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. RESUMEN

|. RESUMEN

Introduccion: El irrigante de eleccidon en el tratamiento de conductos radiculares
desde hace muchos afios, por su gran actividad antimicrobiana, ha sido el
hipoclorito de sodio (NaOCI), sin embargo, el efecto citotdéxico que produce al estar
en contacto con los tejidos periapicales ha llevado a la busqueda de otras
alternativas, tal es el caso del estudio de plantas medicinales como la Azadirachta
indica, también conocida como Neem que posee una actividad antimicrobiana
similar. Objetivo: Evaluar la citotoxicidad del extracto etandlico de Neem, como
irrigante endododntico, midiendo la actividad hemolitica en eritrocitos humanos y
comparando dicha actividad con la solucién de NaOCI al 5.25%. Materiales y
métodos: En una microplaca de 96 pocillos, se colocaron 100 pL del extracto
etandlico de Neem y se realiz6 una dilucién en serie, en la fila correspondiente y por
triplicado en 100 L de solucién salina. Finalmente, a cada pocillo se adicionaron
100 pL de la suspensioén de eritrocitos al 4%. De la misma manera se realizé con el
NaOCI al 5.25%. Al término de la experimentacion y a las 24 hrs se midié la
absorbancia a 430 a 600 nm, en un lector multipozo, las muestras se observaron en
un microscopio Optico y los datos obtenidos se analizaron estadisticamente
utilizando Andlisis de Varianza ANOVA bidireccional. Resultados: En el analisis
visual y microscoépico se pudo observar una diferencia cualitativa respecto a la
destruccion de eritrocitos con un menor grado de hemolisis a partir de la dilucion
1:8, comparado con el NaOCI al 5.25% que provoco la decoloracion y destruccién
total de las células sanguineas hasta en la dilucién mas baja de 1:256. Por densidad
Optica se demostr6 que no hubo una diferencia significativa entre el extracto
etandlico de Neem y el NaOCI al 5.25% en cuanto a turbidez. Estadisticamente las
diluciones de 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32 mostraron diferencia estadisticamente
significativa. Conclusion: El extracto etanolico de Neemy el NaOCl al 5.25% tienen

un efecto similar.



II. INTRODUCCION

ll. INTRODUCCION

2.1. ENDODONCIA

La Endodoncia es una especialidad de la odontologia, reconocida como tal por la
Asociacion Dental Americana en 1963, que estudia la estructura, morfologia y
fisiologia de las cavidades dentarias coronal y radicular que contienen a la pulpa
dental y a su vez, trata la patologia del complejo dentino-pulpar y de la regiéon

periapical (1).

Su estudio y practica abarcan las ciencias basicas y clinicas, incluida la biologia de
la pulpa normal, la etiologia, diagndstico, prevencion y tratamiento (2).

El tratamiento endodontico se dirige principalmente a un objetivo: curar o prevenir
la periodontitis perirradicular, eliminando los tejidos blandos y duros infectados, para
proporcionar acceso a las soluciones de irrigacién y desinfeccion hasta la zona
apical, crear espacio para la colocacion de medicamentos y la subsiguiente
obturacion, asi como, conservar la integridad de las estructuras radiculares; con la
finalidad de que los pacientes puedan conservar sus dientes naturales tanto en

funcién como en estética (2).
2.2. COMPLEJO PULPODENTINARIO

La pulpa es un tejido conjuntivo laxo de caracteristicas especiales, que mantiene
relacion intima con la dentina, que rodea y con la que constituye una unidad
funcional denominada complejo pulpodentinario (Figura 1). La pulpa que ocupa la
cavidad central del diente, camara pulpar y conducto radicular, se comunica con el
ligamento periodontal a través del foramen apical o de foraminas apicales, inclusive
por eventuales conductos laterales, por los que pasan los elementos vasculares y
nerviosos. Su contenido consiste en células como fibroblastos, macréfagos y
linfocitos, fibras colagenas y reticulares, sustancia fundamental amorfa, liquido

tisular, vasos sanguineos, linfaticos y nervios (3).
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En la superficie de la pulpa se encuentran células altamente especializadas: los
odontoblastos. Estos son los encargados de producir la dentina y los tubulos
dentinarios de manera permanente; la presencia en estos ultimos hace de la dentina
un tejido vivo y sensible; ello habilita a la pulpa para reaccionar y protegerse de los
agentes agresores, asi como para compensar en parte las pérdidas de esmalte o
de dentina (3,4).

2.3 LOS TEJIDOS PERIRRADICULARES

El periodonto de insercion es el aparato de sostén del diente en el alveolo y esta
constituido por cemento, ligamento periodontal y hueso alveolar fasciculado (lamina
dura) (Figura 1). Estos tejidos, originados del mismo componente embrionario, el
foliculo o saco dental, conforman una unidad funcional mantenida, en el diente
adulto, por la actividad metabdlica del ligamento periodontal. Este complejo tisular,

en la region del apice radicular o peridpice, se denomina tejido periapical (3).

Figura 1. Tejido pulpar y perirradicular

A) Esquema demostrativo de la relacion de la pulpa con la dentina que la circunda 'y
con los tejidos perirradiculares, a través de los foramenes apical y lateral. B)
Microfotografia del complejo dentino-pulpar (3).
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2.4. TRIADA ENDODONTICA

La triada endoddntica consistente en la instrumentacion y conformacion, irrigacion
y desinfeccion, asi como la obturacion del sistema de conductos radiculares, son
los pasos principales involucrados en el tratamiento de los dientes con
enfermedades pulpares y periapicales. La eliminacion o reduccion significativa de
irritantes y la prevencién de la recontaminaciéon del conducto radicular después del
tratamiento son los elementos esenciales para obtener resultados exitosos. Aunque
se han hecho muchos avances en los diferentes aspectos de la endodoncia en los
altimos afios para preservar la denticion natural, el objetivo principal de este campo
sigue siendo la eliminacion de microorganismos de los sistemas del conducto

radicular y la prevencion de la recontaminacion después del tratamiento (2).
2.41. Instrumentacién

La conformacion del conducto radicular debe incluir de forma completa y centrada
los conductos originales en la preparacion, asi como también, conservar la mayor
cantidad posible de dentina radicular para no debilitar la estructura de la raiz y
prevenir las fracturas radiculares, ya que el enderezamiento de los conductos puede

conducir a un adelgazamiento del grosor de las paredes precurvadas (2).

Existen diferentes instrumentos endoddnticos con los que se puede llevar a cabo la
conformacion del sistema de conductos radiculares, estos pueden ser: instrumentos
de accién manual, motorizados de acero inoxidable o niquel titanio (NiTi) (Figura 2),
los cuales varian sustancialmente del disefio, conicidad, aleacion utilizada y

movimiento de corte.
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Figura 2. Limas rotatorias Protaper Gold

Fotografia representativa de limas rotatorias Protaper Gold para limpieza y
conformacion del sistema de conductos radiculares de la casa comercial Dentsply
Sirona (5).

Se ha sefialado que los conductos deben prepararse con una conicidad uniforme y
continua para facilitar la obturacion y crear el espacio para el uso de irrigantes (6).

2.4.2. Obturacion

La obturacién refleja la limpieza y conformacion, y en ella se evaltan la longitud, la
conicidad, la densidad, el nivel al que queda la gutapercha y el sellado coronal (7)
(Figura 3).

