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I. RESUMEN 

Introducción: El éxito del tratamiento endodóntico de órganos dentarios (OD) con 

periodontitis apical depende de la eliminación de la infección intrarradicular. La 

preparación quimicomecánica del conducto radicular no es suficiente para eliminar esta 

infección porque muchos microorganismos están diseminados por todo el sistema del 

conducto radicular en forma de biofilm bacteriano. Por tanto, la medicación intraconducto 

está indicada como auxiliar a la reducción o eliminación de microorganismos presentes 

en el sistema del conducto radicular. Un medicamento ideal debe presentar 

características de actividad antimicrobiana y citocompatibilidad. El hidróxido de calcio 

(Ca(OH)2) ha sido considerado como el medicamento antimicrobiano más favorable, sin 

embargo, su actividad antibacteriana se ve limitada contra varios microorganismos que 

poseen alta capacidad de formar biofilm, cuya matriz extracelular (ECM, por sus siglas 

en inglés) actúa como barrera biológica contra el medicamento. En este estudio se 

propone a la N-acetilcisteína (NAC) como un fármaco de asociación con Ca(OH)2, debido 

a su principal mecanismo de acción que consiste en reducir la producción de 

polisacáridos extracelulares, alterando así el biofilm bacteriano, sumando que al ser un 

potente antioxidante la NAC participa en procesos celulares importantes, incluida la 

protección de las células contra compuestos tóxicos, daño oxidativo e inflamación, 

además de promover la proliferación celular. Objetivo: Evaluar los porcentajes de 

citocompatibilidad de mezclas de hidróxido de calcio:N-acetilcisteína (Ca(OH)2:NAC) 

empleadas como medicación intraconducto por ensayos in vitro a 24 y 48 h. Métodos: 

18 OD extraídos fueron tratados con mezclas de Ca(OH)2:NAC en proporciones 1:1, 

1:0.6 y 1:0.3 (n=3) como medicación intraconducto. Se obtuvieron muestras de lixiviados 

a partir de la incubación de los OD tratados con las mezclas de Ca(OH)2:NAC en 

condiciones fisiológicas simuladas. Se evaluó la citocompatibilidad de los lixiviados 

obtenidos de cada una de las muestras a las 24 y 48 h a través de ensayos de 

microscopia óptica (morfología celular) y mediante ensayos ELISA (porcentaje de 

citocompatibilidad). Los valores de pH de las diferentes muestras de estudio fueron 

evaluados tras su inmersión en agua destilada durante 30 min, 1 h, 24 h, 7 días y 14 días 
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a temperatura ambiente empleando tiras medidoras de pH. Resultados: Con respecto a 

la morfología de las células expuestas a los lixiviados de las mezclas de estudio se 

confirma que no existió alteración celular a las 24 y 48 h al ser comparadas con las 

células libres de lixiviados. Los resultados por ensayos ELISA exhibieron un porcentaje 

de citocompatibilidad de las mezclas de Ca(OH)2:NAC de entre 78% y 130% en todos 

los casos de estudio a las 24 y 48 h de incubación, con diferencia estadísticamente 

significativa entre la mezcla de Ca(OH)2:NAC en proporción 1:0.3 y la mezcla de 

Ca(OH)2:NAC en proporción 1:1 y Control NAC respectivamente (p < 0.05). Por último, 

el carácter alcalino de las mezclas de Ca(OH)2:NAC (pH entre 12 y 13), se mantuvo con 

el tiempo. Conclusiones: La morfología de las células expuestas a los lixiviados de las 

mezclas Ca(OH)2:NAC confirmaron que no existió alteración celular en comparación a 

las células libres de lixiviados a las 24 y 48 h, exhibiendo una alta citocompatibilidad, la 

cual fue confirmada por ensayos ELISA demostrando las mezclas de Ca(OH)2:NAC en 

todas sus proporciones de estudio demostraron ser altamente citocompatibles con 

porcentajes de entre 78% y 130% a las 24 y 48 h. Finalmente el carácter alcalino (pH 12-

13).de las mezclas de Ca(OH)2:NAC, se mantuvo constante con el tiempo  
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II. INTRODUCCIÓN 

2.1. ENDODONCIA  

La endodoncia es la disciplina de la odontología que se ocupa de la morfología, fisiología 

y patología de la pulpa dental y del tejido perirradicular. El estudio y aplicación práctica 

de la endodoncia comprenden los siguientes aspectos: etiología, diagnóstico, profilaxis, 

tratamiento de la patología y lesiones traumáticas de la pulpa dental, así como el 

tratamiento de las alteraciones patológicas perirradiculares secundarias a la patología 

pulpar (1). Constituyendo la parte medular de la endodoncia, el tratamiento de conductos 

permite eliminar las bacterias del conducto radicular infectado (2), con la finalidad de 

optimizar la desinfección del sistema de conductos radicular así como de prevenir la 

reinfección y que la pieza dentaria natural pueda mantenerse a largo plazo en boca sin 

causar enfermedades inflamatorias o efectos adversos para la salud sistémica (3). En 

1958, Ingle señala que el éxito en el tratamiento de conductos está en el cumplimiento 

de la llamada “Tríada Endodóntica”, compuesta por tres principios básicos: asepsia, 

preparación biomecánica y sellado apical (4). 

