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I. RESUMEN

|. RESUMEN

Introduccion: EI tratamiento de conductos requiere del uso adecuado de
medicacion intraconducto que reduzca o elimine de manera efectiva las bacterias.
Actualmente, el hidroxido de calcio (Ca(OH)2) es considerado el medicamento
intraconducto mas favorable, siendo una de sus principales fortalezas su actividad
antibacteriana. Sin embargo, se ve limitada su accién contra microorganismos que
forman biopelicula debido a que su matriz extracelular (ECM, por sus siglas en
inglés) actia como barrera contra el medicamento. En este estudio, se propone a la
N-acetilcisteina (NAC) como un farmaco de asociacién con Ca(OH)2, debido a su
principal mecanismo de accién que consiste en reducir la produccién de
polisacaridos extracelulares, alterando asi el biofilm bacteriano, disminuyendo la
carga bacteriana y aumentando la tasa de éxito del tratamiento de conductos.
Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana de mezclas de hidroxido de calcio:N-
acetilcisteina en distintas proporciones por ensayos in vitro. Metodologia: Pruebas
de difusion en agar y difusién en caldo, utilizando discos de papel con mezclas de
Ca(OH)2:NAC en proporciones 1:1, 1:0.6 y 1:0.3 (n=3) como medicacion
intraconducto. Se estudi6 la actividad antibacteriana a partir de la incubacion del
in6culo E. faecalis en cajas Petri con agar Miller-Hinton y en tubos de hemdlisis con
Infusion Corazon Cerebro. Se evalué cada una de las muestras empleando el
método de Andlisis de la Varianza (ANOVA) de un factor en conjunto con los analisis
post hoc de Tukey y Bonferroni. La diferencia estadistica fue considerada como
significativa a p < 0.05. Resultados: Se observo que la incorporacién de NAC a las
mezclas tuvo influencia en su actividad antibacteriana, demostrandose valores
crecientes en este parametro con su proporcion en la formulacion. En particular, la
mezcla con proporcion de 1:1 se destac6 como aquella con la mayor actividad
antibacteriana. Conclusiones: La actividad antibacteriana de las mezclas
Ca(OH)2:NAC se valido como moderada con respecto a los controles positivos de
antibidticos, tanto en ensayos de contacto directo como de difusion en caldo, con

diferencia estadisticamente significativa en la generalidad de los casos (p < 0.05).
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2.1. ENDODONCIA

La endodoncia es la rama de la odontologia que se encarga de estudiar la
morfologia, fisiologia y patologia de las cavidades dentarias coronal y radicular, que
contienen la pulpa dental y, a su vez, trata las afecciones del complejo dentinopulpar
y de la region periapical (1). La pulpa dental, es un tejido conectivo altamente
inervado y vascularizado, que se encuentra dentro de una estructura dental
mineralizada y desempefia una funcion crucial en la homeostasis y la sensacion del
organo dental. Para poder conservar esta estructura mineralizada, es necesario el

tratamiento de conductos, que constituye la parte fundamental de la endodoncia (2).

El tratamiento de conductos consiste en la eliminacién de la pulpa dental mediante
una secuencia de pasos que intervienen en el control de la infeccion endodontica e
incluyen la limpieza, conformacion, descontaminacion y la obturacion del sistema
de conductos radiculares con el objetivo final de eliminar las bacterias y, por lo tanto,
la periodontitis apical. Las bacterias se pueden clasificar o dividir segun su
localizacion anatémica, asi como el momento en que los microorganismos entran

en el sistema del conducto radicular (3).

2.2. TIPOS DE INFECCIONES ENDODONTICAS

La mayoria de las bacterias implicadas en las infecciones endoddnticas son
habitantes normales de la microbiota oral que toman ventaja de los cambios que se
producen en el equilibrio en la relacion huésped-bacterias, transformandose en
patdgenos oportunistas y generando infecciones enddgenas. Estas pueden ser
dentro o fuera del apice radicular, conocidas como infecciones extrarradiculares e

infecciones intrarradiculares (4,5).



ll. INTRODUCCION

La infeccion extrarradicular se origina a partir de una colonizacién bacteriana a los
tejidos perirradiculares inflamados, se caracteriza por ser una secuela de una
infeccion intrarradicular, sin embargo, puede ser dependiente o independiente de la
infeccion intrarradicular (4). Por otra parte, la infeccidn intrarradicular se origina a
partir de microorganismos que colonizan el sistema de conductos, y se puede
subdividir en tres categorias (infeccidén primaria, infeccion secundaria e infeccién
persistente) que implica el momento en donde los microorganismos entran en el

sistema de conductos (4).

2.2.1. Infeccién primaria

Es causada por microorganismos que invaden y colonizan el tejido pulpar necrético,
también conocida como infeccion inicial. Los microorganismos que participan
pueden haber estado involucrados desde la primera fase de la invasion pulpar,
mediante una lesién cariosa, traumatismo o procedimiento restaurativo que
posteriormente termina en una necrosis pulpar (Figura 1) (5). Se caracterizan por
tener una variada comunidad de bacterias anaerobias, de entre 10 a 20 especies
por conducto infectado, siendo el tamafio de la lesién apical proporcional a la
cantidad de especies bacterianas. Las especies que se identifican con mayor
frecuencia en una infeccién primaria son Porphyromonas, Prevotella, Tannerella,
Fusobacterium, Dialister, Veillonella, Campylobacter y Treponema (bacterias
gramnegativas), ademas de Filifactor, Pseudoramibacter, Actinomyces,
Peptostreptococcus, Olsenella, Streptococcus y Parvimonas (bacterias

grampositivas) (4,6).
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Figura 1. Proceso de necrosis pulpar a partir de una lesién cariosa

En la figura 1 se muestra el proceso de inflamacién, necrosis e infeccion de la pulpa a partir
de la exposicion de una lesion cariosa, resultando en la formacién de una periodontitis apical

4).

2.2.2. Infeccidn secundaria

Es causada por microorganismos que no estuvieron presentes durante la infeccién
primaria, pero invadieron los conductos radiculares después de la intervencion del

clinico, ya sea durante el tratamiento, entre las citas o una vez finalizado. Para que
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suceda una infeccion secundaria, es necesario que los microorganismos
sobrevivan, se adapten y proliferen, siendo la principal caracteristica de la infeccién
secundaria una lesién apical que aparece después del tratamiento de conductos
(4,6).

2.2.3. Infeccidn persistente

Es causada cuando los microorganismos presentes en la infeccion primaria o
secundaria de alguna manera se resisten a los procesos antimicrobianos que se
llevaron a cabo durante el tratamiento de conductos y persisten a pesar de periodos
de privacibn de nutrientes. Los microorganismos que destacan son los
grampositivos facultativos o anerobios como Actinomyces, Propionibacterium,
Enterococcus faecalis (E. faecalis) y Olsenella. Los dientes previamente tratados
endoddnticamente con una infeccidn persistente pueden tener entre 1 a 5 especies
de bacterias por conducto cuando el tratamiento fue adecuado, si fue inadecuado
pueden tener de 10 a 30 especies por conducto, formando una biopelicula, siendo
el E. faecalis la especie més frecuente, hasta en un 90% de los casos (4,6,7).