La obturacién previene la filtracion coronal y la contaminacion bacteriana, sella el
apice con respecto a los fluidos tisulares periapicales y sepulta los irritantes que
permanecen en el conducto. La mayoria de las técnicas emplean un nucleo central
y un cemento sellador, sin embargo, se ha demostrado que ningin material ni

ninguna técnica evitan totalmente la filtracion (8,9).
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Figura 3. Obturacion del sistema de conductos radiculares de un molar inferior

Imagen radiografica representativa de la obturacion radicular y el efecto de un
tratamiento de conductos. A) Radiografia preoperatoria que muestra lesiones
radioltcidas en apices de las raices mesial y distal. B) Radiografia de control alos 5
afios en que aparece el 6rgano dental y los tejidos circundantes sanos (2).

2.4.3. Irrigacion

Los objetivos de la irrigacion en endodoncia consisten en limpiar los residuos,
lubricar el conducto, disolver el tejido organico e inorganico y evitar la formacion de

barrillo dentinario durante la instrumentacion o disolverla cuando se forme (10).

La eficacia mecanica dependera de la capacidad de la irrigacion para generar
fuerzas optimas de flujo en el conjunto del sistema de conductos radiculares. La
eficiencia quimica variara segun la concentracion del irrigante antimicrobiano, el
area de contacto y la duracion de la interaccién entre el irrigante y el material
infectado. La eficacia final de la desinfeccion endododntica dependera de su

eficiencia quimica (11).

La funcidon biologica de los irrigantes esta relacionada con sus efectos
antimicrobianos. Los irrigantes deben tener una alta eficacia frente a
microorganismos anaerobios y facultativos en su estado plancténico y en
biopeliculas, inactivar las endotoxinas, no ser toxicos cuando entran en contacto

con los tejidos vitales y no provocar una reaccion anafilactica (10).
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Un irrigante Optimo tendria las caracteristicas que se consideran beneficiosas en

Endodoncia, pero ninguna de las propiedades negativas o perjudiciales (2).

Se han determinado las propiedades del irrigante ideal para el tratamiento de
conductos radiculares, las cuales son: no irritar los tejidos periapicales, permanecer
estable en solucion, tener un efecto antimicrobiano prolongado, estar activo en
presencia de sangre, suero y derivados proteicos de los tejidos, tener una tensién
superficial baja, no interferir en la reparacion de los tejidos periapicales, no manchar
la estructura de los dientes, poder inactivarse en un medio de cultivo, no inducir una
respuesta inmunitaria, ser capaz de eliminar completamente el barrillo dentinario,
ser no antigénico, no téxico y no carcinogénico, no tener efectos adversos en la
dentina expuesta y en la capacidad de sellado, ser comodo de aplicar y
relativamente econdmico; sin embargo, en la actualidad no existe ninguna solucion

que pueda considerarse 6ptima (2).
2.5. IRRIGANTES EN ENDODONCIA
2.5.1. Hipoclorito de sodio

El NaOCl es la solucion irrigante mas utilizada ya que es un excelente
antibacteriano, tiene un pH de 11, capaz de disolver el tejido necrético, tejido pulpar
vital y los componentes organicos de dentina y biopeliculas (12).

Se utiliza en concentraciones comprendidas entre el 0.5 y el 6% para la irrigacion
de los conductos radiculares, sin embargo, se ha demostrado que en
concentraciones elevadas tiene mayor eficacia frente a Enterococcus faecalis y

Candida albicans y mayor capacidad de disolucion de los tejidos (13,14).

Si se extrude NaOCI de forma inadvertida a través del 4pice, pueden producirse
accidentes graves como dolor intenso, edema de los tejidos blandos adyacentes,
posible extensién del edema a la mitad lesionada de la cara y el labio superior,
hemorragia profusa en el conducto radicular, sangrado intersticial profuso con
hemorragia en la piel y las mucosas (equimosis), gusto a cloro e irritacion de la

garganta después de la inyeccion en el seno maxilar, y es posible infeccién

7
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secundaria y anestesia o parestesia reversible (15) (jError! No se encuentra el
origen de la referencia.).

Figura 4. Lesiones ocacionadas por extrusién de NaOCI

Fotografia de una paciente, mostrando amplia hinchazén facial del lado izquierdo,
formacién de hematomas y equimosis circunorbitaria bilateral a causa de la extrusiéon

inadvertida de NaOCI durante un tratamiento de conductos (15).

2.5.2. Clorhexidina

La clorhexidina (CHX) se ha usado como irrigante y medicamento en endodoncia
durante mas de una década; tiene un pH comprendido entre 5.5y 7, es facilmente
soluble en agua y muy estable, es un agente antimicrobiano de amplio espectro,
efectivo contra bacterias grampositivas y gramnegativas y contra levaduras (16,17).
Segun su concentracion puede tener efectos bactericidas y bacteriostaticos. En
concentraciones altas, la CHX actia como detergente y, al dafiar la membrana
celular, causa una precipitacién del citoplasma y por lo tanto tiene un efecto

bactericida. En concentraciones bajas, la CHX es bacteriostéatica y provoca el vertido



II. INTRODUCCION

de sustancias de peso molecular bajo (es decir, potasio y fosforo), sin dafiar la célula
de forma irreversible (18).

La molécula de CHX (Figura 5) puede ser absorbida por sustratos anionicos, como
la mucosa oral y la estructura dentaria, es decir, puede ser absorbida facilmente en
hidroxiapatita y dientes; se ha demostrado que esta reaccion es reversible,
provocando que se lleve a cabo una captacién y liberacion de CHX que da lugar a

una actividad antimicrobiana sustantiva conocida como sustantividad (19,20).

HN NH
HN.  »—NH HN—<  NH
NH HN

HN NH

Cl Cl

Figura 5. Estructura quimica de gluconato de Clorhexidina (CHX)

Dibujo esquematico de la estructura molecular del gluconato de clorhexidina (CHX)
(20).

El efecto de sustantividad, asi como el efecto antibacteriano que posee la CHX
depende de la concentracion utilizada, que normalmente en odontologia estriba
entre el 0.12 y el 2%, a estas concentraciones estd demostrado que tiene poca

toxicidad tisular, local y sistémica (21).

La CHX al 12% tiene una mejor eficacia antibacteriana que al 0.12% in vitro. El
NaOCI presenta una ventaja evidente con respecto a la CHX que es la capacidad

de disolucién de la materia organica, de la cual su variante carece; por lo tanto, aun

9
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cuando los estudios in vitro indican algunas ventajas con el uso de la CHX, cuando
se afiade tejido organico o dentario, el NaOCI resulta claramente preferible (2). Sin
embargo, cuando la CHX se combina con NaOCI se produce un cambio de color y
un precipitado insoluble posiblemente toxico (4-cloroanilina: PCA), el cual penetra
en los tubulos dentinarios y puede interferir en el sellado de la obturacion radicular.
La PCA es toxica en humanos con exposicion a corto plazo, produciendo una
cianosis resultante, que es una manifestacion de la formacion de metahemoglobina
(22).

2.5.3. Agentes de descalcificacion o quelantes

El barrillo dentinario fue definido por la American Association of Endodontists en
2003 como una pelicula superficial de residuos retenida en la dentina u otra
superficie después de la instrumentacion con instrumentos rotatorios o limas
endodonticas. Este consiste en particulas de dentina, restos de tejido pulpar vital o
necrotico, componentes bacterianos e irrigantes retenidos (2).

