usd, en dientes no vitales, varios compuestos tales como el
hipoclorito de sodio, perborato de sodio y perdxido de hidrégeno °.

El blanqueamiento se define como un procedimiento clinico por medio del cual se pueden
aclarar uno o varios dientes, con agentes quimicos como perdxidos o cloruros en diversas
concentraciones; por medio de este método se eliminan sustancias colorantes, también
llamadas cromégenos™?. Dentro de las modalidades de blanqueamiento existe la profesional
aplicada en el consultorio y la domiciliaria con control profesional. Dentro de las sustancias
aplicadas el perdxido de hidrégeno en sus diferentes concentraciones es uno de los mas
empleados™. El peréxido de hidrégeno (H202) es un agente oxidante altamente reactivo de
presentacion liquido claro, sin color ni olor, altamente soluble en agua, inestable y caustico®.
Su peso molecular es bajo, lo que facilita su elevado poder de difusién a través de los tejidos.
Al entrar en contacto con la saliva el perdxido de hidrégeno se disocia en oxigeno y radical
hidroxilo (HO), siendo el oxigeno el responsable del efecto blanqueador, actuando como
agente oxidante formando radicales libres, aniones de perdéxido de hidrégeno y moléculas de
oxigeno reactivo, los cuales son los encargados de romper los dobles enlaces de las cadenas
presentes en los croméferos para hacerlos particulas pequenas, mediante un proceso de éxido
— reduccién’.

En fases posteriores de la oxidacion por el blanqueamiento, se llega a un punto donde solo
existe la estructura hidrofilica incolora o punto de saturacién del material, en donde la
caracteristica principal es la no modificacién del color de los dientes, se interrumpe el proceso
y la cantidad de blanqueamiento logrado. Si se sobrepasa esta fase, se empiezan a degradar las
cadenas de carbono de las proteinas de otros materiales que contengan carbdén para
posteriormente convertirse en didéxido de carbono y agua. Se produce una oxidacion completa
de la matriz del esmalte, lo torna poroso y fragil. Vargas-Koudriavtsev® y col concluyen que el
blanqueamiento dental con perdxido de hidrégeno al 14% produjo una pérdida de fosfato
dental continua a lo largo de las cuatro semanas de tratamiento y representd una pérdida
mineral de aproximadamente 22%. Baiping F. y col, observaron que los blanqueamientos
dentales causan alteraciones micro y nanomorfolégicas en la superficie del esmalte, reducen
significativamente el grosor del barro adamantino en esmalte desgastado, y ademas, postulan
que la matriz organica del esmalte es facilmente movilizada por el ataque de los radicales
libres, causando micro crateres®. Tezel H.y Ozata F, concluyeron que el uso de H202 al 35%
activado con luz y el H202 al 38% aplicado en las superficies del esmalte por 15 minutos 3
veces al dia, durante 3 dias causa desmineralizaciéon por pérdida de iones de calcio®. Un
estudio realizado por Hegediis C. y col en 1999, observaron con microscopia de fuerza atéomica
que dientes tratados con perdéxido de hidrégeno al 35%, presentan en la superficie del esmalte
ranuras de mayor profundidad en comparacién con especimenes control, por lo que concluyé
que el perdxido de hidrégeno es capaz de penetrar en el esmalte, y su capacidad oxidativa
tiene un mayor efecto en la subsuperficie del esmalte donde se encuentra una mayor
concentraciéon de material organico, produciendo alteraciones sobre ésta.® Mancera C y col
concluyen que el H202 al 38 % modifica la microestuctura del esmalte in-vitro, con una
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perdida minera del 50% de calcio y 39 % de fosfato®. El fosfato ejerce una accién cariostatica,
es decir, reduce la solubilidad del esmalte y actia como un bufer en la neutralizacién de los
valores de pH de la saliva, la placa bacteriana y los alimentos. También, interfiere con los
procesos enzimaticos en la superficie del esmalte para aumentar la resistencia del huésped,
disminuir la adhesidon bacteriana e interferir en la sintesis de formacién de polisacdridos
extracelulares. La disminucién estructural de la microdureza del diente puede ser atribuida a la
degradacion de la superficie como resultado del proceso oxidativo de los radicales libres. La
microdureza estd directamente relacionada con el contenido de minerales del esmalte, por
tanto una pérdida del grupo de fosfato puede alterar esta propiedad en el esmalte. Se produce
una alteracidn de la rugosidad de la superficie y grietas mas profundas, asi como aumento de
la porosidad de la superficie. Segun Zeczkowski en 2015 menciona, "las alteraciones del
esmalte después de un blanqueamiento dental son proporcionales al tiempo de tratamiento y
la concentracion de perdxido de hidrégeno empleada". Este efecto no deseado puede
beneficiar la adherencia de microorganismos’.