2.3. BIOPELICULA

Las bacterias en el sistema de conductos pueden estar presentes de dos maneras,
ya sea en estado plancténico o a manera de biopeliculas. La biopelicula o biofilm,
es una condensacion de capas delgadas de microorganismos (bacterias, hongos,
protozoos) incrustados en una matriz polimérica de produccion propia sobre
cualquier sustrato superficial organico o inorganico (7-9). Algo a destacar, es que
los organismos en las biopeliculas asumen un potencial patégeno mas fuerte que
los microorganismos que estan en estado planctonico, esto debido a su estructura,
que brinda una proteccion y mayor resistencia a cualquier influencia externa. Estas
agregaciones bacterianas son la causa de la periodontitis apical resistente a la
terapia de conductos. También existe evidencia que muestra que los
microorganismos cultivados en biopeliculas podrian ser de dos a mil veces mas

resistentes que los correspondientes a la forma plancténica. En las infecciones

5
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persistentes, donde la biopelicula esta presente, se han identificado principalmente
bacterias anaerobias facultativas siendo las mas frecuentemente encontradas
Campylobacter rectus (C. rectus) y Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum),
especies de Propionibacterium predominando Propionibacterium propionicum (P.
propionicum) y Propionibacterium acnes (P. acnes), especies de Prevotella o
bacterias gram positivas como Streptococcus anginosus (S. anginosus),
Streptococcus sanguinis (S. sanguinis), Streptococcus oralis (S. oralis),
Streptococcus mitis (S. mitis), Streptococcus gordonii (S. gordonii), especies de
Actinomyces como Actinomyces odontolyticus (A. odontolyticus) y Actinomyces
israelii (A. israelii), especies de Lactobacillus como Lactobacillus paracasei (L.
paracasei) y Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus), finalmente, especies de
Enterococcus, especialmente E. faecalis, que destaca de todas las anteriormente

mencionadas (7,10).

e
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Figura 2. Biopelicula bacteriana

En la figura 2 se muestra la presencia de la biopelicula bacteriana en las paredes internas
del conducto radicular en sus diferentes tercios (11).
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2.3.1. Enterococcus faecalis

La principal causa de fracaso endododntico es la supervivencia de microorganismos
en el sistema de conductos radiculares. El E. faecalis es un microorganismo
asociado con diferentes formas de enfermedad perirradicular, incluidas infecciones
endododnticas primarias e infecciones persistentes que desempefia un papel
importante en la etiologia ya que puede sobrevivir dentro del conducto radicular
como un solo organismo 0 como un componente principal de la microflora, y es el
mas comunmente recuperado del conducto radicular. Se encuentra en del 4 al 40%
de las infecciones endoddnticas primarias, mientras que en las infecciones
endodonticas persistentes ha demostrado una prevalencia que oscila entre el 24 y
el 77% (12-14).

2.3.1.2. Morfologia y caracteristicas

Los Enterococcus son cocos grampositivos, anaerobios facultativos con forma
ovoide que poseen la capacidad de crecer en presencia 0 en ausencia de oxigeno,
viven en grandes cantidades formadoras de colonias de manera natural en el
intestino humano sin causar dafio al huésped, ademas de encontrarse en el tracto
genital femenino y en menor frecuencia en la cavidad bucal (13,15). En la actualidad
existen 23 especies diferentes de enterococos, en general caracterizandose por
sobrevivir en ambientes hostiles, en donde el pH alcalino es muy alto y la
concentracion de sal, ademas de resistir diferentes sustancias como detergentes,
etanol, sales biliares, entre otros. Catabolizan una variedad de fuentes de energia
gue incluyen carbohidratos, lactato, glicerol, malato, citrato, arginina y cetoacidos.
Pueden crecer en un intervalo de entre 10 a 45 °C y sobrevivir hasta a 60 °C durante
aproximadamente 30 minutos. Diferentes estudios han demostrado la capacidad
gue tiene el E. faecalis para trasladarse desde el sistema de conductos hasta los

ganglios linfaticos submandibulares (13,16).
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2.3.1.3. Factores de supervivencia y virulencia

El E. faecalis posee ciertos factores de virulencia que incluyen enzimas liticas,
citolisina, sustancias de agregacion, feromonas y acido lipoteicoico. Se adhiere a
las células huésped, expresando proteinas que le permiten competir con otras
células bacterianas, alterando asi, las respuestas del huésped (13,14). Ademas, es
capaz de suprimir la accion de los linfocitos, contribuyendo potencialmente al
fracaso endododntico (17). También es capaz de compartir rasgos de virulencia entre
especies, lo que contribuye ain mas a su supervivencia y a su capacidad de causar
enfermedad, de igual manera, tiene la capacidad de habitar los tabulos dentinarios
soportando periodos de inanicion hasta que tenga disponible algin suministro
nutricional, y una vez que lo tiene, utiliza el suero que se origina del hueso alveolar
y del ligamento periodontal para poder recuperarse. En conjunto, estos factores
pueden o no contribuir a que las caracteristicas innatas del E. faecalis causen
enfermedades (13,18). Es la Unica especie que ha sido ampliamente estudiada por
su capacidad para formar biopeliculas ya que puede hacer una biopelicula bien
organizada que puede resistir el proceso de curacion e inducir la precipitacion de
hidroxiapatita en una biopelicula madura para formar una biopelicula calcificada
(19). Se ha demostrado, que el E. faecalis puede resistir al hidroxido de calcio
(Ca(OH)2) durante mas de diez dias, teniendo la posibilidad de formar una
biopelicula que resiste la fagocitosis, anticuerpos y antimicrobianos; esto se debe a
la penetracién de iones en su membrana que amortigua el pH, ademas de su
capacidad de movilizar protones a su interior, proporcionando un medio adicional
para mantener su pH y, por lo tanto, su homeostasis (20). Para que el E. faecalis
pueda desarrollar en la dentina del conducto radicular una biopelicula, se necesitan
tres etapas (21,22). La primera etapa, consiste en que las microcolonias se forman
a medida que las células del E. faecalis se adhieren a la superficie de la dentina del
conducto radicular. Posteriormente, la segunda etapa es la disolucion mediada por
bacterias de la fraccion mineral del sustrato que conduce a un aumento en los iones

calcio y fosfato, generando una calcificacién de la biopelicula del microorganismo.
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Finalmente, en la etapa tres, debido a la interaccion entre las bacterias y los
productos metabdlicos de la dentina, la biopelicula se mineraliza (23). Es por esto,
gue las biopeliculas tienen una relevancia clinica particular, ya que los esfuerzos
para su eliminacién deben incluir un tratamiento mecéanico y quimico, ademas de
una medicacién intraconducto, debido a la compleja anatomia del sistema de
conductos radiculares (4).

2.4. MEDICACION INTRACONDUCTO

La medicacion intraconducto consiste en la aplicacion tépica de medicamentos
dentro del sistema de conductos con la intencion de lograr efectos terapéuticos
locales, complementando la desinfeccion del sistema de conductos radiculares
(4,24,25). En dientes que presentan periodontitis apical y necrosis pulpar es de
especial relevancia el uso de una medicacion intraconducto, ya que se ha
demostrado que la utilizacién de una medicacién entre citas nos obliga a aumentar
el tiempo de la preparacion quimicomecanica, por lo tanto, resulta ser una estrategia

efectiva para el éxito del tratamiento (26,27).

Los medicamentos pueden ser de diferentes tipos, desde antisépticos, antibibticos,
corticoesteroides; siendo los antisépticos la medicacibn mas empleada en

endodoncia en la actualidad (25).