Los agentes de quelacién se introdujeron en endodoncia como adyuvante en la
preparacion de conductos radiculares estrechos y calcificados en 1957 por
Nygaard-@stby (23).

Actualmente se ha determinado de gran importancia la remocion de esta capa de
limalla o también conocida como “debris” ya que se ha visto como una barrera fisica
al ocluir los tabulos dentinarios, limitando la accion de los irrigantes e impidiendo la
creacion de un sellado apical al evitar el intimo contacto entre los selladores,
gutapercha y las paredes dentinarias. Por lo cual se han promocionado distintas
soluciones guelantes en el mercado que permitan eliminar estas virutas de dentina
y restos de tejido organico para lograr una mejor desinfeccion y, por tanto, un mejor

prondéstico y mayor porcentaje de éxito en el tratamiento endodéntico (Figura 6).

10



II. INTRODUCCION

Figura 6. Penetracion de irrigantes en los tubulos dentinarios

Fotografia ilustrativa de la penetracion de irrigantes en los tubulos dentinarios
representada con tinte azul en cortes coronales. A) Irrigacién con agua de grifo
seguida de tinte azul. B) Eliminacion del barrillo dentinario con EDTA al 17% seguido

deirrigacion con tinte azul (2). Obsérvese la diferencia.

2.5.3.2. Acido etilendiaminotetracético

El acido etilendiaminotetracetico, también conocido como EDTA (Figura 7) es un
agente de quelacién que tiene la capacidad de secuestrar los iones metalicos
catidnicos de dos a tres cargas positivas como Ca?*y Fe3*. En la exposicion directa
durante un periodo de tiempo prolongado, el EDTA extrae las proteinas superficiales
bacterianas al combinarse con iones metalicos de la envolvente celular, lo que

puede llevar en su caso a la destruccion de las bacterias (23).

11
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Figura 7. Estructura quimica y solucion quelante, EDTA 18%

Fotografia del producto EDTA al 18% de la casa comercial Ultradent (24).

Agentes de quelacion como el EDTA forman un complejo estable con el Ca?*.
Cuando todos los iones disponibles estan enlazados, se alcanza el equilibrio y no

se produce mayor disolucién; por lo tanto, el EDTA es autolimitante (23).

En general, el EDTA en solitario no puede eliminar el barrillo dentinario de manera
eficaz, debe afiadirse un componente proteolitico, como el NaOCI, para eliminar los
componentes organicos de este barrillo. Para la preparacion de los conductos
radiculares, el EDTA tiene un valor limitado como liquido de irrigacion si se utiliza
solo. Normalmente se utiliza en concentracion del 17% y puede eliminar el barrillo
dentinario cuando se encuentra en contacto directo con la pared del conducto
durante menos de 1 minuto. Aun cuando el EDTA tiene una accion autolimitada, si
se deja en el conducto durante tiempo o se utiliza NaOCI| después del EDTA, se ha

observado que produce erosion de la dentina (25) (Figura 8).

12
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Figura 8. Erosién dentinaria producida por EDTA/NaOCI

Imagen de un microscopio electronico de barrido (MEB) que muestra la erosién
dentinaria de la pared de un conducto radicular después del uso de EDTA seguido de
lairrigacion de NaOCI (10).

2.5.3.3. Acido etidronico

El acido etidrénico es un bifosfonato que afecta el metabolismo del Ca?* y se
considera un agente de quelacién débil. Constituye una posible alternativa al EDTA,
ya que carece de reactividad a corto plazo con el NaOCI. Puede utilizarse en
combinacion con el NaOCI sin influir en sus propiedades proteoliticas o
antimicrobianas. No es toxico y se emplea en medicina para tratar las enfermedades

Oseas.

2.5.3.4. Biopure MTAD v Tetraclean

Actualmente a los nuevos irrigantes se les ha afadido detergente (por ejemplo
Tween 80) para reducir su tension superficial ya que se ha comprobado que los
irrigantes con baja tension superficial tienen mejor humectabilidad y se supone que

pueden penetrar con mas facilidad en los tubulos dentinarios y en las irregularidades

13
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anatomicas (2). MTAD Y Tetraclean son dos irrigantes basados en una mezcla de
antibiéticos, 4cido citrico y un detergente. Estos irrigantes son capaces de eliminar

el barrillo dentinario y el tejido organico del sistema de conductos infectado (26).

El MTAD (Figura 9) fue introducido por Torabinejad y Jhonson en la Loma Linda
University en 2003, este irrigante consiste en doxiciclina al 3%, un antibitico de
amplio espectro, acido citrico al 4.25%, un detergente desmineralizante, y un
detergente, polisorbato-80 al 0.5% (Tween 80) (26).

Figura 9. Recipiente con Biopure MTAD

Fotografia que muestra un irrigante relativamente nuevo, Biopure MTAD, producto
comercial de la casa comercial Dentsply Tulsa Dental Specialities (2).

Tetraclean es una combinacion similar al MTAD. Con la diferencia de que este esta

compuesto por doxiciclina 50 mg/5 ml y el tipo de detergente es polipropilenglicol
(10).

2.5.3.5. QMix

QMiX se introdujo en 2011. QMiX es uno de los nuevos productos combinados

utilizados como irrigante antimicrobiano y como agente para eliminar el barrillo

14
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dentinario y los residuos de las paredes de los conductos radiculares (Figura 10).
Su empleo se recomienda al final de instrumentacion, después de la irrigacion con
NaOCI. QMiX contiene EDTA, CHX vy triclosano (detergente) y se propone como
irrigacion final. Si se utiliz6 NaOCI durante la limpieza y conformacion, se debe usar
solucién salina para enjuagar el NaOCI y prevenir la formacion de PCA (aunque no
se ha descrito ningun precipitado al mezclar QMiX y NaOCI) (10).
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Figura 10. QMix

Fotografia representativa del producto comercial de QMix como coadyuvante en la

irrigacion del sistema de conductos radiculares en el tratamiento endodoéntico (10).

2.5.4. Azadirachta indica

2.5.4.1. Generalidades

Azadirachta indica, también conocida como Neem, es una planta comun que se

cultiva en varias partes de la India por motivos religiosos y medicinales (Figura 11).
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Figura 11. Planta de Neem (Azadirachta indica)

Fotografia del arbol de Neem en la que se puede apreciar las hojas, cortezay semillas

(27).

Sus compuestos se dividen en dos clases principales: isoprenoides y no

isoprenoides.

Isoprenoides

No isoprenoides

difterpenoides

Proteinas (aminoacidos)

Triterpenoides que contienen
protomeliacinas, limonoides, azadirona y
sus derivados

Carbohidratos (polisacaridos)

Gedunin y sus derivados

Compuestos sulfurosos

Tipo de compuestos de vilasinina

Polifenoles como los flavonoides y sus
glucésidos

Csecomeliacinas cono nimbin, nimbinin,
nimbolide, nimbidato de sodio, salanina y
azadiractina

dihidrocalcona

cumarina y taninos

compuestos alifaticos

Tabla 1. Composicion quimica del Neem

Descripcién de los compuestos principales del Neem (28).
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El arbol de Neem fue descrito como Azadirachta indica por el Dr. Jussieu en 1830,

y Su posicion taxonémica es la siguiente:

Taxonomia
Orden: Rutales
Suborden: Rutinae
Familia: Meliaceae (familia de la caoba)
Tribu: Melioideae
Género: Azadirachta
Especie: indica

Tabla 2. Taxonomia biolégica del Neem

Clasificacion taxondmica correspondiente a la planta de Neem (28).

