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I. RESUMEN

I. RESUMEN

Introduccion: Para reducir la presencia de bacterias y microorganismos no
eliminados completamente con la preparacidén quimico-mecanica, se utilizan
medicaciones intraconducto entre sesiones en endodoncia. Las pastas de hidréxido
de calcio (Ca(OH),) son las mas empleadas debido a su alto pH, que inhibe el
desarrollo microbiano. El efecto bactericida del hidroxido de calcio se basa en la
liberacion de iones hidroxilo (OH-), que difunden a través de la dentina y destruyen
la membrana celular bacteriana. El vehiculo utilizado en la pasta de hidroxido de
calcio debe permitir una liberacion lenta y gradual de iones OH-, facilitar la difusion
tisular, y no afectar negativamente el pH ni la induccion de tejido duro. Evaluar la
citotoxicidad de los materiales utilizados en endodoncia es esencial para determinar
su biocompatibilidad, siendo la actividad hemolitica un indicador clave para saber si
estos materiales pueden dafiar las células sanguineas. Objetivo: Evaluacion del
efecto antimicrobiano y citotoxico in-vitro del hidroxido de calcio combinado con
vehiculos como NaOCI| 5.25 %, solucion de superoxidacion (microdacyn),
mepivacaina (Scandonest 2 % Special), solucion salina y extracto hidroetandlico de
Allium sativum (ajo) contra la cepa clinica de E. faecalis. Metodologia: A través del
método de Agar Gelosa Sangre al 5 % inoculado con cepas bacterianas de E.
faecalis, se utilizaron mezclas de hidroxido de calcio (n= 6) con los distintos
vehiculos a estudiar (NaOCI al 5.25 %, solucion de superoxidacion, mepivacaina
(Scandonest 2 % Special), SS y extracto hidroetandlico de Allium sativum), se
evaluaron los halos de inhibicion bacteriana de las diferentes asociaciones del
hidroxido de calcio a las 24, 48 y 72 horas. Por otra parte, se emplearon eritrocitos
humanos con las diversas combinaciones de hidroxido de calcio para evaluar su
citotoxicidad. Estos fueron analizados utilizando un espectrofotdmetro para
determinar el porcentaje de hemodlisis presente. Los datos recopilados se
sometieron a analisis estadistico mediante ANOVA bidireccional para evaluar la
eficacia antimicrobiana y ANOVA de una via para examinar la citotoxicidad de las

distintas mezclas; se utilizo el método de Tukey para comparar las diferencias entre

1
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los grupos estudiados. Resultados: A las 48 y 72 horas, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al comparar la mezcla A (Ca(OH), +
NaOCI al 5.25%) con la mezcla B (Ca(OH), + Microdacyn) y la mezcla del grupo E
(Ca(OH), + extracto de ajo) en términos de su efecto antimicrobiano sobre la cepa
clinica de E. faecalis. Sin embargo, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al comparar la mezcla A (Ca(OH), + NaOCI al 5.25%) con las mezclas
de los grupos C (Ca(OH), + Mepivacaina) y D (Ca(OH), + solucion salina) en cuanto
a su efecto microbicida sobre la cepa clinica de E. faecalis. En cuanto al analisis del
efecto citotoxico la mezcla D (Ca(OH), + Mepivacaina) mostré el menor efecto
citotoxico con un 37% de hemdlisis. La mezcla con extracto de ajo presenté un
porcentaje de hemdlisis del 41.5%, mientras que la mezcla con Microdacyn mostré
un porcentaje de hemdlisis del 39.1%, ambos resultados inferiores al de la mezcla
con hipoclorito de sodio, que tuvo un 63.6%. Conclusién: Todas las mezclas
evaluadas demostraron actividad microbicida contra la cepa clinica
de Enterococcus faecalis. En particular, las mezclas de hidroxido de calcio con
Microdacyn y extracto de ajo mostraron una actividad antimicrobiana comparable a
la mezcla con hipoclorito de sodio. Sin embargo, ambas mezclas presentaron un
menor efecto citotdxico en comparacion con la mezcla con hipoclorito de sodio, o

que las convierte en alternativas mas seguras para su uso en endodoncia.

Palabras clave: Medicacion intraconducto, hidroxido de calcio, actividad
antibacteriana, efecto citotdxico.
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ABSTRACT

Introduction: To reduce the presence of bacteria and microorganisms not
completely eliminated with chemical-mechanical preparation, intracanal medications
are used between sessions in endodontics. Calcium hydroxide pastes (Ca(OH),) are
the most commonly used due to their high pH, which inhibits microbial growth. The
bactericidal effect of calcium hydroxide is based on the release of hydroxyl ions (OH-
), which diffuse through dentin and destroy bacterial cell membranes. The vehicle
used in the calcium hydroxide paste must allow a slow and gradual release of OH-
ions, facilitate tissue diffusion, and not negatively affect the pH or the induction of
hard tissue. Evaluating the cytotoxicity of materials used in endodontics is essential
to determine their biocompatibility, with hemolytic activity being a key indicator to
know if these materials can damage blood cells. Objective: Evaluation of the in-vitro
antimicrobial and cytotoxic effect of calcium hydroxide combined with vehicles such
as NaOCl 5.25%, superoxidation solution (Microdacyn), mepivacaine (Scandonest
2% Special), saline solution, and hydroethanolic extract of Allium sativum (garlic)
against the clinical strain of E. faecalis. Methodology: Using the method of 5% blood
agar gel inoculated with E. faecalis bacterial strains, mixtures of calcium hydroxide
(n=6) with the various vehicles under study (NaOCI 5.25%, superoxidation solution,
mepivacaine (Scandonest 2% Special), saline solution, and hydroethanolic extract
of Allium sativum) were evaluated for bacterial inhibition zones at 24, 48, and 72
hours. Human erythrocytes were used with the various combinations of calcium
hydroxide to evaluate their cytotoxicity. These were analyzed using a
spectrophotometer to determine the percentage of hemolysis present. The collected
data were subjected to statistical analysis using two-way ANOVA to evaluate
antimicrobial efficacy and one-way ANOVA to examine the cytotoxicity of the
different mixtures; Tukey's comparative method was used to compare differences
between the studied groups. Results: At 48 and 72 hours, no statistically significant
differences were found when comparing mixture A (Ca(OH), + NaOCI 5.25%) with

mixture B (Ca(OH), + Microdacyn) and the mixture from group E (Ca(OH), + garlic
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extract) in terms of their antimicrobial effect on the clinical strain of E. faecalis.
However, statistically significant differences were found when comparing mixture A
(Ca(OH), + NaOCI 5.25%) with the mixtures from groups C (Ca(OH), +
mepivacaine) and D (Ca(OH), + saline solution) in terms of their microbicidal effect
on the clinical strain of E. faecalis. Regarding the cytotoxicity analysis, mixture D
(Ca(OH), + saline solution) showed the lowest cytotoxic effect with 37% hemolysis.
The mixture with garlic extract showed a hemolysis percentage of 41.5%, while the
mixture with Microdacyn showed a hemolysis percentage of 39.1%, both results
being lower than that of the mixture with sodium hypochlorite, which had 63.6%.
Conclusion: All the evaluated mixtures demonstrated microbicidal activity against
the clinical strain of Enterococcus faecalis. Notably, the mixtures of calcium
hydroxide with Microdacyn and garlic extract showed antimicrobial activity
comparable to the mixture with sodium hypochlorite. However, both mixtures
exhibited a lower cytotoxic effect compared to the mixture with sodium hypochlorite,

making them safer alternatives for use in endodontics.

Keywords: Intracanal medication, calcium hydroxide, antibacterial activity, cytotoxic
effect.
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2.1. ENDODONCIA

La Endodoncia es una especialidad de la Odontologia, reconocida por la Asociacion
Dental Americana desde 1963, la cual se encarga del estudio de la morfologia, la
fisiologia y la patologia de la pulpa dental, asi como la prevencion y eliminacion de
las alteraciones pulpares y sus repercusiones sobre los tejidos perirradiculares (1,2).

El ambito clinico de la endodoncia es muy amplio incluye el diagnostico y el
tratamiento del dolor de origen pulpar y/o periapical; los tratamientos para mantener
la vitalidad de la pulpa; los tratamientos de conductos radiculares en casos de
pulpitis irreversible o necrosis pulpar; el retratamiento no quirdrgico de dientes
previamente tratados que por multiples factores pudiesen fracasar, los tratamientos
quirurgicos para eliminar los tejidos periapicales inflamados y el tratamiento de la
afectacion pulpar por traumatismos (1,3).

El éxito de la terapia Endoddntica se ha basado en la conocida Triada Endodontica,
la cual estda compuesta por tres principios basicos: asepsia, preparacion
biomecanica y sellado apical. Es por ello que el tratamiento de conducto radicular
consiste en la eliminacién total de la pulpa infectada, inflamada o necrética y de todo
el tejido remanente, una limpieza profusa, asi como la configuracion y obturacion
del sistema del conducto radicular, de manera que se pueda conservar el diente

como una unidad funcional dentro de la cavidad oral (4,5).

2.2. BIOFILM EN ENDODONCIA

La eliminacién de los microorganismos de los conductos radiculares infectados ha
sido y es una constante preocupacion en endodoncia. El término biopelicula se
introdujo para designar las condensaciones en capas delgadas de microbios (por

ejemplo, bacterias, hongos, protozoos) que pueden ocurrir en varias estructuras
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superficiales en la naturaleza. Las bacterias flotantes que existen en un ambiente
acuoso, los llamados microorganismos planctonicos, son un requisito previo para la
formacion de biopeliculas. Tales peliculas pueden asi establecerse sobre cualquier
sustrato superficial organico o inorganico donde predominen los microorganismos

planctonicos en una solucion a base de agua (6,7).

2.3. BIOFILM INTRARRADICULAR

El Biofilm podemos definirlo como una comunidad de microorganismos de una o
varias especies integradas en una matriz extracelular de polisacaridos unidos a una
superficie sdélida. Los conductos radiculares con necrosis pulpar, son considerados
como un ambiente ideal para la formacion y proliferacion del biofilm, esto ocurre
debido a la presencia de superficies solidas, un ambiente humedo, medio fluido ideal
para la proporcién de nutrientes, y microorganismos procedentes de la cavidad
bucal, en la Figura 1 se observa el biofilm presente en la pared del conducto
radicular (7,8).

Figura 1. Composicion bacteriana mixta. En la Figura 1 se observa la poblacion
bacteriana que coloniza la pared de un conducto radicular (x2.200)(1).
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Es importante mencionar que el remanente infeccioso puede permanecer en las
areas apicales inaccesibles o complejidades anatémicas del conducto radicular,
como lo pueden ser los tubulos dentinarios, conductos laterales, accesorios, itsmos
y deltas apicales, los cuales pueden no ser completamente desinfectados durante
la preparacion quimica y mecanica. Las bacterias ubicadas en estas areas estan
protegidas de los efectos de las células y moléculas de defensa del huésped, los
antibioticos administrados sistémicamente y de la accién de los instrumentos e

irrigantes (4).

Existe una diferencia significativa en cuanto a la capacidad de defensa del biofilm
intraradicular y las bacterias en suspension las cuales se encuentran repartidas a lo
largo del sistema de conductos radiculares. En este caso el biofilm presenta una
mayor capacidad debido a la poca interaccidn que tiene con el medio donde vive,
asi como la poca dependencia hacia él, ademas de que su tasa de mitosis es mucho
menor. Las bacterias asociadas al biofilm no fomentan infecciones agudas, sino
cronicas, esto se asocia al tipo de metabolismo que presenta y sus caracteristicas

propias (6,7).

2.3.1. Mecanismo de accion

El biofilm bacteriano se caracteriza principalmente por su gran capacidad de
resistencia. En el sistema de conductos radiculares, dicha caracteristica es mucho
mas significativa, esto debido a que existen factores tales como la anatomia, la cual
muchas veces presenta zonas de dificil acceso en las cuales resulta complicado
que lleguen las soluciones irrigantes y desinfecte por completo los conductos
radiculares. La matriz de polisacaridos presenta una barrera fisica y quimica,
evitando asi la penetracion de agentes externos indeseables, cambios en el
potencial de hidrégeno (pH), manteniendo un ambiente interior adecuado para la
supervivencia y es considerado actualmente uno de los mecanismos mas
importantes. Las enzimas que genera el biofilm, favorecen la adhesién a otros
sustratos o a otras bacterias, incluso logran inactivar la accion de los irrigantes

utilizados durante el tratamiento de conductos. El biofilm utiliza una acciéon similar a
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la distraccion como otro mecanismo de accion, en la cual las bacterias sobrantes se
van desprendiendo, distrayendo a los mecanismos de defensa del huésped, esto
genera un proceso crénico, el cual provoca en el paciente procesos infecciosos, con
signos y sintomas, los cuales desaparecen o disminuyen tras la administracion de

antibidticos, pero sin eliminar el origen del foco de infeccion (7).

2.3.2. Composicion bacteriana

Los tipos bacterianos observados en el Biofilm de origen endododntico son,
principalmente, cocos, bacilos y filamentos, y ocasionalmente se han detectado
espiroquetas. Las especies del género Prevotella son muy frecuentes debido a su
capacidad de autoagregacion y coagregacion. En el Biofilm de los conductos
radiculares, podemos encontrar microorganismos principalmente gram positivos,
destacando el Enterococcus Faecalis (E. faecalis), el cual puede prevalecer hasta
en un 97.5 % en relacibn con los demas microorganismos presentes en los
conductos radiculares. Este microorganismo es un coccus anaerobio, grampositivo
y facultativo que causa infcciones oportunistas. Posee muchos mecanismos de
supervivencia para vivir en condiciones desfavorables, como cultivar un ambiente
con bajo nivel de oxigeno, un pH alto a un amplio rango de temperaturas y a una
alta salinidad o en un ambiente con pocos nutrientes, E. faecalis puede usar liquido
en el ligamento periodontal como alimento y formar biopeliculas como proteccién

contra la resistencia del huésped y los agentes desinfectantes (7-9).