El objetivo principal de la medicacion intraconducto es entonces, erradicar la mayor
cantidad de bacterias y microorganismos que la preparacion mecanica no logra
eliminar. Para que esto pueda ocurrir, es necesario que el medicamento aplicado

penetre la dentina y logre entrar en contacto directo con los microorganismos (25).

2.4.1. Caracteristicas de un medicamento intraconducto ideal

Una medicacion intraconducto debe poseer ciertas propiedades especificas, entre
ellas destacan la capacidad de eliminar las bacterias persistentes de manera

prolongada tras la preparacién radicular, la reparacién del tejido duro, estabilidad
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dimensional, neutralizacion de residuos remanentes, la reduccion de la inflamacion
de los tejidos periapicales y disminucion del exudado, baja tensién superficial, no
tener una respuesta inmune del organismo y no tefiir la estructura dental, ademas
de minimizar el acceso de las bacterias dentro del conducto a través de una
restauracion temporal. El Ca(OH):2 se ha utilizado ampliamente en endodoncia como
medicamento intraconducto, y se le conoce como el estandar de oro, ya que posee

muchas de las caracteristicas mencionadas (4,28).

2.5. HIDROXIDO DE CALCIO

El Ca(OH)2 fue introducido al campo odontolégico en 1920 por Hermann, como un
material para recubrimiento pulpar. Sin embargo, no tuvo una aplicacién clinica los
25 afios posteriores a su descubrimiento (4,29). EI Ca(OH)2 posee propiedades
biolégicas y antibacterianas importantes, ademas de tener la capacidad para
disolver tejido organico, inactivar las endotoxinas bacterianas, inhibir la reabsorcién
radicular e inducir la formacién de tejido duro, es por esto, que se ha recomendado
a través de los afios para diferentes situaciones clinicas, que incluyen
recubrimientos pulpares directos e indirectos, apicoformacion, apicogénesis,

perforaciones y principalmente como medicacion intraconducto (29).

En endodoncia, su uso comenzd después de una serie de articulos que
documentaban su eficacia antibacteriana, y fue de esta manera, como se extendié

Su uso rutinario entre citas cuando se realiza un tratamiento de conductos (4,30).

2.5.1. Caracteristicas quimicas

El Ca(OH)z es un polvo inoloro blanco que se obtiene por calcinacion del carbonato
de calcio y su transformacion en oxido de calcio. Su formula quimica es Ca(OH)z2 y
tiene un peso molecular de 74.08, tiene baja solubilidad en agua (aproximadamente
1.2 g/l a 25 °C), que disminuye a medida que aumenta la temperatura; ademas tiene
un pH alto (de entre 12.5-12.8) que es insoluble en alcohol. Al tener una baja

solubilidad, nos brinda una buena caracteristica clinica porque es necesario un largo
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periodo para que el Ca(OH)z se vuelva soluble en fluidos tisulares cuando esta en
contacto directo con tejidos vitales (31,32). En el Ca(OH)2, el ion calcio nos brinda
una accion higroscopica, inmunitaria, mitogénica y eleva el umbral para la iniciacion
del impulso nervioso, mientras que el ion hidroxilo produce un aumento del pH,

posee una accion antimicrobiana y un efecto mineralizador (32).

2.5.2. Mecanismos de actividad antibacteriana

La actividad antimicrobiana del Ca(OH)2z esta relacionada con la libracién de los
iones hidroxilos en un ambiente acuoso. Los iones hidroxilos son radicales libres
altamente oxidantes que tienen una alta reactividad, reaccionando a muchas
biomoléculas generando efectos letales en las células bacterianas a traveés de

diferentes mecanismos que seran descritos a continuacion (29).

2.5.2.1. Dafo a la membrana citoplasmatica bacteriana

La membrana citoplasmatica bacteriana posee diferentes funciones que logran la
supervivencia de la célula. Entre ellas destacan la permeabilidad selectiva, el
transporte de electrones y fosforilacion oxidativa en especies aerébicas, excrecion
de exoenzimas, contener enzimas y moléculas transportadoras para la biosintesis
del ADN, polimeros de la pared celular y lipidos de la membrana; ademas de portar
receptores y proteinas de los sistemas quimiotacticos y otros sistemas de
transduccion sensorial. Los iones hidroxilo del Ca(OH)2 inducen la destruccion del
componente estructural fosfolipido de la membrana celular eliminando los &tomos
de hidrégeno de los acidos grasos insaturados, generando un radical lipidico libre,
este radical lipidico libre reacciona con el oxigeno, lo que resulta en la formacién de
un radical peroxido lipidico, que elimina otro atomo de hidrégeno de un segundo
acido graso generando otro peroxido lipidico. Entonces, los peroxidos actian como
radicales libres, iniciando una reaccion en cadena auto catalitica y provocando una
mayor pérdida de acidos grasos insaturados y un dafio extenso de la membrana
(29,33,34).

11
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2.5.2.2. Desnaturalizacion de proteinas

El metabolismo celular bacteriano depende en gran parte de la actividad enzimatica,
las enzimas tienen una actividad y estabilidad 6ptimas en un rango estrecho de pH,
la alcalinizacion proporcionada por el Ca(OH)2 induce la ruptura de los enlaces
iGnicos que mantienen la estructura terciaria de las proteinas; como consecuencia,
la enzima mantiene su estructura covalente pero la cadena polipeptidica se
desenreda al azar en una conformacién espacial variable e irregular, estos cambios
frecuentemente resultan en la pérdida de la actividad bioldgica de la enzima y la
alteracion del metabolismo celular. Adicionalmente, las proteinas estructurales

también pueden ser dafiadas por los iones hidroxilo (35).

2.5.2.3. Dafio al ADN

Los iones hidroxilo reaccionan al ADN bacteriano induciendo la division de las
cadenas donde existe pérdida genética, como consecuencia, la replicaciéon del ADN
se inhibe y se desorganiza la actividad celular. Ademas, los radicales libres pueden

generar mutaciones letales (29).

Por lo tanto, la evidencia cientifica sefiala que pueden ocurrir estos tres tipos de
mecanismos de actividad bacteriana en el Ca(OH)z, sin embargo, no es posible
identificar cuél es el principal implicado en la muerte celular después de la
exposicion a esta sustancia altamente basica. Para que esto se lleve a cabo, es
necesaria la preparacion de una pasta del Ca(OH)z (29,34).

2.5.3. Preparacién de pasta de hidroxido de calcio como medicacién intracondcto

Para poder obtener una pasta de Ca(OH)z, es necesario mezclar el polvo con algun
vehiculo, que puede ser acuoso, viscoso o aceitoso. El vehiculo juega un papel muy
importante en el proceso general de la preparacion de la pasta porque determina la
velocidad de la disociacion ionica que hace que la pasta se solubilice y reabsorba

por los tejidos periapicales y en el interior del conducto radicular (11).