Cada parte del &rbol, incluidas las hojas, la corteza y las semillas, tienen
propiedades medicinales, como: antiinflamatoria, antipalidica, antimicrobiana,
antiviral, antifangica, antipirética, antioxidante, analgésica, inmunoestimulante,

antifertilidad, antiacné, antihiperglucemiante, anticancerigena y nematicida (28).

La US National Academy of Sciences reconoci6 la importancia del arbol de Neem
en 1992y lo titulé como “un arbol para resolver problemas globales” (28).

Se ha encontrado que es activo contra muchos trastornos terribles como la hepatitis,

las infecciones virales, la malaria y el cancer (28).

17



Compuesto de Neem

Fuente

II. INTRODUCCION

Actividad biolégica

nimbidina

nimbidato de sodio
Nimbin
nimbolida

Gedunin

azadiractina

Acido galico, epicatequina
y catequina

Margolona, margolonona e
isomargolonona
Trisulfuro ciclico y
tetrasulfuro ciclico
polisacaridos
Polisacéaridos Gla, Glb
Polisacaridos Glla, Gllla
Peptidoglicano NB-II

Hoja

Hoja

Aceite de semilla
Aceite de semilla
Aceite de semilla

Semilla
Ladrar

Ladrar
Hoja
Ladrar

Ladrar
Ladrar

Antiinflamatorio
Antiartritico
Antipirético
Hipoglucemiante
Ulcera gastrica
Espermicida
Antifingico
Antibacteriano
Diurético
Antiinflamatorio
Espermicida
Antibacteriano
Antipaludico
Antifungico
Antipaludico
Antipaludico
Antiinflamatorio e
inmunomodulador
Antibacteriano

Antifingico

Antiinflamatorio
Antitumoral
Antiinflamatorio
Inmunomodulador

Tabla 3. Actividad biolégica de los compuestos quimicos del Neem

En la tabla se muestran cada uno de los componentes del arbol de Neem, asi como

la fuente de la que provienen y sus propiedades (28).

2.5.4.2. Azadirachta indica en odontologia

El extracto de Neem es un agente antibacteriano natural, el cual tiene efecto contra

microorganismos causantes de la caries dental como: S. mutans, S. salivarius, S.

mitis y S. sanguis, utilizado como palitos secos masticables (29), asi como también

se ha demostrado su efecto antibacteriano contra E. faecalis (30).
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El extracto etandlico y acuoso de la hoja de Neem tiene un efecto significativo en la
adhesidn, la hidrofobicidad de la superficie celular y la formacién de biopeliculas,
que pueden afectar la colonizacién por C. albicans (31).

El aceite de Neem muestra una actividad antibacteriana significativa y se ha
sugerido para su uso en el tratamiento de la placa dental. Asi como se ha
encontrado que el gel dental mucoadhesivo que contiene Azadirachta indica es
beneficioso para reducir el indice de placa y el recuento de bacterias salivales es

comparativamente mejor que el enjuague bucal con gluconato de clorhexidina (32).

El extracto de hoja de enjuague bucal de Neem es tan efectivo como la CHX para
reducir los indices periodontales y puede usarse como una terapia alternativa en el
tratamiento de la enfermedad periodontal (33), mostrando asi su biocompatibilidad

con el fibroblasto periodontal humano (34).

Se ha descubierto también que la barra de Neem es eficaz como cepillo de dientes
para reducir la placa dental y la inflamacion gingival (35).

2.5.4.3. Azadirachta indica como medicacion intraconducto

Los medicamentos intraconducto desempefian un papel complementario en la
terapia endodontica, ya que ayudan a eliminar los microorganismos restantes en el
sistema de conductos radiculares que no han sido eliminados por la preparacion

guimiomecanica, incluidos los procesos de instrumentacion e irrigacion (36).

Estos medicamentos entran en estrecho contacto con el tejido perirradicular, por lo
que sus productos de degradacion deben ser biocompatibles con el tejido periapical.
De lo contrario, estos medicamentos daran lugar a una reaccién inflamatoria
intensa, mediada por varios mediadores inflamatorios que a su vez pueden inducir

la destruccion del tejido e interferir con la curacion perirradicular (36).

Estudios han evaluado la medicacién intraconducto a base de hierbas como el

Neem, resultando este con un excelente efecto antibacteriano (37).
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Por otro lado, al utilizar aceite de Neem como medicacion intraconducto se ha
determinado que su citotoxicidad es directamente proporcional con las
concentraciones; a medida que disminuye la concentracion el porcentaje de células

viables aumenta (36).

2.5.4.4. Azadirachta indica como irrigante del conducto radicular

Las propiedades antioxidantes y antimicrobianas convierten al Neem en un agente
potencial para la irrigacion de conductos radiculares como alternativa del NaOCI. La
literatura sugiere que el extracto de hoja de Neem tiene un efecto antimicrobiano
eficaz contra E. faecalis y C. albicans en comparacion con el NaOCI al 2% (38—41)
y la CHX al 0.2% (42-45).

Se han documentado diferentes técnicas para estudiar los atributos que posee esta
planta, una de las mas relevantes para elaborar el irrigante de Neem es a partir del

extracto de la hoja (28).

El proceso consiste en la recoleccion y lavado de 25 gr de hojas maduras de Neem
con agua destilada esterilizada, se agregan a 50 ml de etanol absoluto y la mezcla
se macera por 1 o 2 minutos. El extracto se filtra a través de papel filtro. Se repite el
proceso de extraccién utilizando el residuo grueso con 25 ml de etanol y se filtra
nuevamente. Ambos extractos deben mezclarse y filtrarse con papel de filtro rapido.
La porcion de alcohol debe eliminarse del extracto en un bafio de agua hasta que el
volumen sea de 25 ml. La temperatura no debe superar los 45-50 °C. Después de
aproximadamente 6 horas el liquido esta listo para utilizarse como irrigante y debe

almacenarse en un recipiente hermético (28) (Figura 12).
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®
ETHANOL, absolute

Figura 12. Técnica de elaboracion del extracto de la hoja de Neem

Fotografias demostrativas del proceso de elaboracién del extracto etandlico de
Neem. A) Hojas de Neem, B) Maceracion de hojas de Neem, C) Proceso de filtracion,
D) Etanol puro, E) Bafio de agua (28).

2.5.4.4. Citotoxicidad de Azadirachta indica

La citotoxicidad es un concepto que se puede aplicar en cualquiera de las siguientes
situaciones: muerte celular o alteracion de su metabolismo. Los efectos citotoxicos
se relacionan con dafio a procesos vitales que desencadenan la activacion de vias
que llevan a la muerte celular. Durante este proceso participan proteasas, cinasas
y fosfatasas que regulan los diferentes pasos de estas vias, acabando dependiendo
de la toxicidad con el nimero total de eritrocitos, plaquetas, linfocitos, monocitos y

granulocitos (46).

El uso de Neem como irrigante endododntico puede ser ventajoso porque es un
excelente antioxidante con una biocompatibilidad muy alta y, por lo tanto, no existe
riesgo de toxicidad tisular con su uso. La biocompatibilidad del Neem con los
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fibroblastos del ligamento periodontal humano ya ha sido probada, y este es un

factor importante que favorece su aplicacién clinica en endodoncia (28).