También se estudio que el uso continuo de los perdxidos puede alterar la flora y favorecer el
crecimiento de candida albicans e hipertrofia de las papilas’. La Candida albicans es un
miembro frecuente de la microflora bucal, aisldndose entre el 30 al 50 % de la poblacién. Su
taxonomia es la siguiente.

Reino: Hongo

Division : Deuteromycota
Clase: Blastomycetes
Familia: Cryptococcaceae
Género: Candida
Especies: albicans

C. albicans suele presentarse como una célula oval levaduriforme de 2 a 4 micras, con
paredes finas; sin embargo, en tejidos infectados también se han identificado formas
filamentosas de longitud variable, con extremos redondos de 3 a 5 micras de diametro y
seudohifas™. Entonces puede crecer en al menos tres morfologias diferentes: levadura,
pseudohifas e hifas. Existen otras formas morfoldgicas durante el cambio de colonias; por
ejemplo, las células de la fase opaca son oblongas, en lugar de la forma ovalada de las células
de levadura. Las pseudohifas y las hifas son alargadas y, a veces, no se puede distinguirlas, ya
que ambas son "formas filamentosas" del hongo. Las levaduras o blastosporas son
microorganismos eucaridticos, las cuales se reproducen asexualmente por un proceso
especifico de divisidon celular conocido como gemacién. Este proceso de divisién implica la
produccién de nuevo material celular proveniente de la superficie de la blastospora .

La cavidad bucal posee muchos nichos para la colonizacidn por parte de esta especie,
incluyendo entre otras células epiteliales, prétesis dental y células bacterianas de la flora bucal
residente®. Para colonizar, los hongos primero debe adherirse ya sea a la células, tejidos o la
superficies de biomateriales que son cubiertas con una pelicula acondicionante de
glicoproteinas, que en el caso de la cavidad bucal proviene de la saliva primordialmente o de
los diferentes tipos de bacterias .En este sentido, se ha sugerido que en los mecanismos de
adherencia estdn involucradas interacciones entre los ligandos de Candida y los receptores de
las células hospederas. Su pared celular es una estructura dindmica y fluida que cambia
constantemente su composicién. Se compone principalmente de polisacadridos (mananos
fosforilados, glucanos y quitinas), polipéptidos y proteinas. Los residuos de manano se unen a
la pared celular a través de O- y N -glicosilacion y la estructura de estos puede variar si las

4



condiciones cambian de pH y temperatura. Los B-glucanos estan en la pared pero mas
internamente que los mananos. Las paredes celulares de los lipidos estan representadas

principalmente por fosfolipidos y esteroles, y por ergosterol***

. Estos lipidos proporcionan el
sitio de accidn para la sintesis de enzimas involucradas en el desarrollo de la estructura/forma
de la pared celular (morfogénesis) y son el objetivo de muchos antiflingicos. Los polipéptidos y
las proteinas, al unirse a los polisacadridos de la pared celular, crean muchas diferencias
interespecies e intraespecies con respecto a las propiedades hidrofdbicas, la capacidad de
adhesidn (a las células huésped u otras superficies) y la estructura antigénica . Por lo tanto, la
expresidon de los componentes macromoleculares de la pared celular también varia dentro de
la misma célula para darles diferentes funciones en diferentes partes. La adhesién a la célula
huésped se produce entonces principalmente con adhesinas (ALS1, ALS5, HWP1 e INT1 son las
mas importantes), proteinas de membrana que se unen con fibrindgeno o lamininas de la
matriz extracelular de la membrana celular. La adhesion a la superficie celular ocurre con
cargas electrostaticas y fuerzas de Van der Waals '*.La hidrofobicidad de la membrana celular
fungica contribuye de manera importante a la adhesidn a sustratos inertes y esta caracteristica
podria ser conferida por la glicosilacion de las manoproteinas de superficie. Los mananos
presentes en la superficie contribuyen a la virulencia al otorgar hidrofobicidad, cambiar la
capacidad de adherencia a la célula huésped y suprimir la respuesta inmunitaria. La pared
celular tiene tres tipos de moléculas para la adhesién: (a) una glicoproteina que pertenece a la
familia de las 2 integrinas, (b) una porcidn de proteina de una glicoproteina y (c) una porcién
de polisacarido de una manoproteina .

Se destaca como factor de virulencia, la formacidn de biopeliculas que se desarrollan en la
superficie de los objetos (catéteres, etc.). La formacion de biopeliculas puede ocurrir en una
primera fase en la que las células se adhieren a la superficie del cuerpo extrano y forman una
capa de células y aumentan la sintesis y produccién de proteinas de la pared hifa; luego se
produce un crecimiento celular activo, se produce una matriz extracelular y se forman hifas
que estabilizan el biofilm™.La hifa es la etapa final, ya que en algunas condiciones
permanecera como una forma de levadura debido a la presencia de moléculas de deteccion de
quérum, como el farnesol, para permitir la diseminacién de Candida albicans . La biopelicula
brinda proteccion a las células de levadura contra el sistema inmunolégico del huésped vy
resistencia a los medicamentos. Estudios sobre interacciones entre S.mutans y C. albicans
explica que las exoenzimas conocidas como glucosiltransferasas (GtfB) de la bacteria también
pueden unirse directamente a la superficie de C. albicans, lo que le permite adherirse a las
superficies dentales y dar lugar a la formacidn de biopeliculas mixtas; ademas, se ha
demostrado que GtfB aumenta la expresién de los genes HWP1 , ALS1 y ALS3 que codifican
importantes adhesinas en C. albicans™*> .