12
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El vehiculo ideal ayudar4 a mantener la consistencia de la pasta sin fraguarse o
endurecerse, mantendra el pH, mejorard su fluidez, permitira la liberacion gradual
de los iones y la difusion a los tejidos y no va a tener un efecto sobre la induccién
de la deposicion de tejido duro, ademas de facilitarle al clinico la preparacion,
colocacion y remocion de la pasta (11,35,36). El vehiculo acuoso esté representado
por sustancias solubles en agua, incluyendo agua, solucién salina, anestésicos
dentales con o sin vasoconstrictor, solucion de Ringer, suspension acuosa de
metilcelulosa o carboximetilcelulosa y solucion de detergente aniénico. Leonardo et
al. afirmaron que una pasta preparada con agua u otro vehiculo acuoso no tiene
buenas propiedades fisicoquimicas debido a que no es radiopaco, es permeable a
los fluidos tisulares y se vuelve soluble, reabsorbiéndose desde el area periapical y
desde dentro del conducto radicular por lo que esto representa un mayor numero

de citas hasta lograr el efecto deseado (36).

Los vehiculos viscosos estan representados por la glicerina, polietilenglicol y
propilenglicol. Algunos vehiculos viscosos también pueden ser solubles en agua,
sin embargo, son menos solubles comparados a los acuosos, esto se puede deber
a su alto peso molecular ya que se minimiza la dispersion del Ca(OH)z en el tejido y
mantiene la accién de la pasta al liberarse los iones a menor velocidad. Es por esto,
gue la pasta con un vehiculo viscoso puede permanecer dentro del conducto
radicular entre 2 a 4 meses aproximadamente, permitiendo menor niumero de citas

para lograr el resultado deseado (36).

Los vehiculos oleosos son sustancias no solubles en agua, como consecuencia,
permiten una mayor difusién de la pasta dentro de los tejidos apicales por un mayor
tiempo, a diferencia de las pastas que fueron mezcladas con un vehiculo acuoso o
viscoso. Los vehiculos oleosos pueden ser el aceite de silicona, el alcanfor (el
aceite esencial del paraclorofenol alcanforado), aceite de oliva, el acetato de
metacresil y algunos acidos grasos como los acidos oleico, linoleico e isoesteérico.
Este tipo de vehiculo tiene un uso limitado, ya que solo se emplea en situaciones

donde se requiere una muy baja liberacion de iones (36). Por lo tanto, los vehiculos
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con caracteristicas hidrosolubles tienen ventajas sobre los vehiculos no
hidrosolubles, por lo que se recomienda mas su uso. Es importante considerar que
para que el Ca(OH)2 pueda ejercer su funcion, es necesario que el conducto esté
bien conformado, seco y con la permeabilidad dentinaria restablecida, es decir,
realizar un lavado final con acido etildiaminotetracético (EDTA), que va a remover
el barrillo dentinario en la entrada de los conductos y permitira la accion adecuada
de la medicacion intraconducto sobre la dentina. Una vez que se realiza este
protocolo, se debe mezclar el Ca(OH)z, con un vehiculo hidrosoluble o acuoso hasta
crear la consistencia de pasta deseada, una pasta espesa que contenga la mayor
cantidad posible de particulas de Ca(OH)2. Para conseguir la maxima efectividad,
ademas de realizar el protocolo mencionado, es importante que el conducto
radicular se llene de forma homogénea hasta la longitud de trabajo al momento de

colocarse como medicacion intraconducto (Figura 3) (11).

Figura 3. Conducto radicular llenado con Ca(OH)-

En la figura 3 se muestra el conducto radicular con Ca(OH); y su difusion a través de los
tubulos dentinarios (11).

14



ll. INTRODUCCION

Sigue sin definirse cuanto tiempo es necesario para que el Ca(OH)2 desinfecte de
manera Optima el sistema de conductos radiculares. Es importante considerar todos
los factores involucrados, Bystrom et al. demostraron que el Ca(OH)2 eliminaba
eficazmente todos los microorganismos cuando se mantenia dentro del conducto
durante 4 semanas. Sin embargo, sigue habiendo variaciones en la evidencia
cientifica en cuanto a la recomendacion del tiempo que el Ca(OH)2 debe estar dentro
del conducto radicular, esto debido a la diversidad de la metodologia que utilizan y
los tamafios de muestras de los estudios. Adicionalmente, el Ca(OH)2 posee

limitaciones importantes a considerar (37).

2.5.4. Limitaciones del hidréxido de calcio

La manipulacién, colocacién y remocién del Ca(OH)2 representa un reto para el
clinico. Para conseguir su maxima efectividad, debe llenarse el conducto radicular
a longitud de trabajo y de manera homogénea, ya que necesita estar en contacto
intimo con las paredes dentinarias. Por otra parte, la remocién del Ca(OH)2 suele
ser incompleta, dejando residuos entre un 20 a 45% en las superficies de la pared
de los conductos, incluso tras una irrigacion copiosa, como consecuencia, el
Ca(OH)2 puede interferir en el sellado de nuestra obturacion radicular y afectar el
éxito de nuestro tratamiento. Ademas, el Ca(OH):2 tiene baja solubilidad y difusion,
por lo que se le puede dificultar alcanzar de manera répida y significativa el pH
necesario para eliminar las bacterias, como la biopelicula, especialmente en
patdgenos como el E. faecalis, por lo que se siguen buscando alternativas
antibacterianas que en combinacion con el Ca(OH)z, logre la erradicacion de estos
microorganismos (4,37).
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2.6. MEZCLAS DE HIDROXIDO DE CALCIO CON N-ACETILCISTEINA COMO

MEDICACION INTRACONDUCTO

2.6.1. N-acetilcisteina

La N-acetilcisteina (NAC, por sus siglas en inglés), es un derivado del aminoacido
L cisteina, es un potente antioxidante, contiene tiol y un agente mucolitico que
rompe los enlaces disulfuro en la mucosa y reduce la viscosidad de las secreciones.
Actualmente, es muy utilizado como tratamiento médico a través de inhalacion, via
oral e intravenosa para la bronquitis crénica, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, intoxicacion por paracetamol, fibrosis quistica, infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana, toxicidad por metales pesados. La NAC tiene un
excelente perfil de seguridad; entre sus propiedades destaca la antiinflamatoria, ya
que inhibe citocinas proinflamatorias; ademas, tiene propiedades antimicrobianas
que disminuyen notablemente la formacion de la biopelicula y la adhesion de las

bacterias a las superficies (8,38,39).

2.6.1.1. Caracteristicas antioxidantes

NAC es un profarmaco de cisteina y un precursor del glutation (GSH) de los
aminoacidos de tres componentes del GSH (glutamato, glicina y cisteina), la cisteina
tiene la concentracion intracelular mas baja que ayuda a eliminar los radicales libres
y unir los iones metalicos en complejos. Se ha reportado que la suplementacion con
NAC aumenta los niveles de glutation, que es el principal antioxidante del cuerpo.
Ademas, el glutatibn es de vital importancia para desintoxicar una variedad de
sustancias, incluidos los xenobidticos (sustancias quimicas ajenas a los sistemas
bioldgicos), compuestos de peréxido y otros radicales libres generando moléculas.
Por tanto, ejerce un profundo efecto protector sobre las células. Debido a que la
NAC posee actividad antiinflamatoria a través de la inhibicion del factor nuclear
kappa-potenciador de la cadena ligera de las células B activadas (NF-kB) y la

modulacién de la sintesis de citocinas proinflamatorias, se ha utilizado para modular
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las enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo y la inflamacion. Aunque
NAC no es un antibiético, posee propiedades antimicrobianas que descomponen
las biopeliculas bacterianas de patdgenos de importancia médica. Estas
caracteristicas hacen que la NAC sea un candidato potencial para el manejo de

enfermedades bucodentales (40,41).