2.4. MEDICACION INTRACONDUCTO

Con el proposito de reducir la cantidad de bacterias y microorganismos que pueden
no ser completamente erradicados mediante la preparacion quimico-mecanica, se
recurre al uso de medicamentos intraconducto entre sesiones. Esta practica implica
la aplicacion topica de medicamentos dentro del sistema de conductos radiculares
con el fin de lograr efectos terapéuticos locales y no a nivel sistémico. Estos
medicamentos pueden ser de diferentes tipos, tales como antisépticos,
corticosteroides, antibidticos y pastas de hidroxido de calcio para tratar el dolor e

8
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inflamacion, estas pastas también ayudan a reducir la hemorragia y estimulan la
sanacion de los tejidos periapicales. Las pastas de hidroxido de calcio constituyen
la medicacidon topica mas empleada en endodoncia, ejemplo del cual podemos
obervar en la Figura 2 (10-12).

Se han enumerado algunas ventajas de la medicacion intraconducto en el

tratamiento de dientes con necrosis pulpar:

1. Eliminar las bacterias y microorganismos persistentes en el conducto radicular
2. Neutralizar los residuos toxicos y antigénicos remanentes

3. Prevenir la proliferacién bacteriana entre sesiones

4. Reducir la inflamacion de los tejidos periapicales

5. Disminuir el exudados persistente en la zona apical

6. Formar una barrera mecanica ante la posible filtraciéon de la obturacion temporal

entre una cita y otra

Figura 2. Medicacion con hidréxido de calcio. En la Figura 2 se observa un conducto
radicular lleno de hidroxido de calcio, en donde hay una difusion a través de los tubulos
dentinarios (1).
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Para que las medicaciones intraconducto sean efectivas, es crucial que se
distribuyan de manera uniforme por todas las areas anatomicas del sistema de

conductos, incluyendo los tubulos dentinarios.

Se recomienda la medicacion entre sesiones en el tratamiento de conductos cuando
estos presentan una anatomia compleja, en la cual ciertas areas no son accesibles
a la instrumentacion, sobre todo, cuando son dientes con necrosis pulpar y lesiones
periapicales cronicas en los cuales el sistema de conductos radiculares esta
contaminado, logrando asi una mejor desinfeccion (13,14).

2.4.1. Caracteristicas de la medicacion intraconducto

Un medicamento intraconducto ideal debe cumplir los siguientes requisitos:

-_

. Destruir todos los microorganismos del conducto radicular

N

. Tener efecto antimicrobiano duradero

3. No ser afectado por el material organico

SN

. Ayudar a la remocién de tejido organico

5. Penetrar en el sistema de conductos radiculares y los tubulos dentinarios

»

. No irritar los tejidos perirradiculares ni tener toxicidad sistémica

~

. Tener propiedades inocuas

(0]

. Inducir una barrera de calcificacién en la union con los tejidos perirradiculares
9. No tener efecto en las propiedades fisicas del material de obturacién temporal
10. No difundirse a través del material de obturacién temporal

11. Facil colocacion y remocion

10
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12. Ser radiopaco

13. No manchar el diente

2.5. HIDROXIDO DE CALCIO

El hidréxido de calcio con la formula Ca(OH)2 y un peso molecular de 74.08, fue
introducido en la terapia endoddntica desde 1920 cuando Hermann describié su
utilizacion en el tratamiento de los dientes no vitales. Se presenta como un polvo
blanco, que se obtiene haciendo reaccionar, con agua, 6xido de calcio recién
preparado; absorbe diéxido de carbono del aire transformandose en carbonato de
calcio. Tiene baja solubilidad en agua (aproximadamente 1.2 g/L-1 a 25 °C), que
disminuye a medida que aumenta la temperatura. La baja solubilidad es una buena
caracteristica clinica porque es necesario un largo periodo para que el Ca(OH)2 se
vuelva soluble en los fluidos tisulares cuando esta en contacto directo con tejidos
vitales (12,14,15).

El coeficiente de disociacion de Ca(OH). permite una lenta, liberacion controlada de

los iones de calcio e hidroxilo (15).

2.5.1. Mecanismo de actividad antimicrobiana

Segun Siqueira et. al., la actividad antimicrobiana del Ca(OH). depende de la
liberacion de iones hidroxilo (OH? en un ambiente acuoso. Ademas, Siqueira y
Lopes afirmaron que los iones hidroxilo son radicales libres altamente oxidantes que
presentan una reactividad extrema con distintas biomoléculas. Esta reactividad es
indiscriminada; debido a esta caracteristica, este radical libre rara vez se difunde
lejos de los sitios de generacion.Los efectos letales de los iones hidroxilo en las
células bacterianas probablemente se deban al dafio que ejercen en la membrana
citoplasmatica bacteriana, a la desnaturalizacién de proteinas. Una vez que ocurre
la exposicion a una base fuerte, inician los tres mecanismos, a pesar de ello, es

dificil establecer, en un sentido cronoldgico, cual seria el principal mecanismo

11
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causante de la muerte bacteriana, en la Figura 3 podemos observar una vista
esquematica dichos mecanismos de actividad antimicrobiana (15,16).

+ Daio en membrana
citoplasmitica

Ca(OH)? *eswssisno Cat+ - OH- < Dutiskadin
proteinas

+ Daiio en el ADN

Figura 3. Mecanismo de actividad antibacteriana. En la Figura 3 observamos una vista
esquematica de los mecanismos de la actividad antibacteriana del hidréxido de calcio,
causantes de la muerte bacteriana (16).

Los sitios enzimaticos, los cuales los podremos encontrar en la membrana
citoplasmatica, seran el sitio en donde los iones hidroxilo del Ca(OH). ejerzan su
mecanismo de accion. Las enzimas extracelulares tienen la capacidad de
descomponer nutrientes como carbohidratos, proteinas y lipidos mediante la
hidrolisis, facilitando asi el proceso de digestion. Las enzimas intracelulares
ubicadas en la célula favorecen la actividad respiratoria de la estructura de la pared
celular (15,16).

El gradiente de potencial de hidrogeno (pH) de la membrana citoplasmatica se ve
alterado por la alta concentracion de iones hidroxilo que actuan sobre las proteinas
de la membrana, a eso se le conoce como desnaturalizacién de las proteinas. El
alto pH del Ca(OH) sera el encargado de alterar la integridad de la membrana
citoplasma a través de un dafio o una lesion quimica a los componentes organicos
y el transporte de nutrientes o a través de la destruccion de fosfolipidos o acidos
grasos insaturados de la membrana citoplasma durante el proceso de peroxidacion,
la cual es una reaccién de saponificacion (15,16).

El ajuste del pH intracelular esta influenciado por diferentes procesos celulares,
tales como el metabolismo celular, las alteraciones en la forma, la movilidad, el
ajuste de los transportadores y la polimerizacion de los componentes del
citoesqueleto, la activacion de la proliferacion y el crecimiento celular, la

12
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conductividad y el transporte a través de la membrana, y el volumen celular
isosmotico. Por lo tanto, muchas funciones celulares pueden verse afectadas por el
pH, incluido las enzimas que son esenciales para el metabolismo celular. Estrela et
al., encontraron que la inactivacion de una enzima bacteriana en condiciones
extremas de pH durante un largo periodo de tiempo es irreversible. El hidréxido de
calcio ejerce efectos antibacterianos en el sistema de conductos radiculares siempre

y cuando se mantenga un pH alto (16).

2.5.2. Efectos sobre la endotoxina

La endotoxina, podemos encontrarla en la capa exterior de la membrana celular de
las bacterias gramnegativas, se compone de polisacaridos, lipidos y proteinas. A
esta también se le conoce como lipopolisacarido (LPS), esta endotoxina sera la
responsable de sus efectos toxicos. Cuando son libres de actuar, las endotoxinas
no causan directamente un dafio celular o tisular, sino que estimulan a las células
competentes a liberar mediadores quimicos, en este caso seran los macrofagos su
principal objetivo. Por lo tanto, las endotoxinas no son intrinsecamente toxicas.
Durante el tratamiento del conducto radicular, el LPS se libera durante la
multiplicacion o la muerte bacteriana, causando asi una serie de efectos biologicos,
esto conlleva a una reaccion inflamatoria y a la resorcién 6sea periapical (16).

Estudios in vitro han demostrado que el Ca(OH). hidrolizé la molécula lipidica
altamente toxica que es responsable de los efectos dafinos de la endotoxina (16).

2.5.3. Hidroxido de calcio en endodoncia

El hidroxido de calcio desempefia un papel fundamental en endodoncia debido a
varias razones: induce la formaciéon de tejido duro, contribuye a la oclusion
intratubular, muestra propiedades antibacterianas y tiene la capacidad de disolver
tejido. Ademas, su capacidad para controlar la inflamacion y su actividad
antimicrobiana lo convierten en una opcion ideal para su uso como medicacion
topica entre citas o como parte de materiales de obturacion temporales y definitivos.
La accidn antiséptica del hidroxido de calcio se debe principalmente a su alto pH, el

13
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cual hace incompatible el desarrollo microbiano ante su contacto. El efecto
bactericida del hidroxido de calcio se debe fundamentalmente a la concentracion de
iones OH" resultado de la disolucién de producto en iones calcio e hidroxilo, y su
efecto a distancia depende de la difusién de dichos iones a través de la dentina.
Existen diferentes marcas comerciales de su presentacion en polvo la cual es la
utilizada principalmente, en la Figura 4 podemos observar la marca Viarden Lab
(14,15,17-19).

HIDR()X")()
DE
CALCIO

—
—-——
oy s,

Para uso del

Figura 4. Hidroxido de calcio. En la Figura 4 tenemos la presentacion comercial del
hidréxido de calcio, el cual es utilizado como curativo de demora para el conducto
radicular (36). Imagen tomada de internet:
https://viardenlab.com/mx/producto/hidroxido-de-calcio

2.5.4. Anhadido de sustancias al hidroxido de calcio

La adicion de compuestos al hidréxido de calcio cumple varios propositos, como
facilitar su aplicacion clinica, conservar sus caracteristicas bioldgicas (pH alto,
disociacion idnica), mejorar su fluidez, aumentar su visibilidad en radiografias, entre
otros. Varios estudios han indicado que el tipo de vehiculo utilizado esta
directamente relacionado tanto con la concentraciéon y la velocidad de disociaciéon

idnica como con la actividad antimicrobiana cuando la pasta se aplica en un area
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contaminada. Debido a que es dificil aplicar por si solo el polvo seco de Ca(OH)2,
este puede ser mezclado con un vehiculo, facilitando la manipulacion y la correcta

colocacion (17-21).

Se considera que el vehiculo ideal debe:
1. Permitir una disociacion lenta y gradual de los iones calcio e hidroxilo.
2. Permitir una liberacion lenta en los tejidos, con una solubilidad baja en sus fluidos.

3. No tener un efecto adverso en su accion de favorecer la aposicion de tejidos

calcificados.

De acuerdo con Fava et al., un vehiculo ideal, es aquel que logra permitir una lenta
y gradual liberacion de iones OH-, una lenta difusion y solubilidad tisular, es
importante mencionar que el vehiculo no debe tener un efecto adverso en la
induccion de aposicion de tejido duro. Cuando el hidréxido de calcio se mezcla con
estas sustancias se obtiene la liberacién de iones calcio (Ca**) y OH-. Los vehiculos
promueven un alto grado de solubilidad cuando la pasta se deja en contacto directo
con el tejido y el fluido tisular, causando rapidamente solubilizacion y absorcion por
los macroéfagos, lo cual obliga a varios recambios hasta obtener el efecto deseado,
incrementando el numero de citas. La propagacion del medicamento a las
irregularidades del conducto y en los tubulos dentinales depende de su tension
superficial, en donde una baja tension superficial aumenta la penetracion del liquido
en areas inaccesibles. Debido a esto él demuestra cémo la adicion de polvo de
Ca(OH). a los vehiculos tiende a aumentar la tension superficial. En la Figura 5

podemos observar la medicacion intraconducto de un conducto radicular (22-24).

El efecto antibacteriano es directamente proporcional al pH de la pasta; esto se debe
a que al presentarse un aumento en el pH se otorga una propiedad bactericida,
inhibiendo al mismo tiempo la actividad osteoclastica. El vehiculo seleccionado no
debe afectar o alterar el pH del hidréxido de calcio, ya que de lo contrario se alteran

15



Il. INTRODUCCION

las propiedades terapéuticas del mismo. Cuanto mas alto sea el pH durante un
periodo mas largo, mayor sera la inactivacion bacteriana (22,23)

‘

Figura 5. Imagen radiografica de un conducto medicado con hidréxido de calcio.
Figura 5. en la imagen 5A se observa la presencia de espacios debido a una mala
colocacion de la medicacion. 5B. EI mismo conducto después de la complementacion del
llenado (1)

El hidréxido de calcio se emplea combinado con tres categorias principales
de vehiculos:

- Acuosos: Constituidos por sustancias solubles en agua. Principalmente, el agua
se utiliza como vehiculo acuoso, aunque también se han empleado solucion salina,
solucion de metilcelulosa, anestésicos y otras soluciones acuosas. Esta preparacion
permite una liberacion rapida de iones, facilitando su solubilizacién en los tejidos y
su posterior reabsorcion por los macréfagos. Luego de la disociacion ionica, los
iones OH" se inactivan rapidamente al unirse a atomos de hidrégeno del vehiculo
utilizado, los cuales mantendran una ligera carga positiva, pudiendo formar enlaces
dipolo-dipolo con los iones OH- que mantienen carga una negativa. Por otra parte,
los iones OH" reaccionan con los sistemas buffer de la dentina, reduciendo el tiempo
de efectividad del hidréxido de calcio (15,16,23,24).

- Viscosos: Han sido utilizadas la glicerina, polietilenglicol y propilenglicol. Estos

vehiculos tienen un alto peso molecular, y son utilizados con el objetivo de disminuir
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la solubilidad de la pasta, prolongar la liberacion iénica, de tal manera que la
inactivacion de los iones Ca*™ y OH™ ocurre mas lentamente, al reducirles su
capacidad de difusion. Estas sustancias presentan en sus estructuras quimicas
grupos OH-con ligera carga negativa, los cuales pueden reaccionar con el ion Ca*™*
a través de enlaces ion-dipolo, asi como atomos de hidrégeno que pueden
reaccionar con los iones OH" del hidroxido de calcio (15).

- Oleosos: son sustancias no solubles en agua con baja solubilidad y capacidad de
difusidén en los tejidos. Se ha empleado el uso de aceite de oliva, de silicona y
diversos acidos grasos,para formar una mezcla que permita estar en el interior de
los conductos radiculares durante periodos prolongados de tiempo sin necesidad
de renovar la medicacion. A pesar de ello quimicamente es imposible medir el pH
de un aceite, puesto que no permiten la disociacioén de iones H* y OH", por lo anterior

no se recomienda el uso del Ca(OH)z con los aceites (15).