Las colonias de Candida crecen "in vitro" en condiciones de aerobiosis en medios de cultivo a
pH con rango entre 2,5 y 7,5 y temperatura que oscila entre 20°C y 38°C.". Las especies
de Candida crecen bien en medios de cultivo con agar, peptona, dextrosa, maltosa o sacarosa.
Las colonias muy pequefias aparecen en un lapso de 24 a 36 horas en Agar Sabouraud y miden
de 1,5 a 2 mm de didametro después de 5 a 7 dias, son lisas, suaves, himedas y de color y
aspecto cremoso, con aspecto de levadura, de consistencia blanda y rapidamente proyectan
filamentos hasta la profundidad del agar. Las colonias son tipicamente blancas por completo,
pero adquieren un color crema o requemado al continuar envejeciendo. Para aislarlas de las
muestras clinicas que siempre llevan bacterias se agregan antimicrobianos como el
Cloranfenicol al medio simple. Después de 4-5 dias se percibe un olor caracteristico de



levadura. Otros medios de cultivo en los cuales puede crecer C. albicans son: Pagano-Levin, en
el cual las colonias se observan de color crema, Albicans ID (Biomerieux), donde las colonias se
observan de color azul y CHROMagar® Candida (CHROMagar), observandose las colonias de
esta especie de color verde.

Como se expuso anteriormente C. albicans posee elementos necesarios para adherirse y
comenzar la colonizacién, pero hay poco conocimiento sobre como el blanqueamiento dental
interviene en la colonizacidon de Candida. Es por ello que este estudio tiene como objetivo
determinar si el blanqueamiento dental con perdéxido de hidrogeno al 35% aumenta la
adherencia de C. albicans a la superficie del esmalte.

HIPOTESIS

Hipotesis de trabajo: El esmalte sometido a blanqueamiento con peréxido de hidrégeno al 35
% de uso profesional tendrd mayor adherencia a Candida albicans.

Hipotesis nula: El esmalte sometido a blanqueamiento con perdxido de hidrégeno 35 % de uso
profesional tendra menor adherencia de Candida albicans.

OBJETIVOS

General: determinar si el blanqueamiento dental con perdxido de hidrogeno al 35% aumenta
la adherencia de C. albicans a la superficie del esmalte.

Especificos:
1. Cuantificar adherencia de C. albicans a esmalte, mediante el método de conteo
manual de unidades formadoras de colonias.
2. Conocer composicion detallada de agentes blanqueadores en estudio.

MATERIALES Y METODOS

Disefio de estudio: Experimental, Analitico y Longitudinal (el andlisis se realizé en un periodo
de 72 hs).

Poblacion: Premolares extraidos sanos de pacientes entre 13 y 35 afos, con un tiempo post-
extraccién menor a 6 meses con indicacién de ortodoncia.

Criterios de inclusion:

e Premolar de individuo hombre o mujer entre 13 y 35 afios.

e Premolar sano extraido por indicacién diagnéstica ortoddntica, con menos de 6 meses
post extraccion.

Criterios de exclusion
e Premolar con dentina expuesta.



e Premolar con pigmentaciones o manchas blancas.
e Premolar con malformaciones en su estructura.

Muestra: la muestra consta de 20 premolares superiores o inferiores sanos extraidos por
indicacion de ortodoncia, de pacientes entre 13 a 35 afios, con un tiempo de post-extraccidon
de 6 meses. Los cuales fueron divididos en dos grupos: control (P1) y los expuestos (P2).

Ensayo Piloto: se realizé un ensayo piloto con 10 premolares (5 control- 5 experimental) para
experimentar la forma de recoleccidn y siembra de los dientes a la capsulas de Petri, la
recoleccidon debia hacerse unicamente de la cara vestibular de la pd tratadas, a diferencia de
tomar la muestra de una disolucién. Los pasos de estudio piloto fueron:

1) Profilaxis de pd con brochay agua

2) Blanqueamiento siguiendo la indicaciones del fabricante con Clarident-X, posterior
lavado

3) Esterilizacion de ambos grupos, en autoclave 1002 por una hora.