2.6.1.2. Actividad antimicrobiana

Se ha propuesto el uso de NAC como un enfoque antibacteriano alternativo para
controlar el crecimiento de biopeliculas bacterianas en enfermedades humanas.
Diversos estudios in vitro informaron que NAC disminuye la formacion de
biopeliculas por una variedad de bacterias (39). Las sustancias poliméricas
extracelulares (SPEs) en las biopeliculas estdn compuestas principalmente de
polisacaridos, pero incluyen otras moléculas como proteinas, ADN extracelular y
lipidos. El principal mecanismo de accion de NAC consiste en reducir la produccion
de polisacaridos extracelulares, alterando las biopeliculas maduras y reduciendo la
adhesion de bacterias a las superficies. La NAC ha demostrado reducir eficazmente
la formacién de biopeliculas en una variedad de bacterias grampositivas y
gramnegativas de importancia médica, incluidas Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa), Klebsiella pneumoniae (K.pneumoniae), Staphylococcus epidermidis
(S. epidermidis), Staphylococcus aureus (S. aureus) y Escherichia coli (E. coli) (8).
Ya se ha demostrado, que la NAC inhibe el crecimiento de E. faecalis y erradica las
biopeliculas que lo componen (38).
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En este trabajo de investigacion, se plantea un estudio experimental in vitro para
evaluar el efecto de la adicibn de la N-acetilcisteina (NAC) en la actividad
antibacteriana de mezclas hidréxido de calcio:N-acetilcisteina (Ca(OH)2:NAC),

propuestas para ser utilizadas como medicacion intraconducto.
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IV. JUSTIFICACION

Es bien sabido que la matriz extracelular del biofilm bacteriano inhibe la actividad
antibacteriana del Ca(OH)2 en el sistema de conductos. Por lo tanto, es necesario
la busqueda de estrategias que aseguren la actividad antibacteriana del
Ca(OH)2 como medicacion intraconducto. El enfoque propuesto en este proyecto es
la combinacion del Ca(OH)2 con N-acetilcisteina como agente mucolitico para
erradicar la produccion de matriz extracelular del biofilm bacteriano, evaluando la

actividad antibacteriana de las mezclas resultantes a través de ensayos in vitro.
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V. HIPOTESIS

5.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

Las mezclas de hidréxido de calcio:N-acetilcisteina utilizadas como medicacion
intraconducto daran lugar a la mejora del efecto antibacteriano y erradicacion el E.
faecalis, con respecto a la utilizacion de hidroxido de calcio puro.

5.2. HIPOTESIS NULA (HO)

No se encontrara diferencia estadisticamente significativa al comparar el efecto
antibacteriano de las mezclas de hidroxido de calcio:N-acetilcisteina, ni entre ellas
ni con respecto al hidroxido de calcio puro, en cada tiempo estudiado, con un nivel

de confianza del 95%.

5.3. HIPOTESIS ALTERNATIVA (H1)

Al menos una de las mezclas de hidréxido de calcio:N-acetilcisteina presentara
diferencia estadisticamente significativa en su efecto antibacteriano con respecto a
sus homdlogas o con respecto al hidréxido de calcio puro, en cada tiempo
estudiado, con un nivel de confianza del 95%.
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VI. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antibacteriana de mezclas de hidréxido de calcio:N-

acetilcisteina en distintas proporciones por ensayos in vitro.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Preparar mezclas de hidroxido de calcio:N-acetilcisteina en proporciones 1:0.3,
1.06y 11

2) Evaluar la actividad antibacteriana de las mezclas de hidroxido de calcio:N-
acetilcisteina contra Enterococcus faecalis, por ensayos de difusion en agar (24 y
48 h).

3) Evaluar la actividad antibacteriana de las mezclas de hidroxido de calcio:N-

acetilcisteina contra Enterococcus faecalis, por ensayos de difusion en caldo (24 h).

4) Llevar a cabo un andlisis estadistico de los resultados obtenidos.
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VIl. VARIABLES

7.1. VARIABLES INDEPENDIENTES

1. Mezclas de hidroxido de calcio:N-acetilcisteina a diferentes proporciones.

2. Tiempo de incubacién.

7.2. VARIABLES DEPENDIENTES

1. Halo de inhibicion.

2. Porcentaje de bacterias en el caldo.

7.3. OPERACION DE VARIABLES

A las diferentes mezclas de hidroxido de calcio:N-acetilcisteina en proporciones
1:.03, 1:0.6 y 1:1 se les evalud la actividad antibacteriana mediante ensayos in vitro.
Se evaluo la actividad antibacteriana de las muestras obtenidas de cada una de las
mezclas de manera cualitativa y cuantitativa a las 24 y 48 h a través de pruebas de

difusién en agar y a las 24 h a través de difusion en caldo.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1. TIPO DE ESTUDIO

Experimental (in vitro).

8.2. UNIVERSO DE ESTUDIO

Para evaluar la actividad antibacteriana se realizaron dos ensayos: i) ensayo de
difusion en agar y ii) ensayo de difusion en caldo.

Para el ensayo de difusidon en agar se evaluaron tres sistemas y cuatro controles (n
=3):

Sistema 1: Mezcla de Ca(OH)2:N-acetilcisteina en proporcion 1:03.
Sistema 2: Mezcla de Ca(OH)2:N-acetilcisteina en proporcion 1:06.
Sistema 3: Mezcla de Ca(OH)2:N-acetilcisteina en proporcion 1:1.
Control 1: Ca(OH)2.

Control 2: NAC.

Control 3: Agua estéril.

Control 4: Gentamicina.

Para el ensayo de difusion en caldo se evaluaron tres sistemas, cinco controles y

ocho blancos (n = 3):
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Sistema 1. Mezcla de Ca(OH)z:N-acetilcisteina en proporcion 1:03 en caldo de

cultivo inoculado.

Sistema 2: Mezcla de Ca(OH)2:N-acetilcisteina en proporcion 1:06 en caldo de

cultivo inoculado.

Sistema 3: Mezcla de Ca(OH)z:N-acetilcisteina en proporcion 1:1 en caldo de

cultivo inoculado.

Control 1. Ca(OH)2. en caldo de cultivo inoculado.
Control 2: NAC en caldo de cultivo inoculado.
Control 3: Agua estéril en caldo de cultivo inoculado.
Control 4: Gentamicina en caldo de cultivo inoculado.
Control 5: Ampicilina en caldo de cultivo inoculado.

Blanco 1: Mezcla de Ca(OH)2:N-acetilcisteina en proporcion 1:03 en caldo de

cultivo estéril.

Blanco 2: Mezcla de Ca(OH)z:N-acetilcisteina en proporcion 1:06 en caldo de

cultivo estéril.

Blanco 3: Mezcla de Ca(OH)2:N-acetilcisteina en proporcion 1:1 en caldo de cultivo

esteril.

Blanco 4: Ca(OH)2. en caldo de cultivo estéril.
Blanco 5: NAC en caldo de cultivo estéril.
Blanco 6: Agua estéril en caldo de cultivo esteéril.
Blanco 7: Gentamicina en caldo de cultivo estéril.