Son escasos los estudios que han evaluado la citotoxicidad del extracto metandlico
de esta planta hindu (Gréafica 1) como irrigante endododntico. Sin embargo, los
existentes han demostrado un excelente efecto antibacteriano sin ningun porcentaje

de citotoxicidad cuando se utiliza a bajas concentraciones (47).
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Gréfica 1. Viabilidad celular de células Jurkat frente extractos herbales contra
Enterococcus faecalis.

La grafica muestra el efecto antibacteriano de Moringa oleifera y Azadirachta indica
contra E. feacalis sin ningun porcentaje de toxicidad utilizado a una baja

concentracion (47).

Asi mismo, al comparar el extracto acuoso de Neem con otros irrigantes como el
NaOCIl y la CHX (Grafica 2) se ha demostrado que este produce una citotoxicidad

significativamente menor (48).
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II. INTRODUCCION

Control Neem Aloe Vera NaoCl

Grafica 2. Hemoglobina corpuscular media en glébulos rojos

Representacion gréafica en la que se demuestra que el extracto acuoso del Neem
produjo menor citotoxicidad en comparacién con los irrigantes quimicos (NaOCI y
CHX) y mayor en comparacion con el extracto acuoso de Aloe Vera (48).
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad la literatura ha evaluado el efecto antibacteriano de Azadirachta
indica, sin embargo, a pesar de sus numerosas propiedades son pocos los estudios
reportados en donde se valore la citotoxicidad y su aplicacibn como irrigante

endodontico.
Por lo que nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

¢El extracto de Neem se puede utilizar como irrigante en tratamientos de

conductos?

Para responder a la pregunta anterior se propuso un método sencillo y accesible al
laboratorio de la Facultad de Odontologia, midiendo la densidad 6ptica de la
hemolisis que provoca el extracto etanolico de Neem sobre la membrana de

eritrocitos al 4%.
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IV. JUSTIFICACION

El irrigante de eleccion en el tratamiento de conductos desde hace muchos afos
por su gran actividad antimicrobiana ha sido el hipoclorito de sodio (NaOCI), sin
embargo, su efecto toxico al estar en contacto con el tejido periapical ha llevado a
la basqueda de otras alternativas, tal es el caso del estudio de plantas medicinales
como la Azadirachta indica que también posee actividad antimicrobiana. Con este
razonamiento se decide evaluar la citotoxicidad del extracto etandlico de Neem,
como irrigante endoddntico, midiendo la actividad hemolitica en eritrocitos humanos

y comparando dicha actividad con la solucion de NaOCI al 5.25%.

La introduccién de un nuevo irrigante con efecto antibacteriano comparable con el
NaOCI sin sus efectos adversos como la alta toxicidad traeria consigo diversas
ventajas tanto para el profesional como para el paciente en la realizacion de

tratamientos endodénticos
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V. HIPOTESIS

V. HIPOTESIS

5.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

El presente estudio permitira identificar si hay diferencias en la citotoxicidad entre el
extracto etandlico de Neem comparado con el hipoclorito de sodio al 5.25% sobre

la hemolisis de globulos rojos.
5.2. HIPOTESIS NULA

No existira diferencia estadisticamente significativa al comparar la citotoxicidad
entre el extracto etandlico de Neem comparado con el NaOCI al 5.25% sobre la

hemolisis de glébulos rojos, con un nivel de confianza del 95%.
5.3. HIPOTESIS ALTERNATIVA

Existira diferencia estadisticamente significativa al comparar la citotoxicidad entre el
extracto etandlico de Neem comparado con el NaOCI al 5.25% sobre la hemolisis

de glébulos rojos, con un nivel de confianza del 95%.
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VI. OBJETIVOS

VI. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Comparar la actividad citotoxica del extracto etandlico de hojas de Neem contra el

NaOCI al 5.25% para su uso como irrigante en endodoncia.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la capacidad hemolitica de extracto etandlico de hojas de Neem en

eritrocitos humanos.
2. Evaluar la actividad hemolitica del NaOCI al 5.25% en eritrocitos humanos.

3. Analizar y comparar la actividad hemolitica en eritrocitos humanos del
extracto etandlico de hojas de Neem y el NaOCI al 5.25%.
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VIl. VARIABLES

7.1. VARIABLES INDEPENDIENTES

Soluciones (Extracto etandlico de Neem e NaOCI al 5.25%)

7.2. VARIABLES DEPENDIENTES

Actividad hemolitica

7.3. OPERACION DE VARIABLES

Utilizando una microplaca de 96 pocillos, se colocaron 100 uL del extracto etandlico
de Neem, se realiz6 una dilucién en serie, en la fila correspondiente y por triplicado
en 100 uL de solucién salina. Finalmente, a cada pocillo se adicionaron 100 uL de
la suspensién de eritrocitos al 4%. De la misma manera se realizé con el NaOCI al
5.25%. Al término de la experimentacion y a las 24 hrs se midi6é la absorbancia a
430 a 600 nm, en un lector multipozo, las muestras se observaron en un microscopio
optico y los datos obtenidos se analizaron estadisticamente utilizando Analisis de
Varianza ANOVA bidireccional.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1. TIPO DE ESTUDIO
Experimental
8.2. UNIVERSO DE ESTUDIO

Efecto hemolitico del extracto etandlico de Neem y del NaOCI al 5:25% a las

diluciones de 1:1 hasta 1:256 sobre eritrocitos al 4%.
8.3. MATERIALES E INSTRUMENTAL

Para la experimentacion, se utilizaron hojas de Neem secas y una solucién de
comercial de NaOCI al 5.25% (Clorox, Tijuana, México). Para la maceracion del
material vegetal, se utilizd etanol al 96%, un frasco de vidrio de boca ancha, papel

filtro y una cabina de flujo (Eppendorf, Alemania).

En la medicién de la actividad hemolitica se utilizaron tubos con tapén azul (citrato
sbédico) para la recoleccion de las muestras sanguineas, una centrifuga
(Thermolsher Scientific CL2), solucién salina al 0.9% (Solucion CS Pisa, cloruro de
sodio) para el lavado de eritrocitos; se emple6 también una placa de 96 pocillos
(Corning™), una micropipeta (Eppendorf de 100-200 pL) y el lector de microplacas
(Mindray MR-96A). Para la preparacion de muestras y su observacién con
microscopio optico se utilizaron portaobjetos, cubreobjetos, tincion de Wright y un

microscopio (Primo Star Zeiss).
8.4. METODOLOGIA
8.4.1. MACERACION DEL NEEM

Se tomaron 130 g de hojas secas de Neem (Figura 13, Figura 14) que
posteriormente se trituraron en un molino (Proctor silox modelo 80300) para mayor

superficie de contacto con el disolvente. Después se colocaron las hojas
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

pulverizadas del Neem en un frasco de vidrio con 50 ml de etanol al 96% (Figura
15jError! No se encuentra el origen de la referencia.) y se dejé macerar por 1
semana. Después de una semana (Figura 16jError! No se encuentra el origen de
lareferencia.), se filtré por gravedad y el liquido se evaporé a temperatura ambiente
hasta obtener el extracto crudo. El tiempo de proceso total fue aproximadamente de

2 semanas.

Figura 13. Hoja de Neem

Fotografia que muestra un recipiente con las hojas del Neem recolectadas.
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Figura 14. Pesaje de las hojas de Neem

En la figura se muestra el peso exacto de las hojas de Neem ya pulverizadas.