4) Se prepard tubos de ensayo con 15 ml agua destilada estéril a la cual se inoculo
Candida albicans con inoculo de grado 0,5 con respecto a la escala de McFarland. Se
introdujo una pd por tubo. Tiempo de incubacion de 48 hs.

5) Posteriormente se retiraron los pd y se tomd de la cara vestibular con hisopos, para
siembra en capsulas de Petri con agar sabouraud glucosado, cada hisopo fue
descartado. Tiempo de incubacién 48 hs

6) Recuento de colonias. Se observd mdltiples colonias las cuales no pudieron ser
cuantificadas.

Resumen Errores de Estudio Piloto:

e Ausencia de centrifugado: en la boca hay movimiento de labios, lengua, alimentos
y cepillado el cual puede ser correcto o no. Al centrifugar podria desprenderse
cepas, lo cual simularia en tentativa los movimientos fisioldgicos de la cavidad oral.

e Recoleccién de muestra: la toma fue tan excesiva que la misma no puedo
cuantificarse.

e Tiempo de incubacién: en un lapso de 36 horas, ya se podian visualizar colonias.

PROTOCOLO FINAL para Estudio Preliminar

Obtencién y conservacion de la muestra: conforme lo detallado en los criterio de inclusidn, las
piezas dentarias luego de ser extraidas se lavan con agua y jabdn neutro con cepillo de cerdas
medias eliminando saliva y sangre sin afectar estructuras organicas e inorganicas; ya que los
jabones neutros, tienen PH similar a la saliva (7.2 a 7.4) que dificilmente afectan el diente™.
Posteriormente se curetea su raiz con curetas de Gracey Hu Friedy n2 7-8 , para retirar restos
organico del ligamento periodontal y sarro. Se practica profilaxis con brocha y agua en toda su
superficie, se secan con papel absorbente y se almacenan en seco, en un recipiente hermético
estéril bajo refrigeracidén 4 2 para reducir el crecimiento bacteriano. El almacenamiento de los
dientes es uno de los procesos mas importantes para conservar sus propiedades fisicas,
guimicas y mecanicas para no alterar los resultados de investigaciones. Al momento de iniciar
el método experimental se rehidratan en solucién fisioldgica estéril debido a que cuando
pasan mucho tiempo fuera de boca, se resecan y se vuelven quebradizos, pierden su textura y
dureza®’.



Profilaxis _y Acondicionamiento: la formacidn de los grupos es al azar, el grupo control queda
inmerso en agua destilada estéril dentro de recipientes estériles colocados dentro de una
estufa a 37°C hasta su posterior evaluacion (ANEXO N° 1). Mientras que al grupo experimental
se le aplica el agente blanqueador de la siguiente forma:
1) Lavaje con brocha, pasa profilactica Dent-brill Pre Fluor marca Dickinson y agua.
2) Exposicion de perdéxido de Hidrogeno al 37 % como indica el fabricante, tres
aplicaciones en capas de espesor uniforme de 1 mm.( ANEXO N° 2)
3) Retiro de agente y lavado con agua destilada, secado con papel absorbente.(ANEXO N°
3)
4) Se colocan las pd en recipientes de vidrio de cierre hermético estériles con agua
destilada estéril para ser esterilizados.
Ambos grupos seran esterilizados en autoclave a 100°C por un periodo de 60 minutos, ya que
el uso de autoclave a 115 °C por 40 minutos, no es recomendado dado que en pruebas
mecanicas, genera pérdida de minerales'®. Por arriba de los 100 ¢ el esmalte se ve afectado en
su estructura. Dado que el esmalte presenta un alto contenido inorgdnico representado en
fosfato octacalcico en forma de cristales de hidroxiapatita de calcio y un escaso contenido
organico y de agua que sufre combustion y evaporacion respectivamente, el aumento de
temperatura altera la organizacion de dichos cristales aumentando su cohesién (contraccién
térmica), lo que genera la aparicidn inicial de fisuras y grietas que le proporcionan un aspecto
cuarteado y que finalmente ocasionan su fractura®®.

Exposicidn de la cepa:

e Obtencién de la cepa: del laboratorio se obtiene una capsula de Petri con la colonia de
microorganismo, se aplicaran repiques para mejorar las condiciones de la cepa. Los
repiques o trasplantes, consisten en colocar al microorganismo ya aislado o en vias de
aislacién en un nuevo medio de cultivo a fin de conservarlo a través del tiempo, lo que
permitira realizar diferentes estudios.

e Preparacion y estandarizacién del indculo: Transcurrido el tiempo de incubacién, con
la ayuda de un asa bacterioldgica se toma una muestra del cultivo inicial y se diluye
dentro de un tubo de ensayo con 15 ml de solucidn fisioldgica estéril, el cual luego se
agita durante 30 segundos hasta obtener una turbidez semejante al tubo nimero 0,5
del Nefelémetro de Mc Farland, cuya concentracién bacteriana es de 1,5 x 10° UFC/ml
. Esta comparacion se lleva a cabo visualmente utilizando un fondo blanco con lineas
negras contrastantes y fuentes de luz adecuada. El inéculo preparado se utiliza
inmediatamente después de su preparacién.