Blanco 8: Ampicilina en caldo de cultivo estéril.
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8.3. MATERIALES E INSTRUMENTAL

La NAC fue adquirida de Sigma-Aldrich. EI Ca(OH)2 en polvo fue de la casa
comercial Viarden (México). El microorganismo utilizado fue una cepa clinica de E.
faecalis donada por Laboratorio Zapata (Tijuana, México). Los antibibticos
empleados como controles fueron sulfato de gentamicina de la casa comercial CDH
y ampicilina en discos cargados con 10 mcg de la marca BIO-RAD (Francia). Las
muestras se dispensaron en discos de papel de filtro cualitativo 413 de 6 mm de
diametro de la marca VWR. Se utiliz6 como medio de conservacion bacteriano Agar
de Soya Tripticaseina (TSA, por sus siglas en inglés) de la marca TM Media. Como
medios de cultivo bacteriano se empled agar Mueller Hinton (BD Bioxon, México) e
Infusion Corazén Cerebro (BHI, por sus siglas en inglés) de la marca MCD Lab. Se
empled una microbalanza analitica modelo BL 150 de la marca Sartorius (Estados
Unidos), un agitador digital vortex de la marca VWR TROEMNER (Estados Unidos).
Para incubar la cepa de E. faecalis en presencia de las muestras de interés se
empled una incubadora PRECISION (Virginia, Estados Unidos). Para medir el halo
de inhibicion se emple6 un vernier digital marca Truper (México). Toda la
experimentacion se llevé a cabo en condiciones de esterilidad en una cabina de flujo
laminar vertical LABCONCO PURIFIER CLASS Il BIOSAFETY CABINET (Estados
Unidos). Para la caracterizacion por UV se empled un espectrofotometro
Genesys10S UV-Vis y cubetas de vidrio de 72" de diametro de la marca Thermo
Scientific (Estados Unidos). Adicionalmente, se emplearon cajas Petri de 90 x 15
mm, mechero de alcohol metélico, asa de siembra metalica, hisopos estériles de la
marca PROTEC (México) y jeringas de insulina de 1 ml de la marca Diabelab

(México), entre otros.
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8.4. METODOLOGIA

8.4.1. Preparacion de las muestras

Para la preparacion de las mezclas de Ca(OH)2:N-acetilcisteina (Sistemas 1-3), los
granos de NAC fueron triturados con una espatula de cemento en loseta de vidrio
hasta obtener un polvo fino; después la NAC fue mezclada con el polvo de Ca(OH)2
en las proporciones 1:03, 1:06 y 1:1 hasta obtener una mezcla homogénea de los
polvos. Posteriormente, se agregaron 207.9 mg de polvo de las muestras objeto de
estudio sobre una loseta de vidrio y se afiadio por goteo ca. 175 pl de agua destilada
estéril, mientras se realizaba la mezcla con ayuda de una espatula hasta tener una
mezcla homogénea con consistencia de pasta blanda. Para la preparacion de las
muestras de los Controles 1y 2 (los polvos de Ca(OH)2 y NAC, respectivamente),
los polvos fueron mezclados por separado siguiendo la relacién de polvo/liquido y
procedimiento arriba mencionados, hasta obtener una pasta con consistencia de
pasta blanda. Finalmente, para los analisis de actividad antibacteriana, se
depositaron ca. 10 ul de las pastas de cada muestra objeto de estudio sobre discos
de papel filtro de 6 mm de didmetro estériles con ayuda de una espatula para
cemento. Para la preparacion de los Controles 3 y 4, se dispensaron 10 ul de agua
estéril y solucién de gentamicina (10 ug/ml), respectivamente, sobre los discos de

papel filtro (Figura 4).
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Figura 4. Preparacion de las muestras

En el panel (A) se observan los granos de NAC previo a ser triturados, en el panel (B) la
mezcla de Ca(OH).:N-acetilcisteina, en el panel (C) se observa el disco de papel con la
mezcla, en el panel (D) la colocacion de agua estéril en disco de papel.

8.4.2. Preparacion del caldo de cultivo BHI

Se prepard el caldo BHI siguiendo las instrucciones del fabricante. Se peso la
cantidad requerida del polvo de BHI en una microbalanza analitica y el polvo fue
disuelto en agua destilada en el interior de un matraz Erlenmeyer, por agitacién
empleando una parrilla con temperatura, hasta obtener una solucion homogénea.

Posteriormente, el caldo de cultivo se alicuot6 en tubos de vidrio para hemalisis con
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5 ml de BHI empleando una pipeta serologica. Los tubos de vidrio con el caldo BHI
fueron tapados con torundas de algodoén y esterilizados a 121 °C durante 15 min

(Figura 5). El medio de cultivo fue almacenado a 4 °C hasta su uso.

Figura 5. Preparacion del medio de cultivo y esterilizacion

En el panel (A) se muestra el medio de cultivo en polvo, en el panel (B) se observa la
disolucion del medio, en el panel (C) alicuotado de medio de cultivo en tubos de vidrio y en
el panel (D) el caldo de cultivo en los tubos previo a esterilizacion.

8.4.3. Preparacion de la suspension madre de E. faecalis

Se prepar6 una suspension madre de E. faecalis a partir de una placa de TSA que
fue sembrada con el microorganismo con 24 h de antelacién. Para ello, con un asa

de siembra estéril se tomo la cepa de E. faecalis y se deposité en 10 ml de solucién
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salina estéril (0.9%); después la suspensidon se homogeneiz6 empleando un
agitador Vértex. La suspension madre de bacterias fue ajustada a una turbidez
equivalente a 0.5 de la escala de McFarland, que corresponde a 0.5x108 UFC/ml
(42). La absorbancia de la muestra fue medida con un espectrofotdmetro Genesys
10S UV-Vis a una longitud de onda de 540 nm (Figura 6).

SPAILE ! TRANSSPAREN(SY

Figura 6. Preparacion de la solucion madre de bacterias

En los paneles (A) se observa la recoleccién de E. faecalis tras 24 h de incubacion en
condiciones de cultivo bacteriano, en el panel (B) la colocacién de E. faecalis en 10 ml de
solucién salina estéril (0.9%), en el panel (C) la obtencion de solucibn madre con
absorbancia de 0.147 A, en el panel (D) se observa la similitud en la turbidez de los tubos
de hemodlisis, de izquierda a derecha se observa: Agua estéril, McFarland, solucién madre
de E. faecalis.
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8.4.4. Ensayo de difusidon en agar

Para el ensayo de difusion en agar, las placas de Petri con agar Mueller Hinton
fueron inoculadas con E. faecalis empleando un hisopo estéril impregnado con ca.
150 pl de la suspension madre (ver seccion 8.4.3.). El hisopo se deslizé suavemente
sobre la superficie del agar, con movimientos de izquierda a derecha, hasta cubrir
la totalidad de la superficie; el procedimiento fue realizado en tres direcciones (con
una rotacion de 60° para cambiar de direccion). Una vez inoculado el agar con E.
faecalis, los discos de papel filtro con las muestras objeto de estudio (ver seccion
8.4.1.) fueron colocados asegurando el intimo contacto de las muestras sobre la
superficie del agar (Figura 7). Posteriormente, las placas de Petri fueron incubadas
hasta 48 h a 37 °C y 100% de humedad. Finalmente, el halo de inhibicién de las
muestras fue medido a los tiempos de 24 y 48 h empleando un calibrador vernier

digital (Figura 8).