Figura 15. Soluto y solvente

En la figura se muestra 130g de Neem pulverizado y 50 ml de etanol al 96%.
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Figura 16. Maceracion del Neem

En la figura se muestra la mezcla del polvo obtenido del Neem con el etanol al 96%.

Se rotuld correctamente y se cerré herméticamente para evitar la evaporacion del
etanol. Se dej6é reposar una semana a temperatura ambiente y en la obscuridad

(Figura 17iError! No se encuentra el origen de la referencia.).

Figura 17. Rotulacién de la preparacion

Frasco cubierto de aluminio para impedir la afectacion de los rayos UV a la mezcla.
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VIII. MATERIALES Y METODOS
8.4.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA

Se realiz6 el método propuesto por Yang y cols. (2005) y Suwalsky y cols. (2015)
modificado (46).

1.Se obtuvieron 5 ml de sangre por puncién venosa en un tubo azul con citrato de
sodio (Figura 18).

Figura 18. Muestra sanguinea

Muestra sanguinea obtenida depositada en un tubo con citrato de sodio.

2. Los glébulos rojos se separaron por centrifugacién a 3 000 rpm durante 5 minutos
(Figura 20,Figura 20). El paquete celular fue lavado tres veces con solucion salina
al 0.9% (Figura 21).
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Figura 19. Centrifuga

Fotografia de la centrifuga utilizada, Thermolsher Scientific CL2.

Figura 20. Globulos rojos centrifugados
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La figura muestra la separacion de los globulos rojos del plasmay glébulos blancos

por centrifugacion.

Figura 21. Glébulos rojos lavados

La figura representa el ultimo lavado que se realizé a los eritrocitos con solucion

salina a 0.9%.

3. Se prepard una suspension de glébulos rojos al 4 % (4,5X105 - 4,8X10s
células/pL) con solucion salina al 0.9% (Figura 22Figura 23, Figura 23).

4. Agua destilada y solucion salina fueron utilizados como control positivo y negativo

respectivamente (Figura 24).
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Figura 22. Eritrocitos al 4%

Se tomaron 5 ml de eritrocitos a los que se agregaron 12.5 ml de solucion salina al

0.9% para producir una concentracion del 4% de los eritrocitos lavados.
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Figura 23. Muestras de Eritrocitos

En laimagen se puede observar la muestra de eritrocitos lavados y la suspensién de

eritrocitos al 4%.
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Figura 24. Soluciones de prueba

Agua destilada, solucion salina e NaOCI al 5.25% fueron utilizados como puntos de

comparacion en la experimentacion.

5. Preparacion de la placa de 96 pocillos:

a) Se colocaron 100 pL de solucion salina al 0.9% en las columnas 1y 2 hasta
la fila Fydela4alal2 hastalafila C.

b) Se coloc6 100 uL de agua destilada en la columna 3 hasta la fila F.

c) Se agregaron 100 pL del extracto etandlico de Neem (Figura 25) en las
celdas A4, B4 y C4. Posteriormente se llevo a cabo la dilucion en serie hasta
la columna 12.

d) De igual manera se agregé NaOCI al 5.25% en las celdas D4, E4 y F4,
realizando la dilucion en serie hasta la columna 12.

e) Finalmente se depositaron 50 uL de eritrocitos al 4% en cada uno de los
pocillos (Figura 26).
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f) Todo el experimento se llevé a cabo por triplicado para tener mayor certeza
de los resultados (Figura 27).

g) Lafila G se utilizé para medir la absorbancia del extracto etandlico del Neem
y sus diluciones sin globulos rojos.

Figura 25. Extracto etandlico de Neem

Fotograifa de la muestra del extracto etan6lico de Neem elaborado en el laboratorio
de bioquimica.
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Figura 26. Proceso de pipeteo

La fotografia muestra el proceso de colocacion de las soluciones a diferentes

diluciones en la placa de 96 pocillos.
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Figura 27. Distribucién de las soluciones

Representacion esquematica de la distribucién de las soluciones de prueba en la
placa de 96 pocillos.

La solucion salina se determind como blanco (SS), la dilucion de glébulos rojos en
solucién salina como grupo negativo (SS + GB) y la dilucién de glébulos rojos en
agua destilada como grupo positivo (H20 + GB). La dilucion de glébulos rojos en el
extracto etanolico de Neem (Neem + GB) y en NaOCl (NaOCl + GB) como

soluciones a comparar y por ultimo el extracto de Neem aislado (Neem) (Figura 28).
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Figura 28. Placa de 96 pocillos lista para leerse en el lector multipozo.

Fotografia de la placa de 96 pocillos una vez finalizado el proceso de evaluacion en
el cual se colocaron las diferentes soluciones de prueba.

6. Se midio la absorbancia a 430-600 nm, en el lector multipozo (Figura 29).

Figura 29. Lector de microplaca
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Se utiliz6 un lector de microplaca Mindray MR-96A para analizar la actividad

hemolitica de las soluciones de prueba.

7. Se colocaron muestras de las diluciones en portaobjetos, se agregé tincion de
Wright, se realizé el barrido de la muestras y se cubrieron con cubreobjetos para la
observacién con microscopio 6ptico con objetivo 100x (inmersidn) y aumento total
x1000 (Figura 30).

Figura 30. Microscopio 6ptico

Fotografia del microscopio 6ptico utilizado, modelo Primo Star de la marca Zeiss.

8.5. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los resultados se llevo a cabo empleando el método de

Andlisis de Varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés) bidireccional con el
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programa estadistico IBM SPSS. La diferencia fue considerada como significativa a
p < 0.05.
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IX. RESULTADOS

9.1. Analisis visual

La placa de microtitulacion o microplaca es una placa con multiples pocillos que se

utiliza como pequerios tubos de ensayo.

En los resultados del andlisis visual de la placa de 96 pocillos se puede determinar
que el Neem es toxico hasta la concentracion de 1:4 (celda A6), permitiendo la
acumulacion de los eritrocitos (formacion de un botén rojo) en el fondo de los

pocillos de las subsiguientes concentraciones.

Figura 31. Placa de 96 pocillos

Fotografia que exhibe el resultado visual final de las diluciones realizadas para
evaluar la citotoxicidad del extracto etandlico de Neem comparado con el NaOCI.
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Figura 32. Placa de 96 pocillos vista contra la luz.

Fotografia que muestra la formacion de “botones rojos” en el fondo de algunos
pocillos, indicativo de aquellas diluciones que no producen la hemolisis de los

glébulos rojos.

9.2. Analisis microscépico

€ép

& S :
| ® o 00
'." ® e ® ‘o

& " o
LY P © ‘\.‘3 ’ o ®
pny .3 B

()
e - "‘ @

Figura 33. Solucion salina / Glébulos rojos
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Imagen microscépica correspondiente al pocillo A2 de la placa de 96 pocillos, en la
que se muestra el comportamiento de los glébulos rojos al diluirse en solucion

salina; las células sanguineas se observan en tamafio, color y forma normales.

Figura 34. Agua destilada / Glébulos rojos

Imagen microscoépica correspondiente al pocillo A3 que representa la dilucién de los
glébulos rojos en agua destilada; se puede apreciar afectaciéon de laintegridad de los
eritrocitos ya que se observa dilucién de la concentracién de la hemoglobina
presente en las células sanguineas, volviéndolas redondas y palidas, sin embargo,

no son destruidas.
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e ¥

Figura 35. Extracto etandlico de Neem 1:1 / Globulos rojos

Imagen microscoOpica respectiva al pocillo A4 que muestra la dilucion de glébulos
rojos en el extracto etanélico de Neem a una concentracion de 1:1 (100 uL). Se puede
evaluar como algin componente del Neem produce laaglomeracion de los eritrocitos

parcialmente degradados y sus membranas como corpusculos tefiidos.