e Exposicion: Se inocula 0.1 ml de la cepa diluida en dos frascos estériles con 15 ml de
solucidn fisioldgica estéril uno del grupo control y otro del grupo experimental. Luego,
se incuban en una estufa a 37°C por 36 horas. (ANEXO N°4 y 5)

Siembra: Transcurrido este tiempo de incubacidn, se sacan las piezas dentarias de dichos
frascos y se lavan con solucidn fisioldgica estéril. Luego se toma cada pieza dentaria con una
pinza de algoddn y se extrae con un microbrush estéril de la cara vestibular en forma de zic-
zac sobre la superficie del esmalte (ANEXO N°6). Se corta la punta de microbrush colocédndola
en un tubo de solucidn fisioldgica estéril, se centrifuga a 3000 rpm, se toma con micropipeta
de 7 microlitros del sobrenadante y se siembra estriando con asa de anillo calibrada. Se
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plaquetea en placas Petri conteniendo Agar Sabouraud, estriando la muestra sobre toda la
superficie del agar (ANEXO N°7 Y 8) .Se dejan reposar por unos minutos para que la muestra
se seque y luego se voltean de posicidn para ser incubadas en una estufa por 36 horas a 37 @
(ANEXO N°9y 10)

Recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC): después del tiempo transcurrido, se
procede a la evaluacion de la adherencia de cada premolar por grupo mediante el recuento
de Unidades Formadoras de Colonias de la placa Petri a través de la observacion
macroscépica y con la ayuda de una lupa (ANEXO N°11y 12). Se emplea la técnica de conteo
manual para obtener el numero de Unidades Formadoras de Colonias, para lo cual la placa
Petri se dividio en cuatro cuadrantes, de los cuales se selecciond un area de 1 cm
representativo por cuadrante. La suma del nimero de colonias obtenido de cada area de los
cuatro cuadrantes se dividié entre el nimero de cuadrantes, y el resultado se multiplica por
el inverso de la dilucién y por el volumen de siembra usado. Por medio de cdlculos
matematicos se obtiene el nimero de Unidades Formadoras de Colonias por 1 ml (UFC/ml).

Resumen del Protocolo

Obtencidon y | Luego de ser extraidas se lavan con agua y jabdn neutro con cepillo
almacenamiento de cerdas medias. Se almacenan en seco, en un recipiente
hermético estéril bajo refrigeracion 4 2.

Profilaxis , | Lavaje con brocha, pasa profilactica Dent-brill Pre Fluor marca
blanqueamiento y | Dickinson y agua.

esterilizacion Exposicidn del grupo experimental de perdxido de Hidrogeno al 37
% como indica el fabricante, tres aplicaciones en capas de espesor
uniforme de 1 mm. Esterilizacién en autclave 100 C2.

Exposicidn a la cepa Se toma una muestra del cultivo inicial y se diluye dentro de un
tubo de ensayo con 15 ml de solucidn fisioldgica estéril, el cual
luego se agita durante 30 segundos hasta obtener una turbidez
semejante al tubo nimero 0,5 del Nefelémetro de Mc Farland. Se
inocula 0.1 ml de la cepa diluida en dos frascos estériles con con 15
ml de solucidn fisioldgica estéril uno del grupo control y otro del
grupo experimental. Luego, se incuban en una estufa a 37°C por 36
horas.

Siembra Con la punta de microbrush colocdandola en un tubo de solucién
fisioldgica estéril, se centrifuga a 3000 rpm, se toma con
micropipeta de 7 microlitros del sobrenadante y se siembra
estriando con asa de anillo calibrada.

Recuento de UFC Técnica de conteo manual con lupa.

ANALISIS DE DATOS Y RESULTADOS

Los resultados fueron almacenados en Excel y procesados por medio de sistema de
complementos real statistics de Excel (ANEXO N° 13). Se aplic6 la prueba Shapiro-Wilk para
evaluar la normalidad de la distribucion de la variable UFC en cada grupo. El resultado arrojé



que la distribucion es normal en ambos casos. Grupo control (W= 0,951; p= 0,675); Grupo
experimental (W= 0,979; p= 0,958)-. (ANEXO N° 14y 15).

Como los datos corresponden a una distribucidn normal se aplicé una prueba de varianzas para
determinar si las mismas eran iguales o no. Prueba de F se utiliza para comparar directamente
las varianzas de dos muestras. Si el valor p de la prueba es mayor que el nivel de significancia
(generalmente 0.05), no se rechaza la hipdtesis nula de que las varianzas son iguales. El
resultado mostré que las variables son similares F= 0,342; p= 0,063. (ANEXO N9 16)

Prueba F para varianzas de dos muestras
GRUPO  control grupo  experimental
UFC UFC

Media 70,2 58,5

Varianza 110,1777778 322,5

Observaciones 10 10

Grados de libertad 9 9

F 0,34163652

P(F<=f) una cola 0,062687547

Valor critico para F (una cola) 0,314574906

Debido a que se comprobé la normalidad de las distribuciones y la homogeneidad de
varianzas fue posible aplicar la prueba t de Student para muestras independientes.