Figura 7. Ensayo de difusion en agar

En el panel (A) se esta realizando la inoculacion de la placa con E. faecalis, en el panel (B)
la aplicacion de la pasta en cada disco y en el panel (C) la colocacion de discos con pasta
en las placas de agar asegurando un espacio adecuado a su alrededor para el halo de
inhibicién.
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Zonade erpeiiﬁiema '

Figura 8. Control y registros

En el panel (A) se observa la muestra 2 que corresponde a sistema 2 a las 0 h, en el panel
(B) alas 24 h, en el panel (C) se observa un esquema de halo de inhibicién, en el panel (D)
se observa la medicién de halo de inhibicién con vernier digital.

8.4.5. Ensayo de difusién en caldo

Para el ensayo de difusibn en caldo, las muestras objeto de estudio fueron
dispensadas en discos de papel filtro (ver seccién 8.4.1.). Después, los discos con
las muestras fueron depositados en el interior de tubos de vidrio para hemalisis con
5 ml de caldo BHI estéril (ver seccion 8.4.2.). Posteriormente, el caldo de cultivo fue

inoculado con 10 ul de suspension madre de E. faecalis (ver seccion 8.4.3.)
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empleando una micropipeta (Figura 9). Posteriormente, los tubos fueron incubados
durante 24 h a 37 °C y 100% de humedad.

Tras su incubacién por 24 h en condiciones de cultivo bacteriano, todos los tubos
de hemdlisis (incluyendo sistemas, controles y blancos) fueron puestos a contraluz
para evaluar cambios en la turbidez de cada caldo de cultivo y se adquirieron
fotografias (caracterizacion a través de ensayos organolépticos). Posteriormente,
se extrajeron 2 ml de caldo de cultivo de cada tubo de hemdlisis y fueron
depositados en el interior de una cubeta de vidrio. La absorbancia de cada muestra
fue medida con un espectrofotdmetro Genesys 10S UV-Vis a una longitud de onda
de 540 nm. Previo a su medicién, cada muestra fue homogeneizada por aspiracion
y depdésito suave con una micropipeta, cuidando que no se formaran burbujas
(Figura 10). El porcentaje de E. faecalis presente en cada medio de cultivo fue

calculado a través de la siguiente expresion:
Ecuacion 1. Bacterias en caldo (%).

Am
Bacterias en el caldo (%) = VT 100

donde: Am representa la absorbancia promedio de cada muestra de interés y AT

representa la absorbancia promedio de control.
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Figura 9. Colocacion de discos y solucion madre

En el panel (A) se observa la pasta colocada en discos de papel, en el panel (B) la
colocacion del disco en tubo de hemodlisis, en el panel (C) la inoculacién de tubos con

solucion madre.
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Figura 10. Caracterizacién através de espectroscopia de UV

En el panel (A) se observan las muestras inoculadas con bacterias a las 24 h, mientras que
en el panel (B) se observan las muestras que no se inocularon con bacterias a las 24 h
posterior a su incubacion, en el panel (C) se tomaron los 2 ml de muestra con micropipeta
para colocarlos en cubetas de vidrio, en el panel (D) se observa la muestra en el
espectrofotdbmetro para realizar el registro de la absorbancia.

8.5. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los resultados se llevo a cabo empleando el método de
Andlisis de la Varianza (ANOVA) de un factor en conjunto con los andlisis post hoc
de Tukey y Bonferroni. La diferencia estadistica fue considerada como significativa
ap<0.05.
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IX. RESULTADOS

9.1. ENSAYO DE DIFUSION EN AGAR A 24 Y 48 h

En la Figura 11 se muestra la actividad antibacteriana de las mezclas de
Ca(OH)2:NAC contra E. faecalis (halo de inhibicion, 24 y 48 h). Se observa que
todas las mezclas objeto de estudio presentan halo de inhibicién.

Ca(OH)2:NAC
1:03

Ca(OH)2:NAC
1:06

Ca(OH)2:NAC
1:1

Ca(OH),

continda...
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Figura 11. Ensayo de difusién en agar después de su incubacién alas 24y 48 h.

En la figura se muestran las cajas de Petri de agar Mueller Hinton inoculadas con E. faecalis
en las que se colocaron discos de papel impregnados con las muestras con los Sistemas
1-3 y los Controles 1-4 posterior a 24 y 48 h de incubacion.
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Figura 12. Halo de inhibicién bacteriana tras la incubacion de las muestras en
contacto con las bacterias por 24y 48 h.

Las columnas representan el promedio de los resultados obtenidos para al menos tres
experimentos con cada formulacion (ver seccidon experimental). Las barras verticales
representan la desviacion estandar. Se estudiaron como blancos de comparacion bacterias
en presencia de Ca(OH). (Control 1), bacterias en presencia de NAC (Control 2), bacterias
en presencia de agua estéril (Control 3) y bacterias en presencia de gentamicina (Control
4). Los simbolos #y & denotan diferencia estadisticamente significativa con respecto a agua
estéril y gentamicina, respectivamente; el simbolo * denota diferencia estadisticamente
significativa entre cada par de muestras sefialadas; p < 0.05 en todos los casos.

La Figura 12 muestra la actividad antibacteriana de las mezclas de Ca(OH)2:NAC
empleadas como medicacion intraconducto, obtenida a partir de ensayos de
contacto directo contra E. faecalis en agar por 24 y 48 h. En general, se observa
gue todas las muestras presentan actividad antibacteriana con diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05) con respecto al control (negativo) de agua

estéril, con halos de inhibicién que van desde los 10 hasta los 16 mm, sin presentar
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influencia aparente del tiempo. No obstante, esta actividad demostré ser moderada
en todos los casos con respecto al control (positivo) de gentamicina; mismo que
demostré un halo de inhibicion de entre 24 y 25 mm, con diferencia estadisticamente
significativa con respecto a todas las muestras de interés (p < 0.05), igualmente sin
influencia aparente del tiempo. Por otro lado, al comparar las mezclas Ca(OH)2:NAC
entre si, se observo que la incorporacion de NAC tuvo influencia en su actividad
antibacteriana, demostrandose valores crecientes en este parametro con su
proporcion en la formulacion. En particular, la mezcla con proporcion de 1:1 se
destac6 como aquella con la mayor actividad antibacteriana, con diferencia
estadisticamente significativa con respecto al Ca(OH)z puro (p < 0.05), en ambos

periodos de tiempo.
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9.2. ENSAYO DE DIFUSION EN CALDO A 24 h

En la Figura 13 se muestra la actividad antibacteriana de las mezclas de
Ca(OH)2:NAC empleadas como medicacion intraconducto contra E. faecalis, a partir
de ensayos por difusion en caldo (24 h).
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Figura 13. Fotografia representativa de los Sistemas y Controles objeto de estudio
después de 24 h de incubacién con la bacteria E. faecalis

Imagen: Caldo de cultivo inoculado ($), Ca(OH)2:NAC 1:03 en caldo de cultivo inoculado
(), Ca(OH)2:NAC 1:06 en caldo de cultivo inoculado ('), Ca(OH).:NAC 1:1 en caldo de
cultivo inoculado ("7), Ca(OH) en caldo de cultivo inoculado (j), NAC en caldo de cultivo
inoculado (), gentamicina en caldo de cultivo inoculado (&), agua estéril en caldo de
cultivo inoculado (#), ampicilina en caldo de cultivo inoculado ().
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Figura 14. Porcentaje de bacterias E. faecalis encontradas en el caldo de cultivo tras
su incubacién en presencia de Ca(OH)., NAC, Agua estéril, Gentamicina, Ampicilina
y mezclas de Ca(OH).:NAC a diferentes proporciones por 24 h.