2.6. VEHICULOS

2.6.1. Hipoclorito de sodio (NaOCI)

Este se encuentra dentro de los principales vehiculos acuosos empleados en la
practica diaria, segun la Asociacion Americana de Endodoncistas, se define como
un liquido claro, palido, verde amarillento, extremadamente alcalino, con fuerte olor
clorino, que presenta una accidon disolvente sobre el tejido necrético y restos
organicos; ademas es un potente agente antimicrobiano. La accion bactericida y de
disolucidén de los tejidos del hipoclorito de sodio puede ser modificada por la

concentracion de este, la temperatura y el pH de la solucion (25).

Su uso en clinica es generalizado, desde concentraciones mas bajas a 0.5 % hasta
otras mas altas de 5.25 %. "A mayor concentracion, mejores son las propiedades
solventes y antibacterianas, pero también se incrementa su efecto toxico™. El pH del
hipoclorito es aproximadamente de 11.6, siendo una solucion alcalina (25). En la
Figura 6 se observa la estructura quimica del hipoclorito de sodio compuesta por un

cation de sodio (Na +) y un anién de hipoclorito (OCI- o CIO-).
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Na®*

Figura 6. Estructura quimica del hipoclorito de sodio. En la figura 6 observamos la

estructura quimica del hipoclorito de sodio con la féormula NaOCI, que es un catiéon de

sodio (Na +) y un anién de hipoclorito (OCI- o CIO-) (37). Imagen tomada de internet:
https://www.laboratoriumdiscounter.nl/es/quimicos/a-z/n/hipoclorito-de-sodio/

2.6.2. Suero o solucion fisioldgica

Es considerado como el irrigante mas biocompatible que existe, no es caustico en
los tejidos periapicales, reduce la irritacion e inflamacion de los tejidos periapicales
causada por la extrusién del hipoclorito de sodio. La solucion salina es un irrigante
deébil, por lo que es utilizado como un irrigante auxiliar, el cual se utiliza alternandolo
con otras soluciones y como solucién irrigadora final cuando se desea eliminar los
residuos de la solucién anterior. En la Figura 7 podemos observar su presentacion

comercial (20)
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Figura 7. Solucién CS Pisa. Presentacion comercial de la solucion salina de CS PISA,
compuesta por cloruro de sodio al 0.9 % (38). Disponible en:
https.//www.pisa.com.mx/product/solucion-cs-pisa-frasco-50-ml-minioval-con-adaptador/

2.6.3. Soluciones anestésicas, mepivacaina (Scandonest 2 % Special)

Otro vehiculo que se ha utilizado en la medicacion intraconducto, ya que es una
solucion facilmente disponible, son las soluciones anestésicas. Estas sustancias
quimicas tienen la capacidad de bloquear de manera especifica y reversible la
conduccion de los impulsos nerviosos. Son utilizadas con o sin vasoconstrictor,
estériles y faciles de manejar. Es interesante notar que la mayoria de estas
soluciones tienen un pH acido, pero cuando se mezclan con el polvo de hidréxido
de calcio, la pasta final tiene un pH alto de 12.5 que se mantiene con el tiempo.
Ademas, promueven una liberacién idnica rapida (17). Un cartucho de Scandonest
2 % estara compuesto por adrenalina y clorhidrato de mepivacaina como podemos

observar en la Figura 8.
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_geveenese Clorhidrato de
mepivacaina

36.00mg

Scandonest
2% especial

Adrenalina

Figura 8. Composicion de un cartucho de Mepivacaina (Scandonest 2 % Special) .
Composicion cualitativa y cuantitativa de Scandonest 2% especial, la cual se compone de
adrenalina y clorhidrato de mepivacaina (Scandonest 2 % Special) .

2.6.4. Soluciones de superoxidacion (SSO)

Son soluciones con efecto desinfectante, esterilizante y antiséptico, tienen un pH

neutro (6,4- 7,5), vease su presentacion comercial en la

Figura 9. Estas soluciones son creadas mediante un proceso que utiliza agua comun
y sal (NaCl), que se someten a una camara con electrodos donde se aplica corriente
eléctrica. Este proceso da lugar a la generacion de varios elementos, principalmente
derivados de cloro, hidrogeno y oxigeno. Por lo tanto, se compone principalmente
de acido hipocloroso, cloro e hipoclorito sdédico. Su espectro microbicida es amplio

y efectivo contra una gran variedad de bacterias, hongos y virus (26,27).
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Figura 9. Solucién de superoxidacion. Presentacion comercial de Microdacyn 60, la
cual es una solucién de superoxidacion utilizada por sus propiedades antisépticas (39).
Imagen tomada de internet: https://microdacyn.com.mx/

2.6.4.1. Mecanismo de accion de Microdacyn 60

Efecto antimicrobiano: Microcyn 60 actua al contacto con los microorganismos.
Las especies reactivas de cloro y oxigeno en Microcyn 60 se encargaran de
desnaturalizar las proteinas de la pared bacteriana y de las capsides virales.
Provocando una alteracion de las funciones basicas de los microorganismos; los
cuales sufren un choque osmdético que termina por destruirlos. El tiempo en el que
se logre la destruccion de los microorganismos, dependera de la composicion
particular de cada uno, la presencia de materia organica contaminante como puede
ser la sangre presente, suero, entre otros, la accesibilidad del Microcyn 60 al tejido,
del volumen usado y del tiempo de exposicion. En superficies inanimadas, por
ejemplo, se logra la accion bactericida en un minuto y la desinfeccion de alto nivel
en 15 minutos (26,27).
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2.6.5 Extracto hidroetanolico de Allium sativum

Es una planta conocida comunmente como ajo; el término Allium procede de la
palabra All, que significa “ardiente o caliente” y “sativum” procede del latin que
significa “cultivado”. El ajo esta compuesto por agua, carbohidratos como la
fructosa, compuestos azufrados (alixina, alicina, aliina, ajo en, adenosina, alil
metano tiosulfinato, dialil disulfuro, dialil trisulfuro, alil metil triosulfinato, S-alil
mercaptocisteina, 2-vinil-4H-1,2-ditiina y 5-alilcisteina), fibra y aminoacidos libres.
Contiene altos niveles de vitamina C y A. Estda compuesto también por minerales
(potasio, fosforo, magnesio, sodio, hierro y calcio). Por ultimo posee un alto
contenido de compuestos fendlicos, polifenoles y fitoesteroles (28-30).

Allium sativum es una de las plantas en uso mas estudiadas desde la antigledad
debido a sus propiedades antibacterianas, antifungicas, antivirales y antioxidantes.
El extracto exhibe una amplia gama de efectos inhibidores sobre el crecimiento de
varias bacterias tanto bacterias gram-negativas como gram-positivas. debido a la
presencia de tiosulfinatos que incluyen sulfuro de dialilo, disulfuro de dialilo y sulfuro
de metilo de alilo, que alteran la membrana celular de las bacterias y bloquean sus
vias enzimaticas (28,30-32).

La alicina, un biocida, puede afectar el metabolismo esencial de la cisteina
proteinasa dependiendo de la dosis utilizada. Esta influencia puede conducir a la
destruccion de células eucariotas, ya que las células vivas contienen grupos tiol. Es
por ello, que el efecto antimicrobiano es atribuido a la reaccidn quimica que presenta

la alicina con los grupos tiol de las diferentes enzimas (28-31).
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2.7. INHIBICION BACTERIANA

2.7.1. Método de difusion en agar

El método de difusion en agar es el método de eleccion para determinar la eficacia
antibacteriana o tambien conocido como la susceptibilidad a los antimicrobianos, en
donde las zonas de inhibicidn se miden para determinar si un medicamento probado
es 0 no toéxico para las bacterias que fueron sometidas en dicha prueba. Ademas,
ofrece la posibilidad de probar simultaneamente varios aislados, poder detectar
cultivos mixtos o poblaciones heterogéneas y flexibilidad en la seleccion de
antibioticos y el rango de concentracién a analizar (33,34).

El antibiograma define la actividad in vitro de un medicamento frente a un
microorganismo determinado y refleja su capacidad para inhibir el crecimiento de
una bacteria o poblacion bacteriana (34).

Dentro de las ventajas que presenta la técnica de difusién en agar tenemos:
1. Es facil de efectuar y de gran reproducibilidad

2. Bajo precio

3. No requiere equipo especial

4. Sus resultados son facilmente interpretados por los clinicos

5. Es muy flexible a la hora de escoger los antibioticos a probar

2.8. EVALUACION DEL EFECTO CITOTOXICO A TRAVES DE LA

ACTIVIDAD HEMOLITICA

La actividad hemolitica se puede definir como la capacidad de ciertas sustancias
para danar las células sanguineas, principalmente los globulos rojos, provocando

su ruptura o lisis. Este proceso, conocido como hemdlisis, implica la destruccion o
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pérdida estructural de los gldbulos rojos y la liberacion de su contenido intracelular,
lo que puede causar disfuncion organica y otros problemas de salud (35,36).

Para determinar si un tratamiento es citotoxico, debemos identificar el tipo de muerte
celular que provoca, lo que puede proporcionar una estimacion de su
biocompatibilidad. Cuando una célula es expuesta a agentes citotdéxicos pueden
desencadenar su necrosis 0 apoptosis. La necrosis celular, se caracteriza por la
hinchazon seguida de una rapida lisis. Por otro lado, la apoptosis implica que los
componentes internos de la célula colapsen hacia adentro, formando pequefios

cuerpos vesiculares.(36—-38).

En el caso particular de la endodoncia, evaluar el efecto citotoxico a través de la
actividad hemolitica se enfoca, en identificar si los materiales utilizados durante el
tratamiento de conductos pudieran causar cierto dafo en las celulas sanguineas.
Esto es particularmente relevante para los materiales empleados en la obturacién e
irrigacion del tratamiento.

Este estudio tiene como objetivo evaluar el efecto antimicrobiano y citotoxico in-vitro
del hidréxido de calcio combinado con vehiculos como NaOCI 5.25 %, solucion de
superoxidacion (microdacyn), mepivacaina (Scandonest 2 % Special), soluciéon
salina y extracto hidroetanolico de Allium sativum (ajo) contra la cepa clinica de E.

faecalis.
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En este proyecto se propone investigar el efecto antimicrobiano y citotoxico de la
medicacion de hidroxido de calcio cuando se combina con diferentes vehiculos,
como el hipoclorito de sodio, solucién salina, solucion de superoxidacion
(microdacyn), mepivacaina (Scandonest 2 % Special) y extracto hidroetandlico de

Allium sativum (ajo).

Se plantean las siguientes preguntas, ¢Se correlaciona un mayor efecto
antibacteriano del hidroxido de calcio con un mayor efecto citotdoxico?, ¢Existe
alguna combinacion con el hidréxido de calcio que conserve y prolongue su efecto
antibacteriano mientras presenta un menor impacto citotoxico en los eritrocitos

humanos?.
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IV. JUSTIFICACION

La medicacién intraconducto se enfoca principalmente en disminuir la cantidad de
microorganismos presentes en el sistema de conductos radiculares. El hidroxido de
calcio es eficaz debido a los iones OH- liberados, que se genera cuando el producto
se disuelve en iones calcio e hidréxido. La eficacia de esta accion a distancia
dependera de la capacidad de difusion de estos iones a través de la dentina. La
adicion de sustancias facilita su aplicacion, mantiene un pH alto, mejora la fluidez y
la deteccion radiografica. El vehiculo utilizado influye en la disociacion ionica y la
actividad antimicrobiana. Este trabajo de investigacion nos permitira evaluar la
capacidad antibacteriana del hidroxido de calcio cuando se mezcla con diferentes
vehiculos como medicacion intraconducto en una infeccion causada por
Enterococcus faecalis, mediante ensayos in-vitro. Ademas, se abordara la
evaluacion del efecto citotdxico a través de la actividad hemolitica para determinar
si alguna de las mezclas estudiadas mantiene su capacidad antimicrobiana mientras
minimiza el efecto citotdéxico, lo que podria mejorar la seguridad durante el

tratamiento endodontico.
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V. HIPOTESIS

5.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

La combinacion de hidroxido de calcio con diferentes vehiculos, como solucion de
superoxidacion (Microdacyn), mepivacaina (Scandonest 2 % Special), solucién
salina y extracto hidroetandlico de Allium sativum (ajo), mostrara diferencias
estadisticamente significativas en su actividad antimicrobiana y efecto citotoxico en
comparacion con la mezcla de hidroxido de calcio e hipoclorito de sodio al 5.25 %

frente a una cepa clinica de E. faecalis.

5.2 HIPOTESIS NULA (H0)

La combinacién de hidroxido de calcio con diferentes vehiculos, como solucién de
superoxidacion (Microdacyn), mepivacaina (Scandonest 2 % Special), solucién
salina y extracto hidroetanodlico de Allium sativum (ajo), no mostrara diferencias
estadisticamente significativas en su actividad antimicrobiana y efecto citotoxico en
comparacion con la mezcla de hidroxido de calcio e hipoclorito de sodio al 5.25 %
frente a una cepa clinica de E. faecalis.

5.3 HIPOTESIS ALTERNATIVA (H1)

Al menos una de las combinaciones del hidroxido de calcio con diferentes vehiculos,
como solucion de superoxidacion (Microdacyn), mepivacaina (Scandonest 2 %
Special), solucién salina y extracto hidroetandlico de Allium sativum (ajo), mostrara
diferencias estadisticamente significativas en comparacion con la mezcla de
hidroxido de calcio e hipoclorito de sodio al 5.25 %, con un nivel de significancia de
al menos (P < 0.05), ya sea en relacion a la actividad antimicrobiana o en su efecto
citotéxico frente a una cepa clinica de E. faecalis.
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VI. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluacion del efecto antimicrobiano y citotoxico in-vitro del hidroxido de calcio

combinado con vehiculos como NaOCI 5.25 %, solucién de superoxidacion

(microdacyn), mepivacaina (Scandonest 2 % Special), solucion salina y extracto

hidroetandlico de Allium sativum (ajo) contra la cepa clinica de E. faecalis.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Evaluar la actividad microbicida del hidroxido de calcio combinado con NaOCI
5.25 %, solucion de superoxidacion (microdacyn), mepivacaina (Scandonest
2 % Special), solucion salina y extracto hidroetandlico de Allium sativum (ajo)
contra la cepa clinica de E. faecalis.