El resultado mostré que la diferencia en la cantidad promedio de UFC en ambos grupos es
estadisticamente significativa t= 1,779; p= 0,046. (ANEXO N2 17)

Cantidad de UFC

GRUPO grupo

control UFC experimental UFC
Media 70,2 58,5
Varianza 110,1777778 322,5
Observaciones 10 10

El resultado de la prueba de T- student, pone en evidencia que el p valor de 0,04 es
significativamente estadistico, por lo que podemos pensar que esa diferencia entre grupo
control y experimental existe, y que en cuyo caso se dio mayor adherencia de Candida albicans
en el grupo control en comparacidn con el grupo experimental.
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DISCUSION

El blanqueamiento dental es un procedimiento estético con alta demanda que se ha
investigado desde sus inicios. Los agentes oxidantes mas utilizados en odontologia, para lograr
el efecto blanqueador, son perdxido de hidrogeno y peréxido de carbamida en distintas
concentraciones y forma de presentacion®. El uso de estos agentes oxidantes, ha demostrado
utilidad para mejorar clinicamente las condiciones estéticas de piezas dentarias con
pigmentaciones enddgenas y exdgenas, sin embargo, los fundamentos bioquimicos del
blanqueamiento de estas pigmentaciones no se han dilucidado con precisién, asi como
tampoco el efecto de estas moléculas oxidantes sobre la organizacidn estructural y molecular
de las piezas dentarias. Estudios realizados sobre el efecto del peréxido de hidrégeno,
respecto a los cambios morfolégicos producidos sobre los tejidos dentarios son
contradictorios, sin embargo por lo general concuerdan en que el perdxido de hidrégeno
puede alterar el contenido mineral de la pieza dentaria. El uso de peréxido de hidrégeno para
blanqueamiento, produce una liberacién de iones de calcio y fosfato, los cuales aumentan a
medida que aumenta la concentracién del peréxido.

Los estudios que refieren su efecto en correlacién a adhesion de microorganismos, datan
desde su origen en 1989 por Haywood y Heymann®. Los resultados obtenidos por Hosoya® y
Anggakusuma ', concluyen que la adhesién bacteriana aumenta tras el uso del perdxido de
hidrégeno al 35% y perdxido de carbamida al 35%, respectivamente. Comparando el perdxido
de hidrégeno al 35% con sus otras concentraciones, los resultados son similares a los
obtenidos por Al-Jubori*> y Romero®, quienes encontraron que el peréxido de hidrégeno al
7.5% aumenta significativamente los indices de adherencia bacteriana. Suttinee™
comprueban que formacién de biopeliculas de S. sanguis fue significativamente mayor en las
muestras de esmalte blanqueadas con perdxido de hidrégeno al 35% que en otros
tratamientos, pero fue menor en las blanqueadas con peréxido de hidrégeno al 25%.

Podemos atribuir estos resultados a la serie de alteraciones que se presentan en el esmalte
sometido a agentes de blanqueamiento dental®***'®.  Estos pueden modificar sus
caracteristicas superficiales’, dejandolo mas susceptible a la adherencia bacteriana. Asimismo,
al alterar quimicamente los sitios de unidn a la membrana de esta superficie incrementarian la
adherencia bacteriana en el esmalte®. Uno de los efectos desfavorables del blanqueamiento
dental es la erosion del esmalte debido a su desmineralizacién, lo que causa una mayor
rugosidad en la estructura dental®. La rugosidad superficial se considera como un factor
predisponente para la adherencia bacteriana por su importante rol en el desarrollo del biofilm
de las bacterias orales. Segun la literatura una superficie rugosa puede actuar como
amortiguador en contra de las fuerzas de corte e incrementar el drea disponible para la
formacién de biofilm, promoviendo asi la adherencia bacteriana®>