Las columnas representan el promedio de los resultados obtenidos y las barras verticales
representan la desviacion estandar (n = 3), de acuerdo con la Ecuacion 1. Los simbolos $,
&, #, +, denotan diferencia estadisticamente significativa con respecto al caldo BHI,
gentamicina, agua estéril y ampicilina; respectivamente (p < 0.05).

En la Figura 14 se muestra la actividad antibacteriana de las mezclas de
Ca(OH)2:NAC, a partir de ensayos de dilucion en caldo contra E. faecalis a 24 h. En
concordancia con el ensayo de contacto directo, con excepcién de la mezcla
Ca(OH)2:NAC 1:06, todas las mezclas objeto de estudio demostraron actividad

antibacteriana con diferencia estadisticamente significativa con respecto a los

40



IX. RESULTADOS

controles (p < 0.05); confirmando la respuesta observada en el ensayo de contacto

directo.

Por otro lado, al comparar la actividad de las mezclas Ca(OH)2:NAC entre si, en
concordancia con lo observado por el ensayo de contacto directo, la mezcla con
proporcion de 1:1 se destaco como aquella con la mayor actividad antibacteriana de
las tres objeto de estudio (76% de inhibicion), con actividad antibacteriana incluso
mayor a la muestra de Ca(OH)z puro (57% de inhibicién). Sin embargo, los
resultados de este ensayo no arrojaron diferencia estadisticamente significativa en
la actividad de ninguna de las mezclas (p > 0.05), sugiriendo que su respuesta se
da preferentemente por contacto directo con las bacterias y se compromete

aparentemente con su dilucién en el caldo.
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El hidroxido de calcio (Ca(OH)2) ha sido recomendado a través de décadas debido
a sus destacadas propiedades biologicas (43). Entre ellas, destaca su efecto
antibacteriano por su alta alcalinidad, ya que altera la membrana citoplasmética de
los microorganismos (43,44). Sjogren et al. demostraron que la aplicacién de
Ca(OH):2 por 7 dias fue suficiente para reducir las bacterias del conducto radicular a
un nivel importante, donde los cultivos daban negativo (45); sin embargo, Estrela et
al. realizaron un estudio en el que cultivaron cepas de microorganismos:
Enterococcus facealis, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Pseudomonas
aerugnosa y una mezcla de estos, posteriormente se inocularon en un agar de
infusion cerebro corazon e incubaron a 37 °C durante 24 h. La muestra fue de 63
incisivos que se dividieron en cinco grupos; se inocularon e incubaron por 28 dias
usando nuevos cultivos a intervalos de 0, 48 h, 72 h y 7 dias, después los dientes
se sumergieron en 5 ml de infusion e incubaron por 48 h para observar el
crecimiento y multiplicacion de cada microorganismo, teniendo como resultados que
el Ca(OH)2 en tdbulos dentinarios infectados no mostré ningun efecto
antimicrobiano sobre los microorganismos o la mezcla de estos, por lo que

comprueba la limitante del Ca(OH)2 para eliminar la biopelicula (46).

Debido a la incapacidad que demuestra tener el Ca(OH)z para eliminar la
biopelicula, especialmente al E. faecalis, existe una creciente preocupacién por
investigar mas compuestos con acciones antimicrobianas. La NAC ha reportado ser
eficaz en la reducciébn de la produccion de polisacaridos extracelulares,
interrumpiendo biopeliculas maduras y reduciendo la adhesion en las superficies,
Quabh et al. realiz6é un estudio mediante la exposicion de biopeliculas del E. faecalis
de 21 dias a NAC para evaluar su eficacia antibacteriana. La cepa bacteriana se
cultivd en un agar de infusion cerebro corazén a 37 °C con agitacion a 100 rpm, la
NAC se disolvié en el agar de cerebro corazén en una concentracion de 200 mg/ml
y su pH se ajusto con la utilizacion de Ca(OH)2. La concentracion inhibitoria minima

(CIM) de NAC se determiné mediante un ensayo de microdilucion en caldo; se utilizo
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una placa de 96 pocillos de 100 ml, donde la NAC se inocul6 con 100 ml de E.
faecalis para posteriormente determinar el crecimiento bacteriano después de la
incubacion durante 24 horas; ademas, se examino la capacidad de la dentina en
polvo para neutralizar la actividad antibacteriana de NAC y Ca(OH)2 se incluy6 como
comparacion. Los resultados fueron que el NAC fue mas bactericida a un pH de 11
con una CIM de 1.56 mg/ml y concentracion bactericida minima (CBM) de 12.5
mg/ml, eliminando por completo la biopelicula de E. faecalis sin tener ninguna
afectacion por la presencia de dentina, que neutraliza la accién antimicrobiana del
Ca(OH)2 (47).

La asociacion de NAC al Ca(OH)zaumenta la actividad antibacteriana y, por lo tanto,
la eliminacion de la biopelicula. Esto se puede constatar en la revision sistematica
que realizaron Abdulrab et al. en la que realizaron una busqueda en diferentes
bases de datos, incluyendo estudios clinicos e in vitro, estudios donde los efectos
de la NAC se compararan con algun otro irrigante o medicamento intraconducto. De
193 articulos, solo 15 cumplieron con los criterios, donde 13 fueron estudios in vitro
que evaluaron la actividad antibacteriana de NAC, informando una eficacia buenay
prometedora, del mismo nivel o incluso mejor que la clorhexidina, hipoclorito de
sodio e Ca(OH)2 (48). Dichos hallazgos destacan a la NAC como un farmaco
atractivo en combinaciéon con el Ca(OH)2 para emplearse como medicacion
intraconducto, ya que favorece la actividad antimicrobiana del Ca(OH)2, aunado a
las excelentes propiedades regenerativas y antioxidantes de la NAC.
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Xl. CONCLUSIONES

XI. CONCLUSIONES

1.- Las mezclas Ca(OH)2:NAC presentaron actividad antibacteriana contra E.
faecalis tanto en ensayos de contacto directo como de dilucion en caldo, en funcion
de la proporcion de NAC en la mezcla, con diferencia estadisticamente significativa

con respecto a controles negativos en todos los casos (p < 0.05).

2.- La actividad antibacteriana de las mezclas Ca(OH)2:NAC se valido como
moderada con respecto a los controles positivos de antibidticos, tanto en ensayos
de contacto directo como de dilucion en caldo, con diferencia estadisticamente
significativa en la generalidad de los casos (p < 0.05).

3.- La incorporacion de la NAC en las mezclas Ca(OH)2:NAC mejor6 su actividad
antibacteriana contra E. faecalis, particularmente en la formulacién con proporcién

de 1:1 (p < 0.05 en el ensayo de contacto directo).

4.- Con base a los resultados obtenidos, se confirma la hipétesis alternativa (H1) de

este proyecto.
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Xll. RECOMENDACIONES

XIl. RECOMENDACIONES

1.- Determinar la concentracion minima inhibitoria de las mezclas Ca(OH)2:NAC en

los ensayos de dilucion en caldo.

2.- Determinar el mecanismo de actividad de las mezclas Ca(OH)2:NAC (bactericida
o0 bacteriostatico).
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