Determinar el efecto citotoxico del hidroxido de calcio combinado con NaOCI
5.25 %, solucion de superoxidacién (microdacyn), mepivacaina (Scandonest
2 % Special), solucion salina y extracto hidroetandlico de Allium sativum (ajo).
Evaluacion del efecto hemolitico de las mezclas de hidroxido de calcio
combinado con NaOCI 5.25 %, solucion de superoxidacion (microdacyn),
mepivacaina (Scandonest 2 % Special), solucion salina y extracto
hidroetandlico de Allium sativum (ajo).

Realizar analisis estadisticos de los resultados mediante la prueba ANOVA
bidireccional para evaluar la eficacia antimicrobiana y ANOVA de una via
para examinar la citotoxicidad de las distintas mezclas.
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VIl. VARIABLES

7.1 VARIABLES INDEPENDIENTES

Hidréxido de calcio asociado a diferentes vehiculos (NaOCI al 5.25 %, solucién de
superoxidacion, solucién salina, mepivacaina Scandonest 2 % Special y extracto

hidroetandlico de Allium sativum).

7.2 VARIABLES DEPENDIENTES

- Eliminacioén de E. faecalis mediante la formacion de halos de inhibicidn en relacion

al efecto antimicrobiano en la medicacion intraconducto.

- Efecto citotdéxico a través de la actividad hemolitica.
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Tabla 1. Muestra la operacionalizacion de variables del método de evaluaciéon de la
actividad antibacteriana

Variables Conceptualizacion Indicadores Escala de | Valor / categorias
medicion
Dependiente Capacidad de Se medira a través del Razén
Actividad inactivar halo de inhibicion del En milimetros (mm)
antibacteriana microorganismos, crecimiento bacteriano.
evitar su proliferacion Se expresa en
y/o impedir su accién milimetros.
patégena.
Independiente Son medios a través |- Hipoclorito de sodio al
Hidroxido de de los cuales se 5.25 % Nominal |I. Hidréxido de calcio +
calcio asociado a llevara a cabo la Hipoclorito de sodio al
distintos disociacion de los |- Solucién salina 5.25 %
vehiculos iones hidroxilo

Il. Hidroxido de calcio

-mepivacaina ” .
+ Solucién salina

(Scandonest 2 % Special)

I1l. Hidroxido de calcio

- Solucién de + Mepivacaina
superoxidacion (Scandonest 2 %
_ _ Special)
- Extracto hidroetandlico
de Allium Sativum IV. Hidréxido de calcio
+ Solucion de
superoxidacion

V. Hidroxido de calcio
+ Extracto
hidroetandlico de
Allium Sativum

7.3 OPERACION DE VARIABLES

A través del método de Agar Gelosa Sangre al 5 % inoculado con cepas bacterianas
de E. faecalis, se evaluaran los halos de inhibicion bacteriana de las diferentes
asociaciones del hidroxido de calcio. Se procedera a medir los halos de inhibicion
bacteriana en milimetros de diametro utilizando una regla de precision tipo Pie de

Rey (vernier).
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Se tomara en consideracion el promedio de los diametros que se formen alrededor
de cada sustancia evaluada, y se registraran los resultados en la tabla de
recopilacion de datos. El tamafio de esta zona de inhibicién estara directamente
relacionado con la actividad antibacteriana de las combinaciones frente a la
microflora bacteriana. Se realiz6 un analisis estadistico con el programa de
GraphPad Prism Software (version 10 para Windows, San Diego, California USA,
2024) mediante el analisis de varianza ANOVA bidireccional y se utilizé el método

de Tukey para comparar las diferencias entre los grupos estudiados.

Por otra parte, se evaluo el efecto citotoxico inducido por cada una de las mezclas
de hidroxido de calcio en células eritrocitarias humanas mediante la medicion de la
absorbancia a 600 nm en un lector multipozo. Se utilizé el programa GraphPad
Prism Software (version 10 para Windows, San Diego, California USA,2024). Se
realizé un analisis de varianza ANOVA de una via y el método de comparacion
multiple Tukey, para determinar si existian diferencias significativas entre las
mezclas de hidréxido de calcio sobre la suspensidn de eritrocitos.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1. TIPO DE ESTUDIO

Experimental in-vitro y longitudinal

8.2 UNIVERSO DE ESTUDIO

8.2.1 Método de evaluacion de la actividad antibacteriana

Grupo 1: Ca(OH)2 + NaOCl al 5.25 %

Grupo 2: Ca(OH). + Solucion de superoxidacién (microdacyn)
Grupo 3: Ca(OH)2 + Mepivacaina (Scandonest 2 % Special)
Grupo 4: Ca(OH)2 + Solucion salina

Grupo 5: Ca(OH). + Extracto hidroetandlico de Allium sativum (ajo)

Grupo 6 (Controles): NaOCI al 5.25 %, Solucion salina.

n= 6 grupos

8.2.2. Método de evaluacion de citototoxicidad en eritrocitos

Muestra de cultivo de eritrocitos al 4 % expuestos a las diferentes mezclas de
hidroxido de calcio distribuidas de la siguiente manera

Grupo 1: Ca(OH)2 + NaOCl al 5.25 %

Grupo 2: Ca(OH). + Solucion de superoxidacién (microdacyn)

32



VIll. MATERIALES Y METODOS

Grupo 3: Ca(OH)2 + Mepivacaina (Scandonest 2 % Special)

Grupo 4: Ca(OH)2 + Solucion salina

Grupo 5: Ca(OH). + Extracto hidroetandlico de Allium sativum (ajo)
Grupo control positivo: Detergente para células

Grupo control negativo: Solucion salina

8.3. MATERIALES E INSTRUMENTAL

El antibiograma se realizara conforme a las normas de Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) y European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing en placas Agar Gelosa Sangre al 5 % (Microbiologia Médica CMI, México)
las cuales seran inoculadas con cultivo Clinico de Enterococcus Faecalis, para tener

un campo estéril se utilizara alcohol solido 250 ml. (marca Fuego, México),

Para la experimentacion del efecto antimicrobiano, se utilizaron guantes de latex
estériles (Ambiderm), toallitas germicidas (Super Sani- Cloth), desinfectante en
aerosol (Lysol), bolsas plasticas (ziploc), indumentaria de proteccion personal,
alcohol al 70 % (Jaloma) para desinfeccion de area de trabajo, hisopos estériles
(McKesson), pipeta Pasteur de vidrio estéril, plumdn negro marcador permanente
(sharpie), incubadora (HHD), regla calibradora vernier, micropipeta (VWR de 2-20
pL,100-1000 pL), loseta de vidrio estéril, espatulas estériles, balanza analitica
(Ohaus Pioneer), hojas de papel de pesaje blanco, lamparas de luz uv para
esterilizar, cinta parafina, matraz. Para las diferentes asociaciones se utilizd
hidroxido de calcio ( Viarden Lab, Mission, Texas) siendo sus vehiculos hipoclorito
de sodio al 5.25 % (cloralex, México), microdacyn ® solucién (Invekra, México),
Scandonest 2 % special (SEPTODONT, Francia), solucion CS Pisa (Pisa

farmaceutica), extracto hidroetanolico de Allium sativum (ajo).

Para la elaboracion del extracto de ajo se utilizo agua tridestilada (Aqua, ZEYCO),
dientes de ajo (en bolsa de malla) balanza analitica (Ohaus Pioneer), hojas de papel
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de pesaje blanco, tubo de centrifuga de 45 ml (VWR), Agitador de plataforma
basculante y rotatorios 3D ( barnstead thermolyne labquake), jeringa hipodérmica
de 10ml (BD Plastipak).

La experimentacion fue llevada a cabo en el laboratorio 12 del edificio 3H de la

Facultad de Odontologia campus Tijuana en abril del 2024.

Figura 10. Edificio 3H de la Facultad de odontologia. En /a figura 10 se ilustra el edifico
3H de la Facultad de Odontologia Campus Tijuana

8.4. METODOLOGIA

8.4.1. Evaluacion de la actividad antibacteriana

8.4.1.1 Preparacion del extracto hidroetandlico de allium sativum

Para la medicion y preparacion de la muestra se seleccionaron dientes de ajo los
cuales fueron triturados con el apoyo de una licuadora. A través de una balanza

34



VIll. MATERIALES Y METODOS

analitica se pesaron 7 g de ajo los cuales fueron agregados a un tubo de centrifuga
con 14 ml de agua tridestilada. Esta muestra fue colocada en el agitador barnstead

thermolyne labquake durante una hora y media como se observa en la Figura 11.

Figura 11. Agitacion del Extracto hidroetandlico de Allium sativum. En la figura 11 se
observa el extracto de ajo en el agitador barnstead thermolyne labquake.

8.4.1.2. Clasificacion de las placas Agar Gelosa Sangre al 5 %

Las placas de agar gelosa sangre al 5 % fueron rotuladas en su exterior de acuerdo
a la mezcla de hidréxido de calcio obtenida por las distintas asociaciones con los

vehiculos de interés para estudio.
Placa 1 parte superior para el grupo A: Ca(OH).+ NaOCl al 5.25 %

Placa 1 parte inferior para el grupo B: Ca(OH). + Solucién de superoxidacion

(microdacyn)

Placa 2 parte superior para el grupo C: Ca(OH)2 + Mepivacaina (Scandonest 2 %

Special)
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Placa 2 parte inferior para el grupo D: Ca(OH)2 + Solucién salina

Placa 3 para el grupo E: Ca(OH). + Extracto hidroetandlico de Allium sativum (ajo)
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Figura 12. Agar Gelosa-sangre 5 % . Presentacion de las placas de agar gelosa sangre
5 % para su rotulacion

8.4.1.3. Inoculacion de las placas: Para mantener un entorno estéril, se
dispusieron latas de alcohol sélido de 250 ml de la marca Fuego formando un
triangulo. Durante la preparacion de la inoculacion, se procedid a abrir un tubo de
cultivo en caldo que contenia la cepa clinica de E. faecalis. Se extrajeron 100
microlitros de la muestra con una micropipeta, los cuales fueron posteriormente
depositados sobre la placa de agar sangre (Figura 13 panel A,B,C). Luego,
utilizando un hisopo estéril, se distribuy6 la cepa de manera uniforme por toda la
superficie del agar mediante el método de agotamiento, como podemos observar

en la Figura 13 panel D.
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Una vez completada la siembra, se esperd un periodo de tiempo de 3 a 5 minutos,

durante el cual se absorbié el exceso de humedad.

Figura 13. Inoculacion de las placas de agar sangre. La figura 13 ilustra el proceso de
siembra de la bacteria E. faecalis mediante el uso de una micropipeta y la técnica de
agotamiento.

En las placas, previamente rotuladas e inoculadas, emplearon pipetas Pasteur de
vidrio estériles para crear pozos de 6 milimetros de diametro, con una distancia

aproximada entre cada uno de 15 a 26 mm

Figura 14. Fabricacion de los pozos. En la figura 14 se ilustra la fabricacion de los 6 pozos
con una pipeta Pasteur de vidrio estéril.
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8.4.1.4. Preparacion de las mezclas de hidroxido de calcio: Se realizaron
mediciones de 0.280 gramos aproximadamente de hidroxido de calcio para cada
asociacion mediante una balanza analitica (Figura 15 panel A). Los envases que
contenian los 0.280 gramos de hidroxido de calcio se mezclaron con 200 yL de cada
vehiculo a estudiar hasta lograr una consistencia de pasta (Figura 15 panel B y C).
Las mezclas de hidroxido de calcio fueron colocadas en los pozos fabricados
previamente, realizando triplicados de cada uno (Figura 15 panel D).

Ei B b ——

Figura 15. Fabricacion y colocacion de las mezclas de Ca(OH). con los distintos
vehiculos. En la figura 15 se muestra el proceso completo, desde el pesaje del hidréxido
de calcio hasta la disposicion final en forma de pasta dentro de los pozos creados en el
agar.
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8.4.1.5. Incubacioén: Posteriormente, las placas se trasladaron a una incubadora
a 37 °C y, tras un periodo de incubacion de 24, 48 y 72 horas, se llevaron a cabo
las mediciones de los halos de inhibicibn del crecimiento bacteriano

respectivamente.

Figura 16. Incubacién de los medios de cultivo. En la figura 16 obervamos la
incubacion de las cajas petri a 37 °C durante un periodo de tiempo de 24, 48 y 72 horas.

8.4.1.6. Medicion de los halos de inhibicion:

A las 24 horas se procedié a medir los halos de inhibicidon bacteriana en milimetros
de diametro utilizando una regla calibradora vernier. Se calculé el promedio de los
diametros observados alrededor de cada sustancia evaluada y se registraron los

resultados en la tabla de recoleccion de datos.
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Es importante destacar que el diametro de la zona de inhibicidn estaba directamente
relacionado con la actividad antimicrobiana de las combinaciones estudiadas frente
a la microflora bacteriana. El valor de 6 milimetros se consideré como ausencia de
inhibicion bacteriana, ya que correspondia al diametro de los pozos utilizados en el
experimento. Al transcurrir las 48 y 72 horas se repitidé el mismo procedimiento para

el registro de los datos.

Figura 17. Medicién de los halos de inhibicion. En la figura 17 se presenta como, tras
24, 48 y 72 horas, se midieron los halos de inhibicion utilizando una regla calibradora
vernier.