Este estudio tuvo como objetivo comprar la adhesion de C. albicans entre dos grupos. Los
resultados de este estudio arrojaron que el grupo control tiene mayor adhesién de dicho
microorganismo. Esta discrepancia se deberia a la continua liberacién de perdxido por parte
de los productos blanqueadores, lo que ocasionaria un cambio en el balance bioldgico
existente dentro la cavidad oral. Asimismo, se ha reportado que la liberacién de oxigeno por
parte del peréxido de hidrégeno tiene un efecto antibacteriano y una accidén mecdnica sobre la
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I’ Esto fue similar para Zheng®®, que observé crecimiento de biofilm a partir de la

placa denta
tercera semana, antes de ello lo encontré disminuido. Por otro lado, Ittatirrut”’, no encontré
un aumento en la formacidn de biofilm tras este método de blanqueamiento dental con
peroxido de hidrégeno al 35%. Michelle®® en ensayo controlado doble ciego sobre la accion de
tres agentes blanqueadores en la microbiota oral, concluyo que esta se mantuvo estable a los
largo del tratamiento. Al igual Alkmin® evalué los efectos in vivo de los agentes blanqueadores
que contienen peréxido de carbamida al 10% vy perdxido de hidrégeno al 7,5% sobre
Streptococcus mutans durante el blanqueamiento dental, concluye que no hubo cambios en
los recuentos del microorganismo. Esto podria explicarse por la accién de la lactoperoxidasa
salival, una enzima oral, que cataliza la reaccién entre el tiocianato y el perdxido de hidrégeno,
produciendo hipotiocianato, que es mucho menos téxico que el perdxido de hidrégeno para
las bacterias, protegiendo a los estreptococos contra el peréxido de hidrégeno. Philippe®® en el
estudio in vitro comparativo de la accién de la lactoperoxidasa en la formacién de productos
finales para prevenir la formacidn de biopeliculas de Candida, concluye que en presencia de
peroxido de hidrogeno esta enzima con sus productos finales son activas contra la formacion
de biopeliculas. Tabata V.” reportaron que la aplicacidon de perdxido de hidrogeno puede
alterar la organizacion de la matriz extracelular, ademas de la desarticulacion de la matriz con
células fungicas dispersas posterior aplicacién de perdxido de hidrogeno en biopeliculas de C.
albicans en comparacion con su grupo control. Otros estudiaron su uso como antimicrobiano
en prétesis removibles®®***,  como desinfectante®® cuya concentracién del agente era
directamente proporcional a su efecto citotdxico sobre Candida, que puede ser en
combinaciéon con otro quimicos o su empleo adyuvante a la terapia fotodindmica para el

143 Ferguson** determino en un estudio in-vitro que

tratamiento antimicrobiano periodonta
la concentracién inhibitoria minima (CIM) de perdéxido de hidrogeno para Candida fue
de <0,63 pg/ml. Mc Donell*’” concluye que H202 en forma acuosa con agua como vehiculo se
emplea como buen conservante, como antimicrobiano en la piel, incluidas las heridas, y en
superficies inanimadas. Se han realizado avances tecnoldgicos recientes en la formulacion de
peréxido con otros productos quimicos para mejorar la actividad antimicrobiana a
concentraciones mas bajas del agente activo para desinfeccidn y esterilizacion. Nipomoga®
concuerda con la mayor sensibilidad de C. Albicans a la acciéon antimicrobiana de los agentes
blanqueadores. Por lo contrario Oliveira® en otro estudio sobre la actividad antimicrobiana
de 4 agentes blanqueadores sobre 6 patdgenos orales, C. albicans resulto ser uno de los mas
resistentes. La literatura relacionada con el efecto antimicrobiano del H202 es controvertida.
Para explicar por qué el grupo control (sin blanqueamiento) tuvo mds adhesién de Candida

que el grupo experimental (con H202) hace falta mas estudios.

Para estudios futuros podemos sugerir aumentar el tamafio de la muestra. El resultado de
este estudio estd limitado por el uso de dientes humanos extraidos, lo cual inherentemente
diferird de los dientes vitales en el ambiente oral. Para este ensayo se tomdé como muestras
premolares sanos extraidos por indicaciéon ortodoncia de pacientes entre 15 y 35 afios. Otros

20,24,2 21,2
024,26, *) Los protocolos de

estudio emplearon terceros molares , otros diente bovinos
obtencidn y almacenamiento fueron muy variados en la literatura. Por la falta de estudios
previos elaboramos un protocolo para determinar cdmo obtener y almacenar las muestras de
dientes, ya que carecemos de un biobanco para estudios en la Argentina. El protocolo de
obtencidon y almacenamiento se redactdé a partir de la busqueda bibliografica, pero no
podemos determinar que ejecutamos el mas correcto, asumiendo que puede atribuirse un

error de sesgo a esta instancia del estudio. A partir del protocolo inicial desarrollamos un
12