Figura 36. Extracto etandlico de Neem 1:8 / Gl6bulos rojos

Imagen microscopica del pocillo A7 correspondiente a la dilucion 1:8 del extracto

etandlico de Neem en solucion salina sobre glébulos rojos. En laimagen se muestra
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una menor aglomeracion y destruccion de células comparado con las

concentraciones anteriores.

Figura 37. Extracto etandlico de Neem 1:256 / Glébulos rojos

La imagen microscopica respectiva a la celda A12 muestra la dilucion 1:256 del
extracto etandlico de Neem en solucién salina sobre glébulos rojos. En laimagen se
puede apreciar la estructura completa de las células sanguineas y por lo tanto un

menor porcentaje de lisis.
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Figura 38. NaOCI al 5.25% 1:1/ Gl6bulos rojos

Representacion microscopica de la celda D4 en la que glébulos rojos fueron
expuestos a NaOCl al 5.25% a una concentracién de 1:1 en solucién salina,
produciéndose la destruccién completa de las células sanguineas al primer contacto.

Figura 39. NaOCl al 5.25% 1:8 / Globulos rojos
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Imagen microscopica de la exposicion de 100 pL de glébulos rojos a NaOCI a una
dilucién de 1:8, en solucién salina, en la cual se puede observar la ruptura de las

membranas de las células sanguineas quedando como artefactos o “sacos vacios”.

Figura 40. NaOCl al 5.25% 1:256 / Glébulos rojos
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Imagen microscoépica correspondiente alaexposicion de glébulos rojos con lamenor
concentracién de NaOCI que se manejo en laexperimentacion (1:256), la cual produjo
la contraccion de las células sanguineas, corroborando un proceso de hemolisis al

no existir la presencia de hemoglobina.

Figura 41. Extracto etandlico de Neem 1:1

Imagen microscopica de la dilucién 1:1 del extracto etandlico de Neem en solucion
salina, en la que se puede observar una composicion de artefactos que no son

pigmentados con los colorantes de muestra.

9.2.1. Comparacion de las observaciones microscépicas del extracto

etandlico de Neem y el NaOCI al 5.25%
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Figura 42. Dilucion de 1:1.

Comparacion de la observacion microscépica del frotis de glébulos rojos expuestos
aunadiluciéon de 1:1. A) Extracto etan6lico de Neem. B) NaOCI al 5.25%

Figura 43. Dilucion de 1:8

Comparacion de la observacion microscépica del frotis de glébulos rojos expuestos
aunadilucién de 1:8. A) Extracto etan6lico de Neem. B) NaOCI al 5.25%.
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Figura 44. Dilucién de 1:256

IX. RESULTADOS

Comparacion de la observacion microscépica del frotis de glébulos rojos expuestos
a unadilucién de 1:256. A) Extracto etandélico de Neem. B) NaOCI al 5.25%.

9.3. Analisis espectrofotométrico y estadistico

El sistema optico del lector multipozo utiliza fibras que suministran luz a los pozos

de la microplaca que contienen las muestras. La luz emitida por el lector de

microplaca pasa por la muestra y su sistema de deteccién amplifica la luz desde la

muestra y determina su absorbancia. De esta manera al medir la absorbancia de la

hemoglobina libre en el sobrenadante determinamos el porcentaje de hemdlisis.

Estos valores fueron analizados mediante el programa estadistico IBM SPSS

arrojando los resultados que se muestran a continuacion (Tabla 4):

Extracto etandlico de Neem

NaOCl al 5.25%

Diluciones
1:1
1:2
1:4
1:8
1:16
1:32
1:64
1:128
1:256

Media
487
4640
.8073
1.2930
1.5557
1.6673
1.5787
1.4193
1.4093

Desv estandar
.03907
.28608
.18681
.15301

.6837

13467
10751
.10163
.03293

Media
.0467
.0323
.1043
.3193
.9297
.9290
1.4903
1.4647
1.6070

Desv estandar

.02548
.00321
.04879
.16406
.07939
.13061
.28679
29140
.04557
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Tabla 4. Media con desviacién estandar

En la tabla se muestra la media y desviacidén estandar de la absorbancia de cada una

de las diluciones del extracto etan6lico de Neem y el NaOCI al 5.25%.

ACTIVIDAD HEMOLITICA

=—4—Neem === NaOC|

1.8
1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

ABSORBANCIA

1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
DILUCIONES

Grafica 3. Actividad hemolitica inmediata

Grafica representativa de la absorbancia del extracto etandlico de Neem a
comparacion del NaOCI.

ACTIVIDAD HEMOLITICA

e=f==Neem «==fil==NaOCl

1.8
1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

ABSORBANCIA

1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128  1:256
DILUCIONES
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Gréfica 4. Actividad hemolitica a las 24 horas

Resultado de la lectura de microplaca a las 24 horas, tanto el extracto etanélico de
Neem y el NaOCI al 5.25% presentan cambios en las diluciones mas altas y bajas

mientras se mantiene similar en las diluciones de 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 y 1:64.

ABSORBANCIA
1.8
1.6
< 14 T T T
@)
2 1.2
3 1
8 0.8
O 06
< 04
0.2 1 1 1
0 — - [ ]
1:1 1:2 1:4 1:16 1:32 1:64 = 1:128  1:256

B Neem 0.487 0464 | 0.8073 1.293 1.5557 1.6673  1.5787 1.4193 1.4073
ENaOCl 0.0467 | 0.0323 0.1043 0.3193  0.9297 0.929 @ 1.4903 1.4647 @ 1.607
DILUCIONES

Gréfica 5. Comparacion de la absorbancia del extracto de Neem contra el NaOCI al 5.25%

Las barras representan el promedio de absorbancia de cada unade las diluciones del
extracto etandlico de Neem y del NaOCI al 5.25% y las lineas verticales representan

la desviacion estandar.
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0.4 ENaOCl
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Gréfica 6. Absorbancia de todos los grupos

Comparacion gréafica de la absorbancia contra dilucién y tiempo correspondientes a
las soluciones de prueba. Las barras representan el promedio de absorbancia de

cada uno de los grupos y las lineas verticales representan la desviacion estandar.

En la Gréfica 6 se muestran los resultados de absorbancia de la solucién salina (SS)
gue se tomd como blanco), glébulos rojos diluidos en solucion salina (SS + GR)
como control -, glébulos rojos en agua destilada (H20 + GR) como control +, la
media total de dilucién del extracto etandlico de Neem y la media total de la dilucion
de NaOClI al 5.25%. En la que se puede observar que el grupo que presenté mayor
absorbancia fue el de la dilucion de globulos rojos en agua destilada debido a la
hemolisis que produjo, a comparacion con el NaOCIl al 5.25% que aparte de
hemolizar a los glébulos rojos decolor6 por completo la hemoglobina.
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X. DISCUSION

La terapia endododntica se basa principalmente en la eliminacion de estimulos
potencialmente nocivos del sistema de conductos radiculares, y la dinamica de la
irrigacion juega un papel muy importante durante el tratamiento debido a su
actividad antimicrobiana (48).