8.4.2. Evaluacion del efecto citotoxico a traves de la actividad hemolitica

Se escogié a una vardon de 34 afos de edad que no presentaba historial de
enfermedades sistémicas y que estaba en 6ptimas condiciones de salud. Se emple6
alcohol etilico al 70 % para limpiar la zona de puncion antes de recolectar la muestra
sanguinea. La extraccion se realizd con una jeringa hipodérmica de 10 ml (BD
Plastipak). Las muestras se recolectaron en tubos con tapén morado conteniendo
anticoagulante EDTA (BD VACUTAINER con EDTA K2).( Figura 18 panel A)
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Para la medicion de la citotoxicidad a través de actividad hemolitica se utilizaron
tubos eppendorf de 1.5 ml y de 45 ml, gradilla para tubos eppendorf, una centrifuga
para tubos eppendorf (eppendorf, Centrifuge 5418), solucion salina al 0.9 % (cloruro
de sodio, CS PiSA), probeta graduada 50 ml, micropipetas (VWR de 2-20 uL,100-
1000 pL) y el lector de absorbancia el fotdmetro de mesa multiparamétrico y medidor
de pH (H183399 HANNA) y las mezclas de Hidroxido de calcio de interés para este

estudio:

A: Ca(OH)2+ NaOCl al 5.25 %

B: Ca(OH)2 + Solucién de superoxidacion (microdacyn)

C: Ca(OH)2 + Mepivacaina (Scandonest 2 % Special)

D: Ca(OH)2 + Solucion salina

E: Ca(OH). + Extracto hidroetandlico de Allium sativum (ajo)

Para comenzar a preparar la solucién de eritrocitos al 4 %, se inicié con el lavado
de los eritrocitos afiadiendo 150 uL de eritrocitos en cada tubo Eppendorf de 1.5 ml
(Figura 18 panel B y C), complementando el volumen restante con solucion salina

hasta alcanzar 1.5 ml (Figura 18 panel D).

A I

Figura 18. Lavado de eritrocitos humanos. En la Figura 18 se ilustra el proceso de
extraccion de 150 microlitros de eritrocitos humanos, los cuales son transferidos a un tubo
Eppendorf, seguido de la adicion de solucion salina.
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Luego, se procedio a centrifugar durante 10 minutos a 3400 revoluciones por minuto
(rpm) para separar los eritrocitos del suero. Una vez completada la centrifugacion,
se elimino el sobrenadante, dejando los botones de globulos rojos. Este proceso de
lavado se repiti6 durante cuatro ciclos adicionales, ajustando la velocidad de
centrifugacion a 2100 rpm en cada uno. Después de completar los cinco ciclos de
lavado, se elimino el ultimo sobrenadante y se afiadio solucidn salina suficiente para

alcanzar un volumen total de 1 ml en los tubos Eppendorf de 1.5 ml se llevaron a

refrigeracion para su conservacion.

Figura 19. Centrifugacion de tubos Eppendorf. En /a figura 19 podemos observar la
colocacion de los tubos eppendorf para su centrifugacion durante 10 minutos a 3400 rpm.

Para preparar la solucidon madre de eritrocitos al 4 %, se procedié a eliminar el
sobrenadante, dejando unicamente el boton de globulos rojos, repitiendo este
proceso en todos los tubos Eppendorf disponibles. Utilizando una micropipeta, se
extrajo el boton hasta alcanzar una cantidad de 1.2 ml de eritrocitos, los cuales
fueron transferidos a una probeta graduada de 50 ml (Figura 20 panel A).

Posteriormente, se agrego solucién salina gradualmente hasta alcanzar un volumen
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final de 40 ml (Figura 20 panel B). La solucion resultante de eritrocitos al 4 % se

transfirié a un tubo Eppendorf de 45 ml y se almacend en refrigeracion (Figura 20

panel C).

Figura 20. Soluciéon madre de eritrocitos al 4 %. En la figura 20 Panel A: Extraccion de
1.2 ml de eritrocitos de un tubo Eppendorf a una probeta graduada de 50 ml. Panel B:
Preparacion de la solucién madre de eritrocitos al 4 % mediante la adicion gradual de
solucién salina hasta alcanzar un volumen de 40 ml. Panel C: Almacenamiento de la

solucioén de eritrocitos al 4 % en un tubo Eppendorf de 45 ml en refrigeracion.

Los tubos Eppendorf de 1.5 ml fueron etiquetados para la evaluacion de la actividad
hemolitica de las distintas mezclas de hidréxido de calcio de interés en este estudio,
ademas, se incluyeron controles para comparar resultados en donde la solucién
salina se utiliz6 como control negativo y detergente para células como control

positivo.

A: Ca(OH)2+ NaOCl al 5.25 %

B: Ca(OH). + Solucioén de superoxidacion (microdacyn)
C: Ca(OH). + Mepivacaina (Scandonest 2 % Special)
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D: Ca(OH)2 + Solucion salina

E: Ca(OH). + Extracto hidroetandlico de Allium sativum (ajo)
Control positivo: Detergente para células

Control negativo: Solucién salina (SS)

En cada tubo, se agregaron 50 miligramos (0.0500 gramos) de cada mezcla a
evaluar, colocados en una pared del tubo en su parte inferior, seguidos de la adicién
de 1 mililitro (1000 microlitros) de la solucion de eritrocitos al 4 % utilizando una

micropipeta. Una vez completados todos los tubos y habiendo realizado duplicados

de cada mezcla a evaluar, se llevaron a incubacion durante una hora a 37 °C.

Figura 21. Mezclas de Hidroxido de calcio con suspension de glébulos rojos. En la
figura 21 se muestra el proceso de pesaje de 50 mg de cada mezcla de Ca(OH); para
luego colocarlas en tubos Eppendorf, donde se afadio la suspension de glébulos rojos.

Pasado el tiempo de incubacion se llevaron a la centrifuga durante 5 minutos a
10000 rpm. Para evaluar el rendimiento de la hemoglobina en el sobrenadante, se
empled unespectrofotdmetro modelo H183399 HANNA, en donde se registro dos

veces la absorbancia a una longitud de onda de 600 nm.
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Figura 22. Espectrofotometro lector de absorbancia. En la figura 22 se aprecia una
fotografia del espectrofotometro utilizado, modelo H183399 HANNA.

La cantidad de hemoglobina liberada se determiné en un espectrofotémetro y el
porcentaje de hemolisis se calculd con la siguiente formula: porcentaje de hemdlisis

(%)= (tratamiento-solucion isoténica/tween-solucién isotdnica) x 100.

8.5 ANALISIS ESTADISTICO

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana los datos se analizaron
estadisticamente utilizando el software GraphPad Prism (version 10 para Windows,
San Diego, California, EE.UU., 2024). Se realiz6 un analisis de varianza
bidireccional (ANOVA), para evaluar la eficacia antimicrobiana y ANOVA de una via
para examinar la citotoxicidad de las distintas mezclas; se utilizo el método de Tukey
para comparar las diferencias entre los grupos estudiados. Se considero que existia

diferencia estadisticamente significativa cuando p < 0.05.
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IX. RESULTADOS

9.1. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

En este estudio, se evalu6 la actividad antibacteriana del hidréxido de calcio cuando
se mezcla con diferentes vehiculos acuosos como parte de la medicacion
intraconducto, en una infeccion causada por una cepa clinica de Enterococcus
faecalis. Se prepararon cinco mezclas distintas, cada una adicionada con los
vehiculos a investigar, todas utilizando las mismas proporciones: 0.280 gramos de
hidréxido de calcio afnadidos a 0.20 mililitros de vehiculo para estandarizar las

mezclas.

9.1.1. Medicion de los halos de inhibicion a las 24 horas

Para el grupo A: (Ca(OH)2 + NaOCI al 5.25 %), se registr6 una media de 18.27 mm
(representada por los pozos triplicados en la parte superior de la Figura 23). En el
caso del grupo B: (Ca(OH)2 + Solucion de superoxidacion), se observoé una media
de 19.67 mm (perteneciente a los pozos triplicados en la parte inferior de la Figura
23). Las medias obtenidas las podemos observar en la Tabla 2.

Figura 23. Halos de inhibicion a las 24 horas grupo Ay B. En la figura 23 podemos
observar en la parte superior los halos de inhibiciéon formados por la mezcla de Ca(OH). +
NaOCI al 5.25 %, mientras que en la parte inferior aquellos formados por la mezcla
Ca(OH): + Solucién de superoxidacion.
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Para el grupo C: (Ca(OH)2 + Mepivacaina (Scandonest 2 % Special), se registré una
media de 14.53 mm (representada por los pozos triplicados en la parte superior de
la Figura 24. En el caso del grupo D: (Ca(OH). + Solucion salina), se observo una
media de 14.6 mm (perteneciente a los pozos triplicados en la parte inferior de la

Figura 24. Las medias obtenidas las podemos observar en la Tabla 2.

Figura 24. Halos de inhibicion a las 24 horas grupo C y D. En la figura 24 observamos
en su parte superior los halos de inhibicion formados por la mezcla de Ca(OH), +
Mepivacaina (Scandonest 2 % Special) y en la parte inferior se presentan los halos
formados por la mezcla de Ca(OH). + Solucién salina.

Por ultimo el grupo E representado por la mezcla de Ca(OH). + Extracto
hidroetandlico de Allium Sativum registré6 una media de 19.3 mm (Tabla 2,Figura

25)

&

Figura 25. Halos de inhibicién a las 24 horas grupo E. En la figura 25 se puede
apreciar los halos formados por la mezcla de Ca(OH). + Extracto hidroetandlico de Allium
sativum.
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9.1.2. Medicion de los halos de inhibicion a las 48 horas

Para el grupo A: (Ca(OH)2 + NaOCI al 5.25 %), se registr6 una media de 20.63 mm
representada por los pozos triplicados en la parte superior de la Figura 26. En el
caso del grupo B: (Ca(OH)2 + Solucion de superoxidacion), se observoé una media
de 21.0 mm (perteneciente a los pozos triplicados en la parte inferior de la Figura

26). Las medias obtenidas las podemos observar en la Tabla 2.

Figura 26. Halos de inhibicion a las 48 horas grupo Ay B. En la figura 26 podemos
observar en la parte superior los halos de inhibicion a las 48 horas por la mezcla de
Ca(OH). + NaOCl al 5.25 %; mientras que en la parte inferior aquellos formados por la
mezcla Ca(OH), + Solucién de superoxidacion.

Para el grupo C: (Ca(OH)2 + Mepivacaina (Scandonest 2 % Special), se registré una
media de 18.4 mm (representada por los pozos triplicados en la parte superior de
la Figura 27, Tabla 2). En el caso del grupo D: (Ca(OH)2 + Solucion salina), se
observo una media de 18.97 mm (Tabla 2) (perteneciente a los pozos triplicados en

la parte inferior de la Figura 27)
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Figura 27. Halos de inhibicion a las 48 horas grupo C y D. En la figura 27 observamos
en su parte superior los halos de inhibicién a las 48 horas por la mezcla de Ca(OH), +
Mepivacaina (Scandonest 2 % Special) y en la parte inferior se presentan los halos
formados por la mezcla de Ca(OH)2 + Solucién salina.

Por ultimo el grupo E representado por la mezcla de Ca(OH). + Extracto

hidroetandlico de Allium sativum registré una media de 19.83 mm (Figura 28, Tabla

2).

Figura 28. Halos de inhibicion a las 48 horas grupo E. En la figura 28 se puede
apreciar los halos de inhibicién a las 48 horas por la mezcla de Ca(OH). + Extracto
hidroetandlico de Allium sativum.
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9.1.3. Medicion de los halos de inhibicion a las 72 horas

Para el grupo A: (Ca(OH)2 + NaOCI al 5.25 %), se registré una media de 20.86 mm
(representada por los pozos triplicados en la parte superior de la Figura 29). En el
caso del grupo B: (Ca(OH)2 + Solucion de superoxidacion), se observoé una media
de 21.4 mm (perteneciente a los pozos triplicados en la parte inferior de la figura

29). Las medias obtenidas las podemos observar en la Tabla 2.

Figura 29. Halos de inhibicion a las 72 horas grupo Ay B. En la figura 29 podemos
observar en la parte superior los halos de inhibicion a las 72 horas por la mezcla de
Ca(OH). + NaOCl al 5.25 %; mientras que en la parte inferior aquellos formados por la
mezcla Ca(OH), + Solucién de superoxidacion.

Para el grupo C: (Ca(OH)2 + Mepivacaina (Scandonest 2 % Special), se registré una
media de 18.73 mm (representada por los pozos triplicados en la parte superior de
la Figura 30). En el caso del grupo D: (Ca(OH)2 + Solucion salina), se observo una
media de 19.26 mm (perteneciente a los pozos triplicados en la parte inferior de la
Figura 30).
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1

Figura 30. Halos de inhibicién a las 72 horas grupo C y D. En la figura 30 observamos
en su parte superior los halos de inhibicién a las 72 horas por la mezcla de Ca(OH), +
Mepivacaina (Scandonest 2 % Special) y en la parte inferior se presentan los halos
formados por la mezcla de Ca(OH). + Solucién salina.

Por ultimo el grupo E representado por la mezcla de Ca(OH). + Extracto

hidroetandlico de Allium sativum registré una media de 20.56 mm ( Figura 31).

Figura 31. Halos de inhibicién a las 72 horas grupo E. En la figura 31 se puede
apreciar los halos de inhibicién a las 72 horas por la mezcla de Ca(OH)., + Extracto
hidroetandlico de Allium sativum.
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Tabla 2. Media de los halos de inhibicion observados (expresada en mm)

IX. RESULTADOS

Grupo A 18.27 mm 20.63 mm 20.86 mm
Grupo B 19.67 mm 21.0 mm 21.4 mm
Grupo C 14.53 mm 18.4 mm 18.73 mm
Grupo D 14.6 mm 18.97 mm 19.26 mm
Grupo E 19.3 mm 19.83 mm 20.56 mm
NaOCI 5.25 % 16.2 mm 16.2 mm 16.2 mm
SS 0 mm 0 mm 0 mm

Posteriormente para la evaluacion de la actividad antibacteriana los datos se

analizaron estadisticamente utilizando el software GraphPad Prism (version 10 para

Windows, San Diego, California USA, 2024). Se realizé analisis de varianza

bidireccional (ANOVA) y el método de comparacion multiple de Tukey. Los

resultados los podemos observar en la Grafica 1.

52



IX. RESULTADOS

Analisis de la actividad
antibacteriana
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Grafica 1. Andlisis de la actividad antibacteriana. En /a grafica 1 se muestra la media
de los halos de inhibicion, expresada en milimetros, para cada grupo y sus controles,
medida a las 24, 48 y 72 horas.
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Los resultados obtenidos después de 24 h de incubacion, revelaron lo siguiente:

Se identificd una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos control
NaOCI 5.25 % vs. SS (****) (P < 0.0001) con un nivel de significancia del 0.05 %.