ensayo piloto. Pasando en limpio los datos obtenidos ajustamos el protocolo para el estudio
final. Asimismo, no se conté con estudios actualizados sobre el efecto del blanqueamiento
aplicado profesionalmente con peréxido de hidrégeno al 35% en la adherencia de C. albicans a
la superficie dental. La valoracidon por medio el recuento de UFC, es un método semi
cuantitativo que se emplea regularmente para determinar el nimero de microorganismos
viables que hay en una muestra. Hosoya®® emplea la microscopia electrénica de barrido para
cuantificar el nimero de colonias de S. mutans, este método ofrece ventajas. En cuanto a la
eleccién de la cara vestibular de la piezas dentarias seleccionas se decidié a partir de que
Brosh® et al. descubrieron en su examen con microscopio electrénico de barrido (SEM) de
dientes no tratados mostré que las crestas horizontales pronunciadas o periquimas recorren
continuamente la superficie bucal del diente, mientras que en la superficie lingual aparecian
en menor grado o no en absoluto. Ademas, su examen con SEM después del procedimiento de
grabado 4cido mostré que la superficie lingual tenia un patrén macro mas liso, microporos mas
pequefios y una apariencia ondulada menos pronunciada después del acondicionamiento, por
lo que se pudo desarrollar un menor entrelazamiento mecanico entre la resina y el esmalte.
Los autores plantearon la hipdtesis de que la apariencia mas lisa de la superficie lingual estaba
influenciada por el contacto continuo de la lengua o la presencia de glandulas salivales . Por lo
tanto, la estimacion del blanqueamiento dental y adherencia de C. albicans debia tomarse solo
la cara vestibular. Sumado a lo anterior en la préctica profesional se aplica el agente en la cara
vestibular de las piezas por lo que solo consideramos de interés la cara vestibular de las piezas
dentarias seleccionadas tanto del grupo control como experimental.
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CONCLUSION

Segun los resultados obtenidos, podemos concluir que hubo mayor adherencia de C. alicans
en el grupo control, ya que, al compararlo con el grupo experimental, hubo una diferencia
estadisticamente significativa respecto a la adherencia de C. albicans (p=0,04 T.Student). Este
hallazgo podria explicarse por accidon antimicrobiana del agente blanqueador.

Cabe destacar la originalidad del procedimiento empleado en el ensayo, ya que el protocolo
utilizado en el este estudio no fue puesto a prueba por ningin otro investigador, su
optimizacidn se basé en literatura y otros ensayos cuyos objetivos eran similares al de este
estudio.

Sugerimos para estudios posteriores aumentar el tamafio de la muestra para la comparacién
de grupos con diferentes concentraciones del agente blanqueador como asi también disponer
de Microscopio Electrénico de Barrido (1000X y 1500X) para el analisis de superficie post
blanqueamiento, lo que seria de mucho interés.

Este trabajo fue un ensayo preliminar, podemos concluir que hace falta mas estudios que
comparen adherencia de C. albicans posterior al blanqueamiento profesional utilizando
perdxido de hidrogeno al 35 % en esmalte dental.
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ANEXOS

e ANEXO N2 1 piezas dentarias seleccionadas.

e ANEXO N¢ 2 aplicacidon del agente blanqueador.

————

e ANEXO N© 3 comparacion macroscopica de grupos.
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e ANEXO N 24Y 5 inoculacidon de cepa e incubaciéon por 36 hs.

&

e ANEXO N2 6 toma con microbrush cara vestibular de premolares.

e ANEXO N2 7 corte del microbrush en tubo de ensayo

i LU L
M\“‘""."
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ANEXO N2 8 centrifugado

ANEXO N2 9y 10 siembras con estriado
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e ANEXO N2 13 Tabla Analisis de Datos

Grupo Control Grupo
UFC Experimental UFC
70 80
75 90
80 50
65 70
60 60
85 50
72 55
82 60
55 40
58 30

e ANEXO N2 14 Grafico de Dispersidn

100
90
e N Ji~ —
» OS/ N\
\/ N— \ —
50 \
40 \
30
20
10
0
UFC
e CONTROL 70 | 75 | 8 | 65 [ 60 | 8 | 72 | 82 | 55 | 58
=====EXPERIEMTAL| 80 | 90 | 50 | 70 | 60 | 50 | 55 | 60 | 40 | 30
e ANEXO N© 15
Shapiro-Wilk Test
GRUPO control UFC 0 grupo experimental UFC
W-stat 0,950584596 #iVALOR! 0,978663823
p-value 0,675420702 #iVALOR! 0,957617503
Alpha 0,05 0,05 0,05
Normal Yes #iVALOR! yes
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e ANEXO NO° 16

Prueba F para varianzas de dos muestras
GRUPO control UFC grupo experimental UFC
Media 70,2 58,5
Varianza 110,1777778 322,5
Observaciones 10 10
Grados de libertad 9 9
F 0,34163652
P(F<=f) una cola 0,062687547
Valor critico para F (una cola) 0,314574906

e ANEXO N° 17

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

GRUPO control UFC grupo experimental UFC
Media 70,2 58,5
Varianza 110,1777778 322,5
Observaciones 10 10
Varianza agrupada 216,3388889
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 18
Estadistico t 1,778703528
P(T<=t) una cola 0,046091281
Valor critico de t (una cola) 1,734063607
P(T<=t) dos colas 0,092182562
Valor critico de t (dos colas) 2,10092204