El hipoclorito de sodio es el irrigante endodontico mas utilizado debido a sus
multiples cualidades, sin embargo, también tiene importantes desventajas como
producir alguna reaccion alérgica, toxicidad tisular, tincién de instrumentos, irritacion
del tejido periapical, e incapacidad para eliminar la capa de frotis y posee un olor y
sabor indeseables (10). De igual manera, su variante, la clorhexidina, tiene el
inconveniente del olor y sabor, toxicidad tisular y adicionalmente cuando se mezcla

con NaOCI, produce un producto cancerigeno, la paracloroanalina (22).

Por esta misma razon, se ha planteado la busqueda de nuevas soluciones de

irrigacion alternativas.

Durante miles de afos, los seres humanos han estado utilizando remedios a base
de hierbas para curar y prevenir diversas enfermedades. De muchos productos
herbolarios, el Neem tiene numerosas propiedades que han promovido su uso tanto

en el campo médico como dental (28).

Estudios realizados por Ghonmode y cols. en 2013 (38), Chandrappa y cols. en
2015 (42), Babaji y cols. en 2016 (40), asi como, Priya y cols. en 2017 (41), han
comprobado que el extracto acuoso y etandlico de Neem, utilizado como irrigante,
posee una actividad antibacteriana similar a la del NaOCI. De igual manera, en el
2021, Natarajam y cols. en la Universidad Autbnoma de Baja California, propusieron
hacer un cotejo del efecto antimicrobiano del extracto etandélico de Neem comparado
con el NaOCl al 5.25% contra los microorganismos mayormente encontrados en las
infecciones endodonticas: E. faecalis y C. albicans (45), confirmando asi los

resultados obtenidos por los autores anteriores.
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El proceso de irrigacion de los conductos radiculares conlleva un riesgo de extrusion
del irrigante en los tejidos periapicales, que puede estar asociado con dolor,
hinchazén y dafo tisular (15). La citotoxicidad tisular es, por lo tanto, una
preocupacion importante al elegir un irrigante endodontico para el tratamiento de

conducto radicular.

Las investigaciones previas han documentado varios métodos para evaluar la
citotoxicidad de los irrigantes endodonticos; Pashley y cols. en 1985 evaluaron la
citotoxicidad del NaOCI mediante la hemoglobina corpuscular media de los glébulos
rojos (49). Por otro lado, Zhang y cols. en 2003 y Faria y cols. en 2007 evaluaron la
citotoxicidad de la CHX y el MTAD respectivamente, utilizando fibroblastos L929
(50,51).

Con respecto al Neem, la literatura menciona que Arévalo y cols. en 2018 evaluaron
la citotoxicidad mediante un ensayo de MTT en el que los resultados mostraron que
el extracto acuoso del Neem no produjo efectos adversos en las lineas celulares
MDCK (Madin Darby Canine Kidney) a bajas concentraciones (47).

El presente estudio experimental analizé la citotoxicidad del extracto etandlico de
Neem mediante la comprobacion de hemolisis de los glébulos rojos, estos fueron
elegidos como modelo biolégico para evaluar los efectos citotoxicos ya que estas
células se pueden aislar facilmente utilizando un procedimiento menos invasivo y
permite medir la hemoglobina intracelular mediante un andlisis visual, microscépico,
a través de la observacion del frotis tefiido, y el andlisis espectrofotométrico de una
manera sencilla y factible.

Los resultados permitieron determinar que a altas concentraciones el extracto
etandlico de Neem tiene menor viabilidad, ya que produjo la aglomeraciéon de los
glébulos rojos parcialmente degradados, mientras que el NaOCI los destruyd por

completo.

Las membranas de globulos rojos son barreras semipermeables y el gradiente

osmotico establecido a ambos lados de la membrana hace que el fluido fluya dentro
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y fuera de las células. La cantidad de presion osmotica depende de la diferencia
entre las concentraciones de iones no utilizables a cada lado de la membrana.
Cuando las células se someten a una solucion hipertonica, sufren un rapido flujo
osmotico de agua que conduce a la crenacion y finalmente al colapso. Por otro lado,
en solucidn hipotdnica, las células se hinchan y lisan liberando los constituyentes
de las células en el medio de suspension (48).

En el caso del NaOCI, este se disocia en ion hipoclorito y acido hipocloroso que
genera radicales superoxido que causan lesion oxidativa y muerte celular, causando

la mayor toxicidad (48).

El porcentaje de hemdlisis.obtenido al medir la absorbancia de la hemoglobina libre
en el sobrenadante determind que el extracto etandlico de Neem y el NaOCI al
5.25% en las diluciones de 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32 presentan diferencia
estadisticamente significativa. Por lo cual, se puede decir que tienen un efecto
citotoxico similar, a diferencia de los resultados obtenidos por Sadashiv y cols. en el
2019, en el que evaluaron la citotoxicidad del extracto etandlico del Neem mediante
la hemoglobina corpuscular media de los eritrocitos adquiridos a partir de muestras
sanguineas, el cual mostr6 toxicidad tisular significativamente menor en

comparacion con el NaOCly la CHX (48).

Nuestro analisis visual y microscépico fue similar a los resultados documentados
por estos autores, en el que se demostrd que el extracto etandlico del Neem afecto
la integridad de los eritrocitos en todas las diluciones, sin embargo, no fueron
destruidos por completo (Figura 42Figura 43Figura 44).

Los glébulos rojos, a la dilucion minima de 1:256 en NaOCI al 5.25%, se observaron
contraidos y decolorados, comprobando asi un proceso de hemolisis al no existir
presencia de hemoglobina, similar a los hallazgos documentados por Pashley y cols.
quienes informaron que el NaOCI al 5,25%, en la dilucion de 1:1000, causoé
hemolisis completa de globulos rojos in vitro (49).
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Asi mismo, analogo al resultado de Arévalo y cols. se confirmd que existe una

correlacion indirecta entre la concentracion del irrigante y la viabilidad celular (47).
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XI. CONCLUSIONES

Se observé una disminucion de la actividad hemolitica, a medida que disminuye la

concentracion de los extractos evaluados.

En el andlisis visual y microscopico ambas soluciones, el extracto etandlico de
Neem y el NaOCI al 5.25%, causaron efectos perjudiciales en los glébulos rojos.
Especificamente en las diluciones de 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32, las soluciones presentan
diferencia estadisticamente significativa. Por lo cual, se concluye que el extracto
etandlico de Neem y el NaOCl al 5.25% tienen un efecto similar a las

concentraciones presentes en dicha dilucién.

Se espera que a futuro se logre ampliar la informacién sobre medicina tradicional
gue actualmente es escasa. Se requiere mayor investigacion con respecto a la
citotoxicidad del extracto crudo del Neem, de cada uno de sus componentes activos

presentes y también estudios de las reacciones adversas.
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XIl. RECOMENDACIONES

Realizar ensayos de citotoxicidad con un mayor numero de réplicas que

permitan obtener resultados con mayor grado de confiabilidad.
Evaluar si el extracto etandlico de Neem posee propiedades descalcificantes.

Evaluar la profundidad de penetracion del extracto etandélico de Neem en los
tubulos dentinarios.

Evaluar la actividad antiadherente del extracto etandlico de Neem contra los

microorganismos.

Evaluar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Neem en 6rganos

dentarios.

Evaluar si existe alguna interaccion entre el extracto etanélico de Neem con
el NaOCI, CHX o EDTA al combinarlos.
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