El estadistico nos arrojo una diferencia estadisticamente significativa al comparar el
grupo A y el NaOCI 5.25 % con un valor de P < 0.0001 (****). Por otro lado la
comparacion entre el grupo B con respecto al NaOCIl 5.25 %, se identificoO una
diferencia estadisticamente significativa con un valor de P < 0.0001 (****), y un nivel
de significancia del 0.05 %. Asi mismo se observo una diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo E y el NaOClI 5.25 % (****) (P < 0.0001), con un nivel de
significancia del 0.05 %. Estos resultados se pueden observar en la Tabla 3.

Por otro lado, el estadististico nos arrojé una diferencia estadisticamente
significativa al comparar el grupo C respecto al NaOCI 5.25 %, con un valor de P =
0.0012 (**). La comparacion del grupo D con nuestro control NaOCI 5.25 % mostré
una diferencia estadisticamente significativa con un valor de P = 0.0020, (**) y un
nivel de significancia del 0.05 %. Estos resultados se pueden observar en la Tabla
3.

Tabla 3. Analisis comparativo de la diferencia estadisticamente significativa y valor
de P con respecto a NaOCI 5.25 % a las 24 horas

24 h Diferencia significativa | Valorde P | Resumen
NaOCI 5.25 % vs. SS si < 0.0001 e

A vs. NaOCI 5.25 % si < 0.0001 e

B vs. NaOCI 5.25 % si < 0.0001 b

C vs. NaOCI 5.25 % si 0.0012 >

D vs. NaOCI 5.25 % si 0.0020 **

E vs. NaOCI 5.25 % si < 0.0001 e
Ca(OH)2 vs. NaOCI 5.25 % si < 0.0001 i
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Al comparar los grupos A, B, C, D y E contra nuestro grupo control negativo (SS),
todos mostraron una diferencia estadisticamente significativa con un valor de p <
0.0001, (****) y con un nivel de significancia del 0.05 %. (Tabla 4).

Tabla 4. Analisis comparativo de la diferencia estadisticamente significativa y valor
de P con respecto a SS a las 24 horas

24h Diferencia significativa Valor de P Resumen
Avs. SS Si < 0.0001 bl
B vs. SS Si < 0.0001 el
Cvs. SS Si < 0.0001 bl
D vs. SS Si < 0.0001 R
E vs. SS Si < 0.0001 el
Ca(OH)2 vs. SS Si < 0.0001 el

Se identificé una diferencia estadisticamente significativa al comparar el grupo A
respecto al grupo B con un valor de P =0.0102 (*). Sin embargo, no se encontrd
diferencia estadisticamente significativa entre el grupo A y el grupo E con un valor
de P = 0.1266, y con un nivel de significancia del 0.05 %. Estos resultados se
pueden observar en la Tabla 5.

Por ultimo, el estadistico nos arrojo una diferencia estadisticamente significativa
entre el grupo A y el grupo C, con un valor de P < 0.0001 (****), y con un nivel de
significancia del 0.05 %. Se obtuvieron los mismos resultados para la comparacién
entre el grupo A respecto al grupo D. Estos resultados se pueden observar en la
Tabla 5.
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Tabla 5. Analisis comparativo de la diferencia estadisticamente significativa y valor

de P con respecto al grupo A a las 24 horas

24 h Diferencia significativa Valor de P Resumen
Avs. B Si 0.0102 *
Avs.C si < 0.0001 i
Avs.D si < 0.0001 b
Avs. E no 0.1266 ns

Los resultados obtenidos después de 48 horas de incubacion revelaron lo siguiente:

Se identifico diferencia estadisticamente significativa entre los grupos control NaOCI
5%y SS (****) (p < 0.0001) y con un nivel de significancia del 0.05 %.

Al comparar el grupo A, B, C, Dy E, respecto al control positivo el NaOCl 5.25 % el

estadistico nos arroj6 lo siguiente: existe una diferencia estadisticamente

significativa con un valor de P < 0.0001 (****) y con un nivel de significancia del 0.05

%. Estos datos los podemos observar en la Tabla 6.

Tabla 6. Analisis comparativo de la diferencia estadisticamente significativa y valor
de P con respecto a NaOCI 5.25 % a las 48 horas

48 h Diferencia significativa | Valor de p Resumen
NaOCI 5 % vs. SS Si < 0.0001 s
A vs. NaOCI 5 % Si < 0.0001 s
B vs. NaOCI 5 % Si < 0.0001 e
C vs. NaOCI 5 % Si < 0.0001 s
D vs. NaOCI 5 % Si < 0.0001 e
E vs. NaOCI 5 % Si < 0.0001 s
Ca(OH)2 vs. NaOCI 5 % Si < 0.0001 R

Al comparar los grupos A, B, C, D y E contra el grupo control negativo (SS), todos

mostraron una diferencia estadisticamente significativa con un valor de P < 0.0001

(****), y con un nivel de significancia del 0.05 % (Tabla 7).
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Tabla 7. Analisis comparativo de la diferencia estadisticamente significativa y valor
de P con respecto a SS a las 48 horas

48 h Diferencia significativa Valor de p Resumen
Avs. SS Si < 0.0001 o
B vs. SS Si < 0.0001 R
Cvs. SS Si < 0.0001 o
D vs. SS Si < 0.0001 R
E vs. SS Si < 0.0001 o
Ca(OH)2 vs. SS Si < 0.0001 o

El estadistico nos arrojé una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo
Ay el grupo C con un valor de P < 0.0001 (****). Sin embargo, no se identificé una
diferencia estadisticamente significativa entre el grupo A y el grupo B con un valor
de P =0.9747, y con un nivel de significancia del 0.05 %. Estos valores los podemos
identificar en la Tabla 8.

Al comparar el grupo A respecto all grupo D el estadistico identificod una diferencia
estadisticamente significativa con un valor de P = 0.0012 (**) y con un nivel de
significancia del 0.05 %. Sin embargo, no se encontro diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo A y el grupo E donde P = 0.4017, con un nivel de
significancia del 0.05 % (Tabla 8).

Tabla 8. Analisis comparativo de la diferencia estadisticamente significativa y valor
de P con respecto al grupo A a las 48 horas

48 h Diferencia significativa Valor de p Resumen
Avs. B no 0.9747 ns
Avs.C si < 0.0001 e
Avs.D si 0.0012 **
Avs. E no 0.4017 ns
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Los resultados obtenidos después de 72 horas de incubacion revelaron lo siguiente:

Los resultados del analisis estadistico a las 48 y 72 h fueron consistentes y similares
entre si. Sin embargo el andlisis estadistico identificé valores disitntos a los
obtenidos en las 48 h; por ejemplo: al comparar el grupo A respecto al grupo B no
se identificé una diferencia estadisticamente significativa con un valor de P =
0.8385, y con un nivel de significancia del 0.05 %. Por otra parte al realizar la
comparacion entre el grupo A respecto al grupo D se observd una diferencia
estadisticamente significativa con un valor de P = 0.0020 (**). Sin embargo, no se
identifico una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo Ay el grupo E
con un valorde P =0.992, y con un nivel de significancia del 0.05 %. Se anexa Tabla
6, Tabla 7 y Tabla 9 ,asi como la Grafica 2, donde se pueden observar los resultados
arrojados por el estadistico, es posible ver la tabla completa de las 72 h en anexos.

Tabla 9. Analisis comparativo de la diferencia estadisticamente significativa y valor
de P con respecto al grupo A a las 72 horas

72 h Diferencia significativa Valor de P Resumen
Avs.B no 0.8385 ns
Avs.C Si < 0.0001 i
Avs.D Si 0.0020 **
Avs. E no 0.9921 ns
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Analisis de la actividad antibacteriana
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Gréafica 2. Halos de inhibicion de las mezclas de Ca(OH)2 a las 72 h. En la grafica 2 se
muestran las comparaciones entre la mezcla de hidroxido de calcio con hipoclorito de
sodio (grupo A) respecto a los demas grupos. Se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo A y los grupos C y D, excepto con el grupo B y E, donde no
hubo diferencia estadisticamente significativa.
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9.2. ANALISIS DEL EFECTO CITOTOXICO A TRAVES DE LA

ACTIVIDAD HEMOLITICA

Se realiz6 un analisis del efecto citotdxico para evaluar como las diferentes mezclas
de hidréxido de calcio afectan la viabilidad de los eritrocitos. Se calcularon las
medias de la absorbancia de las repeticiones de cada mezcla y, posteriormente, se
realizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de una comparacion
de Tukey para identificar las diferencias entre los grupos estudiados. El porcentaje
de hemdlisis se determiné mediante la ecuacion descrita en la metodologia, lo que
permitid deducir la citotoxicidad de las distintas mezclas. Los resultados se
presentan en términos de porcentaje de hemdlisis. Los reGrafica 3sultados los
podemos observar en la Tabla 10 y la Grafica 3.

Tabla 10. Media de los niveles de absorbancia y porcentaje de hemdlisis de los
distintos grupos y controles (expresada en ABS y % ).

Grupos ABS % Hemodlisis

A 2.366 63.6 %

B 1.470 39.1 %

C 1.422 37.8 %

D 1.392 37 %

E 1.557 41.5 %

Detergente celular (control +) 0.035 100 %
SS (Control -) 0.036 0 %
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Grafica 3. Porcentaje de hemolisis de los distintos grupos y controles. En la grafica 3
se puede observar el porcentaje de hemdlisis en cada uno de los grupos estudiados, asi
como en nuestros controles positivo y negativo. La evaluacion se realizé por duplicado para
cada toma de absorbancia, obteniendo asi una media para mayor precision.
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El grupo A mostré una hemolisis del 63.6 %, mientras que el grupo B presentd un
porcentaje del 39.1 %. Por otra parte, el grupo C mostré una hemolisis del 37.8 %,
y el grupo D un 37 %. El grupo E presentd un porcentaje del 41.5 %. Ademas, se
evalud la hemolisis de los grupos de control: nuestro control positivo (detergente
para células) mostré una hemolisis del 100 %, mientras que nuestro control negativo
(SS) presentd un 0 % de hemdlisis. Estos datos podemos observarlos en la Tabla
10 y la Grafica 3.

El estadistico nos arroj6 diferencias estadisticamente significativas al comparar los
grupos A, B, C, D y E respecto al control positivo (detergente para células) con un
valor de p menor a 0.0001 en todos los casos y con un nivel de significancia del 0.05
% (Tabla 11).

Tabla 11. Analisis de la citotoxicidad de las mezclas de hidréxido de calcio en
comparacion con detergente para células

Grupo Diferencia Valor de p Resumen
Estadisticamente
significativa
A vs. Detergente Si < 0.0001 i
B vs. Detergente Si < 0.0001 i
C vs. Detergente Si < 0.0001 i
D vs. Detergente Si < 0.0001 i
E vs. Detergente Si < 0.0001 i
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Gréfica 4. Porcentaje de hemolisis de las mezclas de hidréxido de calcio en
comparacion con detergente para células. En la grafica 4 se observa la comparacion
entre los grupos de interés de este estudio y el control positivo (detergente para células),

mostrando una diferencia estadisticamente significativa (P < 0.0001)(****) en todos los
casos.

En la Tabla 12 se presentan los resultados de las diferencias estadisticamente
significativas de la citotoxicidad encontradas al comparar los grupos A, B,C,Dy E
respecto al control negativo (SS). Estas diferencias estadisticamente significativas
se reflejan en los valores de P < 0.0001 en todos los casos. Con un nivel de

significancia del 0.05 %.
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Tabla 12. Analisis de la citotoxicidad de las mezclas de hidréxido de calcio en
comparacion con SS

Grupo Diferencia Valor de p Resumen
Estadisticamente
significativa
Avs. SS Si < 0.0001 e
B vs. SS Si < 0.0001 e
Cvs. SS Si < 0.0001 e
D vs. SS Si < 0.0001 e
E vs. SS Si < 0.0001 e

Por otro lado la comparacion del grupo A con respecto a los grupos B, C, Dy E

presento una diferencia estadisticamente significativa con un valor de de P < 0.0001

(****) y un nivel de significancia del 0.05 %. Estos resultados se ven reflejados en la

Tabla 13 y la Grafica 5.

Tabla 13. Analisis de la citotoxicidad de la mezcla de hidréxido de calcio con
hipoclorito de sodio al 5.25 % respecto a las demas mezclas.

Grupo Diferencia Valor de p Resumen
Estadisticamente
significativa
Avs.B S| < 0.0001 ekkk
Avs.C S| < 0.0001 kkk
Avs.D S| < 0.0001 *kkk
Avs. E S| < 0.0001 *kkk
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Grafica 5. Comparacion del porcentaje de hemolisis entre el grupo A y los demas
grupos. En la grafica 5 se observa la comparacion entre el grupo A respecto a los demas
grupos, mostrando una diferencia estadisticamente significativa (P < 0.0001) (****) en
todos los casos.

En la Tabla 14 se presentan los datos arrojados del analisis estadistico de la
biocompatibilidad, donde se pueden observar las diferencias estadisticamete
significativas al comparar los grupos A, B, C, D y E respecto al control positivo
(detergente para células). Estas diferencias significativas se reflejan en los valores

de P < 0.0001 en todos los casos. Con un nivel de significancia del 0.05 %.
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Tabla 14. Analisis de la biocompatibilidad de las mezclas de hidréxido de calcio en

comparacion con detergente para células

Grupos Diferencia Valor de P Resumen
Estadisticamente
significativa
A vs. Detergente Si < 0.0001 i
B vs. Detergente Si < 0.0001 i
C vs. Detergente Si < 0.0001 i
D vs. Detergente Si < 0.0001 i
E vs. Detergente Si < 0.0001 i

En la Tabla 15 se presentan los resultados de las diferencias estadisticamente

significativas de la biocompatibilidad entre todas las comparaciones de las mezclas

de hidroxido de calcio y nuestro control negativo, en este caso SS. Estas diferencias

estadisticamente significativas se reflejan en los valores de P < 0.0001 en todos los

casos. Con un nivel de significancia del 0.05 %.

Tabla 15. Analisis de la biocompatibilidad de las mezclas de hidréxido de calcio en
comparacion con SS

Grupo Diferencia Valor de p Resumen
Estadisticamente
significativa
Avs. SS Si < 0.0001 e
B vs. SS Si < 0.0001 e
Cvs. SS Sl < 0.0001 kkk
D vs. SS Si < 0.0001 e
E vs. SS Si < 0.0001 e
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Grafica 6. Porcentaje de biocompatibilidad de las mezclas de hidréxido de calcio en
comparacion con SS. En la gréfica 6 se aprecia el porcentaje de biocompatibilidad, se
compararon los distintos grupos contra la SS en donde todos mostraron una diferencia

estadisticamente significativa con un valor de P <0.0001 (****).
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Al comparar los grupos B, C, D y E con el grupo A, que es la mezcla principal de
hidroxido de calcio utilizada, todos mostraron una diferencia estadisticamente

significativa en cuanto a la biocompatibilidad con un valor de P < 0.0001 (****) y un

nivel de significancia del 0.05 %.
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Grafica 7. Comparacion del porcentaje de biocompatibilidad entre el grupo Ay los
demas grupos. En la grafica 7, se aprecia el porcentaje de biocompatibilidad de los
grupos B, C, D y E en comparacion con el grupo A, mostrando una diferencia
estadisticamente significativa con un valor de P < 0.0001 y un nivel de significancia del
0.05 %.
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X. DISCUSION

Los medicamentos intraconductos se utilizan como complemento de una meticulosa
limpieza y conformacion del sistema de conductos radiculares. Su principal funcion
sera conservar la asepsia de éste entre las diferentes citas del tratamiento. Con el
fin de facilitar la colocacion del hidréxido de calcio en el interior del conducto
radicular, éste es asociado un vehiculo; el cual determinara la velocidad de la
disociacion ionica, la solubilidad y la difusibilidad, y aunque algunos vehiculos
proporcionan una disociacion mas rapida y, en consecuencia, una alcalinidad mas
rapida de la dentina y los tejidos apicales y periapicales, pueden hacer que la pasta
sea mas caustica y agresiva (11,12,18). Por estas razones el objetivo del presente
estudio fue evaluar el efecto antimicrobiano y citotoxico in-vitro del hidroxido de
calcio combinado con vehiculos como NaOCI 5.25 %, solucién de superoxidacion
(microdacyn), mepivacaina (Scandonest 2 % Special), solucion salina y extracto
hidroetandlico de Allium sativum (ajo) contra la cepa clinica de E. faecalis.

Nuestros resultados mostraron que el hidroxido de calcio adicionado a distintos
vehiculos como NaOCI 5.25 %, solucion de superoxidacion (microdacyn),
mepivacaina (Scandonest 2 % Special), solucion salina y extracto hidroetandlico de
Allium sativum (ajo), presenta variaciones significativas en su efecto antibacteriano
y citotoxico. A las 24 horas, el estadistico nos arrojé los siguientes resultados: la
mezcla de hidroxido de calcio con solucién de superoxidacion mostré la mayor
actividad antimicrobiana con halos de inhibicidn superiores a sus contrapartes con
una media de 19.67 mm, en la Tabla 2 podemos observar las medias de las distintas
mezclas de hidréxido de calcio. Sin embargo a las 48 y 72 horas, no existié
diferencia estadisticamente significativa entre el grupo A correspondiente a la
mezcla de Ca(OH), + NaOCI al 5.25 % con respecto al grupo B correspondiente a
la mezcla conformada por Ca(OH), + Microdacyn y al grupo E correspondiente a la
mezcla de Ca(OH), + extracto de ajo, mostrando halos de inhibicion mayores vy
similares entre si en comparacion de los obtenidos con los demas vehiculos y sus

controles.
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Adicional al analisis antimicrobiano se realizé una prueba de hemdlisis para evaluar
el potencial efecto citotéxico de cada uno de las mezclas y se obtuvo el porcentaje
de cada uno de ellos, en donde el grupo A correspondiente a la mezcla de (Ca(OH),
+ NaOCI al 5.25 %) presentd un porcentaje de hemolisis del 63.6 %, el grupo B
correspondiente a la mezcla de (Ca(OH), + Microdacyn) un 39.1 %, el grupo C
correspondiente a la mezcla de (Ca(OH), + Mepivacaina (Scandonest 2 % Special)
37.8 %, el grupo D correspondiente a la mezcla de (Ca(OH), + SS) 37 % y el grupo
E correspondiente a la mezcla de (Ca(OH), + extracto de ajo) presentdé un 41.5 %

de hemolisis.

En este estudio se evaluo el efecto antibacteriano del hidroxido de calcio sin
adicionarlo a un vehiculo, obteniéndose halos de inhibicién con una media de 11.6
mm, lo que confirma su efecto antibacteriano. Esto se atribuye a los iones hidroxilo,
como se ha reportado en la literatura, ya que los iones calcio e hidroxilo se difunden
a través de la membrana bacteriana, alterando su integridad (10,23). Por otro lado
en las pruebas de toxicidad presento una hemodlisis del 37 % si bien representa un
grado de citotoxicidad no se acerca al alto grado que representa el detergente para
células con un 100 %, es decir, no presenta el mismo grado de hemodlisis, sin
embargo no fue tan inocuo a la SS ya que para ambos mostré diferencias
estadisticamente significativas. Debido a estos resultados, la eleccion del vehiculo
para adicionarse al hidréxido de calcio sera recomendable aquel que no aumente el
porcentaje de citotoxicidad.

La mezcla de hidréxido de calcio con NaOCI al 5.25 % es una de las mas utilizadas
para medicaciones intraconducto en endodoncia debido a su efecto antibacteriano,
por lo tanto fue utilizada como referencia de actividad maxima. En este estudio, se
evaluo y se confirmo su capacidad antibacteriana, al mostrar halos de inhibicién de
gran tamafio presentando una media de 18.27 mm a las 24 h, 20.63 mm a las 48h
y 20.86 mm a las 72h. Por otro lado en las pruebas de toxicidad se obtuvo porcentaje
de hemodlisis del 63.6 %.
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Sabemos que tanto el hipoclorito de sodio como el hidroxido de calcio presentan
una notable actividad antimicrobiana, cada uno generando halos de inhibicidn
significativos. Al realizar la mezcla de ambas sustancias, observamos un aumento
en el tamafno de estos halos de inhibicion. Sin embargo, este aumento no fue tan
significativo como esperabamos, ya que no se incrementd 2 o 3 veces su tamano,
como podria esperarse de una combinacion de agentes con actividad
antimicrobiana. Aunque no observamos un efecto sinérgico claro, tampoco hubo
indicios de un antagonismo entre ambas sustancias. Es importante destacar que la
mezcla no parece interferir con la actividad antimicrobiana individual de cada

componente.

Por otra parte, en un trabajo previo realizado en la especialidad de endodoncia en
la clinica odontologica de la UABC en 2018, se trato a 6rganos dentarios extraidos
que fueron infectados previamente con E. faecalis. Seis de estos dientes fueron
irrigados con solucion de Microdacyn, mientras que otros seis fueron irrigados con
hipoclorito de sodio al 2.5 %. Los resultados mostraron que no habia una diferencia
estadisticamente significativa entre Microdacyn y el hipoclorito de sodio al 2.5 %,
sugiriendo que Microdacyn es una opcidn viable para el tratamiento de conductos
radiculares (39). En otro estudio con un enfoque diferente, Jiménez et al., en 2021,
utilizaron la técnica de difusién en agar para medir los halos de inhibicion bacteriana,
utilizando la solucion OxOral® (solucion de superoxidacion) en combinacién con
hidroxido de calcio. Ellos obtuvieron un efecto microbicida contra E. faecalis (26).
Basandonos en estos antecedentes, evaluamos la mezcla de Ca(OH), +
Microdacyn.

Nuestros hallazgos fueron consistentes con los estudios citados anteriormente,
mostrando una diferencia estadisticamente significativa con un valor de P = 0.0102
con halos de inhibicién superiores a sus contrapartes a las 24 horas frente a una
cepa clinica de E. faecalis. Sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas a las 48 y 72 al compararlos con la mezcla del grupo
A (Ca(OH), + NaOCI al 5.25 %) lo que sugiere que ambas mezclas presentan una

eficacia microbicida similar en estos tiempos.
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Como se menciond, en este estudio se obtuvieron resultados similares a estudios
anteriores, aunque se emplearon metodologias distintas: uno se realizé en érganos
dentarios extraidos y otro mediante difusion en agar, pero con una solucion de
superoxidacion diferente. Esto confirma que la mezcla de Ca(OH), + Microdacyn es
efectiva contra la bacteria E. faecalis.

El alto efecto antimicrobiano de la mezcla con Microdacyn puede atribuirse a un
sinergismo entre ambas sustancias. Como se ha reportado en la literatura la
solucion de Microdacyn, al ser una sustancia con oxigeno activo, desnaturalizan
proteinas de la pared bacteriana y de las capsides virales, mientras que el hidréxido
de calcio tiene un pH alcalino que compromete las defensas bacterianas. Esta

combinacion crea un entorno hostil para las bacterias (40).

Por otro lado en las pruebas de toxicidad, se observo que la mezcla del grupo B
compuesta por Ca(OH), + Microdacyn presento un porcentaje de hemolisis del 39.1
% lo cual es inferior al presentado por la mezcla del grupo A conformada por
Ca(OH), + NaOCIl al 525 % con un 63.6 %, existiendo una diferencia
estadisticamente significativa con un valor de p < 0.0001. Esto es relevante, ya que

una menor hemolisis esta asociada con una menor citotoxicidad.

Por otra parte en un estudio previo realizado por la especialidad en endodoncia en
la UABC campus tijuana en el afio 2023 se evalud la actividad antimicrobiana del
extracto de ajo al 100% a través de difusion en agar inoculado con una cepa de E.
faecalis, mostrando resultados activos contra la bacteria en donde, no se encontré
diferencia estadisticamente significativa al compararlo con el hipoclorito de sodio al
5.25 %. Ellos destacaron el extracto de ajo como una opcion prometedora como
irrigante de conductos radiculares debido a su efectividad antimicrobiana (41). Por
otro lado Calisaya S. et al. en el 2023, realizaron un estudio que tenia como objetivo
determinar la efectividad inhibitoria a través de difusion en agar del extracto de Ajo
(Allium Sativum) y Té verde (Camelia Sinensis) sobre Streptococcus Mutans a las
24 y 48 horas, ellos encontraron que el mejor efecto inhibitorio lo registra el extracto
de Ajo (Allium Sativum) al 100% a las 24 horas con un promedio de 15.67 mm (30).
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Con estos antecedentes, se decidio utilizar el extracto de ajo como vehiculo para el

hidréxido de calcio durante la medicacion entre sesiones.

Nuestros hallazgos fueron consistentes con los estudios anteriores. En donde al
comparar los resultados de la actividad antimicrobiana de la mezcla de Ca(OH), +
NaOCI al 5.25 % (grupo A) con la mezcla de Ca(OH), + extracto hidroetandlico de
Allium sativum (grupo E), no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas en su actividad antimicrobiana, dado que ambas exhibieron halos de
inhibicion de tamafo comparable, con una media de 20.86 mm y 20.56 mm,
respectivamente. En lo que respecta a la hemdlisis, el extracto de ajo presentd un
porcentaje del 41.5 %, en comparacion con el 63.6 % de hemdlisis de la mezcla con
hipoclorito de sodio. El analisis estadistico arrojé6 que existen diferencias
estadisticamente significativas con un valor de P < 0.0001 en cuanto a la hemdlisis
del grupo A con respecto al grupo E. Esto sugiere que, aunque ambas mezclas
tienen una actividad antimicrobiana comparable, la mezcla con hipoclorito de sodio

puede ser mas citotoxica debido a su mayor porcentaje de hemdlisis.

Adicionalmente, el analisis estadistico reveld6 que no habia diferencias
estadisticamente significativas en la actividad antimicrobiana entre la mezcla de
hidroxido de calcio con extracto de ajo (grupo B) y la mezcla con Microdacyn (grupo
B). Sin embargo, se observo una diferencia estadisticamente significativa en cuanto
a la hemdlisis, con un valor de P < 0.0001. Esto indica que la mezcla con solucion

de superoxidacion tiene una menor citotoxicidad.

Se puede destacar que ambos estudios citados previamente realizaron una difusion
de agar, aunque uno de ellos utilizé6 una cepa bacteriana diferente, Streptococcus
Mutans, en ambos casos, obtuvieron halos de inhibicién bacteriana para para el
extracto de ajo. Similarmente, en este estudio se confirma la actividad antimcrobiana

de la mezcla de de Ca(OH), + extracto hidroetandlico de Allium sativum.

Se sugiere que existe un sinergismo en la mezcla de hidroxido de calcio con extracto
de ajo, en donde la combinacion de la accion antimicrobiana asociada a la alicina

tiene la capacidad de desorganizar la estructura de la membrana celular bacteriana,
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permitiendo una mejor penetracion del hidroxido de calcio en las estructuras
bacterianas y los biofilms (28,29,31). También se sugiere que la mezcla de hidréxido
de calcio con extracto de ajo puede reducir la inflamacion apical debido a las
propiedades antiinflamatorias del ajo.

Adicionalmente, se evalud la mezcla del grupo D compuesta por Ca(OH), + SS, si
bien, presenté halos de inhibicion menores que otros grupos, con una media de
19.26 mm a las 72 horas, logré detener la viabilidad de la cepa clinica de E. faecalis,
confirmando su efectividad como una opcidn viable para el tratamiento. Estos
resultados fueron similares a los reportados por Jiménez et al., en 2021, donde,
mediante la técnica de difusion en agar, también obtuvieron halos de inhibicidn
bacteriana al mezclar hidroxido de calcio con solucién salina, aunque de menor
tamafno (26). En relacion a la hemdlisis, la mezcla del grupo D (Ca(OH), + SS)
mostré el menor porcentaje con respecto a todas las mezclas estudiadas, con solo
un 37% de hemodlisis. Este porcentaje refleja el efecto citotoxico del polvo de

hidroxido de calcio, mientras que la solucion salina mantiene un 0% de citotoxicidad.

Es destacable que, similar al estudio citado anteriormente, esta mezcla, a pesar de
presentar halos de menor tamano, logré el objetivo antimicrobiano contra la cepa de
E. faecalis, resaltando que esta mezcla tiene el menor porcentaje de citotoxicidad,
lo cual la hace viable y recomendable para su uso como medicacion intraconducto.
El efecto antibacteriano de esta mezcla se debe a que la solucién salina no afecta
el pH del hidroxido de calcio, permitiendo su actividad microbicida. Los halos de
inhibicion de menor dimension se explican por la falta de actividad antimicrobiana
de la solucién salina, que no presenta propiedades antibacterianas que puedan
complementar la accion del hidroxido de calcio (24).

Por ultimo se realizé la comparacion entre la mezcla de Ca(OH), + NaOCI al 5.25
% (grupo A) con respecto a la mezcla conformada por Ca(OH), + Mepivacaina
(Scandonest 2 % Special) ( grupo C). Se decidio utilizar este anestésico local debido
a que logra un efecto anestésico rapido y eficaz, que nos asegura la posibilidad de
realizar el tratamiento de endodoncia sin algun problema, es bien tolerada por la
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mayoria de los pacientes, tenemos facil acceso a ella tanto en la clinicas escolares
como en la practica privada, ademas de tener un costo accesible. Similar a los
resultados de la mezcla del grupo D, se logro detener viabilidad de la bacteria E.
faecalis con halos de inhibicion con una media de 18.73 mm a las 72 horas. Esta
cifra es ligeramente inferior a la media obtenida por la mezcla con SS, con 19.26
mm Sin embargo el analisis estadistico arrojo que existe una diferencia
estadisticamente significativa al compararla con la mezcla del grupo A (Ca(OH), +
NaOCI al 5.25 %) con un valor de P < 0.0001. Estos resultados indican que, aunque
la mezcla no obtuvo los halos inhibicion bacteriana con mayor dimension, sigue
siendo efectivas y podrian considerarse en el tratamiento de conductos radiculares.
En cuanto a su porcentaje de hemdlisis estas mezclas presentaron valores inferiores
a las demas con un porcentaje del 37.8 % . Zolak et al. en el afio 2003 evaluaron
una combinacion similar con un enfoque distinto, centrado en la alteracion del pH al
asociar el hidréxido de calcio con anestésicos locales como el clorhidrato de
prilocaina (60 mg) y el clorhidrato de articaina (40 mg). Recomendaron esta mezcla
ya que, el pH se mantiene en niveles alcalinos durante al menos 7 dias. Este pH
elevado es crucial para el efecto antimicrobiano, ya que destruye la membrana
celular de las bacterias debido a su naturaleza alcalina (22).

En nuestro estudio, aunque utilizamos un anestésico local diferente, todos los
anestésicos evaluados comparten un grupo amida en su estructura. A pesar de que
los anestésicos presentan un pH acido, este parece no alterar el pH alcalino del
hidréxido de calcio, lo que favorece su efecto destructivo en las membranas
celulares bacterianas y las estructuras proteicas. Por lo tanto, la accién microbicida
del hidroxido de calcio se mantiene efectiva. Los halos de inhibicion de menor
dimensién a los demas evaluados, se explican por la falta de actividad
antimicrobiana de la solucién anestésica al igual que la solucion salina, estas
soluciones no presentan propiedades antibacterianas que puedan complementar la

accion del hidroxido de calcio (22,24).
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En resumen, estos resultados sugieren que todas las mezclas estudiadas presentan
actividad antimicrobiana contra la bacteria E. faecalis. No obstante, las mezclas del
grupo A compuesto por Ca(OH), + NaOCl al 5.25 %, el grupo B (Ca(OH), + solucién
de superoxidacién) y por ultimo el grupo E (Ca(OH), + extracto hidroetandlico de
Allium sativum) mostraron una mayor actividad antimicrobiana, con halos de
inhibicibn mas grandes y similares entre si, sin diferencias estadisticamente
significativas entre ellas. Esto es importante ya que, al evaluar el efecto citotoxico,
si se encontraron diferencias estadisticamente significativas en comparacion con
sus controles y entre los propios grupos. En este caso, la mezcla del grupo B
compuesta por Ca(OH), + solucion de superoxidacion (Microdacyn) presento el
menor porcentaje de hemolisis entre las tres, con un 39.1 % de hemodlisis.

Sin embargo, las mezclas del grupo D compuesta por Ca(OH), + SS y el grupo C
(Ca(OH), + mepivacaina (Scandonest 2 % Special) presentaron un porcentaje de
hemdalisis menor, lo que indica un menor efecto citotoxico. Estas mezclas también
mostraron un efecto antibacteriano con halos de inhibicion superiores que los del
grupo control positivo y negativo, pero inferiores a las demas mezclas evaluadas en

este estudio.

Para estudios futuros, se recomienda investigar cada vehiculo por separado, asi
como el hidréxido de calcio puro. Esto permitira determinar si existe un sinergismo,
antagonismo, o si son las moléculas individuales las que mantienen la actividad

antimicrobiana.

Esta investigacion proporciona una comparacion detallada entre diferentes
vehiculos y su efecto antibacteriano y citotoxico, ofreciendo datos relevantes que
pueden orientar la practica clinica. Se han explorado combinaciones poco
estudiadas, como la mezcla de hidréxido de calcio con Microdacyn, y nuevas
combinaciones, como la mezcla con extracto hidroetandlico de Allium sativum (ajo).
Estas mezclas presentan una actividad antimicrobiana comparable a la del
hipoclorito de sodio, pero con una menor citotoxicidad, lo que favorece la seguridad

y eficacia del tratamiento. Asi, se determinan como alternativas terapéuticas viables
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para el tratamiento de infecciones endodonticas, proporcionando una base para

futuras investigaciones.
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1.

Se logré evaluar el efecto microbicida de las distintas mezclas de hidroxido de
calcio asociado a diversos vehiculos (NaOCl al 5.25 %, solucidon de
superoxidacion (microdacyn), mepivacaina (Scandonest 2 % Special), solucion
salina y extracto hidroetandlico de Allium sativum (ajo) mediante la técnica de
inhibicion de halos en agar gelosa-sangre 5 % inoculado con una cepa clinica
de E. faecalis. Se calcularon las medias de los halos de inhibicién bacteriana

obtenidos para cada mezcla:

24h Grupo A: 18.27 mm, Grupo B: 19.67 mm, Grupo C: 14.53 mm, Grupo D: 14.6
mm, Grupo E: 19.3 mm, control (+) : 16.2 mm, Control (-): 0 mm

48 h Grupo A: 20.63 mm, Grupo B: 21 mm, Grupo C: 18.4 mm, Grupo D: 18.97 mm
Grupo E: 19.83 mm, control (+) : 16.2 mm, Control (-): 0 mm

72h Grupo A: 20.86 mm, Grupo B: 21.4 mm, Grupo C: 18.73 mm, Grupo D: 19.26
mm Grupo E: 20.56 mm, control (+) : 16.2 mm, Control (-): 0 mm

2. El grupo A correspondiente a la mezcla Ca(OH), + NaOCI al 5.25 % fue utilizada

como referencia de actividad maxima, se logr6 comparar con la actividad
microbicida de cada una de las mezclas estudiadas y se obtuvo que, para para
la comparacion de la actividad microbicida del grupo A (Ca(OH), + NaOCl al 5.25
%) respecto al grupo E (Ca(OH), + Extracto de ajo) no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, o que sugiere que ambas mezclas
son efectivas contra la viabilidad de la cepa clinica de E. faecalis. Por otra parte
a las 48 y 72 h no se encontraron diferencias estadisticamente significativas al
comparar la mezcla A conformada por (Ca(OH), + NaOCI al 5.25 %) con
respecto a la mezcla B conformada por (Ca(OH), + Microdacyn), en cuanto a su
efecto antimicrobiano sobre la cepa clinica de E. faecalis. Esto nos indica que

ambas mezclas son efectivas al ser utilizada como medicacion intraconducto.
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3. Mediante la técnica de hemodlisis, se determind la citotoxicidad de las
combinaciones de hidroxido de calcio con diferentes vehiculos, obteniendo los

siguientes los porcentajes:

Grupo A correspondiente a la mezcla de (Ca(OH), + NaOCI al 5.25 %): 63.6 %,
grupo B correspondiente a la mezcla de (Ca(OH), + Microdacyn): 39.1 %, grupo C
correspondiente a la mezcla de (Ca(OH), + Mepivacaina (Scandonest 2 % Special):
37.8 %, grupo D correspondiente a la mezcla de (Ca(OH), + SS) : 37 %, grupo E:

correspondiente a la mezcla de (Ca(OH), + extracto de ajo: 41.5 % de hemdlisis.

El control positivo (detergente para células) se tomo6 como referencia del 100 % de
hemolisis , mientras que el control negativo (SS) se utilizé como referencia con el 0

% de hemodlisis.

4. Al comparar la mezcla del grupo A, que contenia (Ca(OH), + NaOCI al 5.25%),
con la del grupo B, que contenia (Ca(OH), + Microdacyn), se obtuvo una
actividad microbicida similar, resaltando que la mezcla B mostré un menor grado
de citotoxicidad. Esto es prometedor, ya que produce un efecto comparable al
de la mezcla del grupo A pero con menor citotoxicidad, lo que la hace adecuada
como medicacién intraconducto. Asimismo, al comparar la mezcla del grupo A
compuesta por (Ca(OH), + NaOCI al 5.25 %) con la mezcla del grupo E
compuesta por (Ca(OH), + extracto de ajo), se obtuvo una actividad
antimicrobiana equivalente. Sin embargo, cabe sefialar que la mezcla del grupo
E presenté una menor citotoxicidad, lo cual es beneficioso para el tratamiento

endodontico.

5. La mezcla del grupo C, que contenia (Ca(OH), + Mepivacaina (Scandonest 2 %
Special), y la mezcla del grupo D, formada por (Ca(OH), + SS), mostraron una
actividad microbicida similar, aunque inferior a las otras mezclas evaluadas en
este estudio. Sin embargo, es importante destacar que estas dos mezclas
presentaron el menor efecto citotoxico, lo cual las hace aconsejables para su

uso como medicacion entre sesiones.
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6. Contar con datos precisos permite tomar decisiones mas informadas respecto al
tratamiento del paciente. Los resultados de esta investigacion proporcionan una
base sdlida para elegir las mezclas mas adecuadas durante la medicacion
intraconducto, demostrando que no se antagonizan y mantienen su actividad
microbicida, lo que favorece el éxito del tratamiento endododntico. Ademas, se
identificaron las mezclas menos citotdxicas para las células humanas, lo que es
crucial para la seguridad del paciente. No obstante, se recomiendan estudios
futuros para profundizar en estos hallazgos y explorar detalladamente los
efectos de estas combinaciones.

7. Con base a lo anterior se descarta la hipotesis de trabajo y se acepta la hipdtesis
nula “Al menos una de las combinaciones del hidroxido de calcio con diferentes
vehiculos, como soluciéon de superoxidacion (Microdacyn), mepivacaina
(Scandonest 2 % Special), solucidén salina y extracto hidroetandlico de Allium
sativum (ajo), mostrara diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con la mezcla de hidréxido de calcio e hipoclorito de sodio al 5.25
%, con un nivel de significancia de al menos (P < 0.05), ya sea en relacion a la
actividad antimicrobiana o en su efecto citotdxica frente a una cepa clinica de E.
faecalis.”.
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- Realizar estudios in-vitro con distintas cepas bacterianas; en donde se
simulen las condiciones del conducto radicular.

- Investigar cada vehiculo por separado, asi como el hidroxido de calcio puro.
Esto permitira determinar si existe un sinergismo, antagonismo, o si son las
moléculas individuales las que mantienen la actividad antimicrobiana.

- Realizar estudios in vivo: para evaluar la eficacia de las mezclas evaluadas
en condiciones clinicas.

- Realizar mas estudios sobre la mezcla de hidroxido de calcio con estracto
acuoso de ajo para evaluar sus beneficios antiinflamatorios para tratar la

periodontitis apical.
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ANEXOS
72 h Diferencia Estadisticamente Resumen Valor de P
significativa

NaOCI 5 % vs. SS si ek < 0.0001
A vs. NaOCI 5 % si ek < 0.0001
B vs. NaOCI 5 % si ek < 0.0001
C vs. NaOCI 5 % si ek < 0.0001
D vs. NaOCI 5 % si ek < 0.0001
E vs. NaOCI 5 % si ek < 0.0001
Ca(OH); vs. NaOCl 5 % Si il < 0.0001
Avs. SS si ek < 0.0001
B vs. SS si ek < 0.0001
Cvs. SS si ek < 0.0001
D vs. SS si ek < 0.0001
E vs. SS si ek < 0.0001
Ca(OH), vs. SS Si il < 0.0001
Avs.B no ns 0.8385

Avs.C si ek < 0.0001
Avs.D si ** 0.0020

Avs. E no ns 0.9921
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Mezclas hidréxido + vehiculo | 1er toma | 2da toma | MEDIA
(abs) (abs)
A (mezcla con hipoclorito) 2.367 2.365 2.366
B (mezcla con microdacyn) 1.471 1.47 1.47
C (mezcla con anestésico) 1.426 1.418 1.422
D (mezcla con SS.) BASE 1.393 1.391 1.392
E (mezcla con ajo) 1.558 1.557 1.557
Control + (detergente) 0.035 0.036 0.0355
Control - (solucion) 0.037 0.036 0.0365
ss CaOH S5 CaOH
%hemoli | %hemoli | %hemoli | %ehemoli | % bio % bio % bio % bio
sis sis sis sis
63.6016 | 63.5470 | 26.6030 | 26.5484 | 36.3983 | 36.4529 | 73.3969 | 73.4515
371 668 014 311 629 332 986 689
39.1541 | 39.1268 | 2.15552 | 2.12824 | 60.8458 | 60.8731 | 97.8444 | 97.8717
61 759 524 011 39 241 748 599
37.9263 | 37.7080 | 0.92769 | 0.70941 | 62.0736 | 62.2919 | 99.0723 | 99.2905
302 491 441 337 698 509 056 866
37.0259 |36.9713 |0 - 62.9740 | 63.0286 | 100 100.027
209 506 0.02728 | 791 494 285
51
41.5279 | 41.5006 |4.50204 |4.50204 |58.4720 | 58.4993 | 95.4979 | 95.4979
673 821 638 638 327 179 536 536
Toxicidad (hemolisis) Biocompatibilidad
Agente SS Basa caOH SS Basa caOH
Detergente 100% | 100 100 0
SS 0% 10000% 100% |0
A (hipoclorito) 63.6 26.6 36.4 73.4
B (microdacyn) 39.1 21 60.9 97.9
C (anestésico) 37.8 0.8 62.2 99.2
D (solucion salina) 37.0 0.0 63.0 100.0
E (ajo) 41.5 4.5 58.5 95.5
toxicidad
del
Hidroxido

37%
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