2.2. DESINFECCIÓN DEL CONDUCTO RADICULAR (ASEPSIA) 

En endodoncia la periodontitis apical se describe como una enfermedad inflamatoria de 

etiología infecciosa localizada en el sistema del conducto radicular y se explica como el 

resultado de los efectos patogénicos de los microorganismos que colonizan dicho 

sistema, la infección endodóntica se desarrolla en los conductos radiculares en ausencia 

de las defensas del huésped, como consecuencia de la necrosis de la pulpa (como una 

secuela de la caries, un traumatismo, una afección periodontal o procedimientos 

quirúrgicos iatrogénicos etc.) (5,6). Se ha detectado la presencia de hongos y más 

recientemente arqueas y virus en las infecciones endodónticas, pero las bacterias 

constituyen los principales microorganismos implicados en la patogenia de la 

periodontitis apical. Las bacterias que colonizan el sistema de conductos radicular entran 

en contacto con los tejidos perirradiculares a través de los forámenes apicales o laterales, 
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después se produce el encuentro entre las bacterias y defensas del huésped y 

comienzan las reacciones inflamatorias en los tejidos perirradiculares, que dan paso al 

desarrollo de la periodontitis apical (Figura 1). El tratamiento exitoso de la periodontitis 

apical se basa en un control efectivo de la infección (6).  

 

Figura 1. Campo de la Endodoncia: la pulpa necrótica. 

En la figura 1 se observa la presencia de microbiota en el sistema de conductos radicular 

en un órgano dentario con necrosis pulpar, los cuales generan reacciones en el tejido 

periapical (2).  

La asepsia se define como la ausencia de infección y la prevención del contacto con 

microorganismos (7). La asepsia en el tratamiento de conductos se basa en la 

preparación quimicomecánica (instrumentación e irrigación del sistema de conductos) y 

es parte imprescindible del tratamiento de conductos por que elimina del sistema de 

conductos el tejido necrótico, los microorganismos y sus productos. La curación de la 

periodontitis apical es ciertamente más predecible cuando la carga de microorganismos 

se erradica o al menos se reduce sustancialmente a niveles que son compatibles con la 

reparación del tejido perirradicular (8). 
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Dado que los microorganismos desempeñan un papel primordial en la patogénesis de la 

periodontitis apical es preciso manejar los fundamentos de la microbiología endodóntica 

para entender el papel que desempeñan en esta afección (9).  

En la literatura las infecciones endodónticas se pueden clasificar o dividir según su 

localización anatómica así como el momento en que los microorganismos entran en el 

sistema del conducto radicular (6). 

2.3. TIPOS DE INFECCIONES ENDODÓNTICAS 

2.3.1. Infección extrarradicular  

Se caracteriza por la invasión microbiana de los tejidos perirradiculares inflamados y es 

una secuela de la infección intrarradicular, y pueden ser dependientes o independientes 

de la infección intrarradicular (6).  

2.3.2. Infección intrarradicular  

Se debe a microorganismos que colonizan el sistema del conducto radicular, y se puede 

subdividir en tres categorías (infección primaria, infección secundaria e infección 

persistente) donde implica el momento en donde los microorganismos entran en el 

sistema del conducto radicular (6). 

2.3.2.1. Infección Primaria 

Causada por microorganismos que invaden y colonizan el tejido necrótico de la pulpa en 

un primer momento también conocida como infección inicial o virgen. Los procesos 

patológicos de la pulpa dental son causados generalmente por caries, procedimientos 

restauradores o traumatismos los cuales comienzan con un proceso inflamatorio, y 

terminan con la necrosis pulpar (6,10). 

2.3.2.2. Infección Secundaria 

Causada por microorganismos que no están presentes en la infección primaria pero que 

son introducidas en el conducto radicular en algún momento después de la intervención 
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profesional (es decir, es secundaria a la intervención) (6). Esto generalmente ocurre 

debido a la introducción de microorganismos en el sistema de conducto radicular durante 

el tratamiento endodóntico, especialmente en los casos en que el diente se deja abierto 

por una alguna indicación clínica, por filtraciones de pastas temporales durante los 

períodos de intercitas, filtraciones coronales por restauración permanente defectuosa, 

etc. (11). 

2.3.2.3. Infección persistente  

Causada por los microorganismos que fueron componentes de la infección primaria y 

secundaria y que resistieron de alguna forma de los procedimientos antimicrobianos que 

tienen lugar dentro del conducto y que pudieron persistir en periodos de privación de 

nutrientes en los conductos tratados, en otras palabras, los conductos radiculares 

tratados sin éxito pueden presentar una inflamación e infección persistente (6,12). 

Durante la preparación quimicomecánica del conducto radicular se puede reducir la 

infección endodóntica, sin embargo, pueden dejarse áreas donde no es posible acceder 

con instrumentos y soluciones desinfectantes ya que numerosos estudios han resaltado 

que las bacterias no solo se adhieren a las paredes de los conductos radiculares, sino 

que también existen en aletas, ramificaciones, conductos laterales y túbulos dentinarios, 

provocando que algunos microorganismos puedan sobrevivir dentro de la anatomía 

compleja del sistema radicular después del tratamiento de conductos (3,13).  

Las bacterias en el conducto radicular pueden aislarse como células planctónicas, 

suspendidas en la fase líquida del conducto radicular y en forma de agregados o 

congregaciones adheridas a las paredes del conducto radicular, dando lugar a varias 

capas de biopelículas. Las biopelículas son un modelo de crecimiento bacteriano donde 

las células sésiles interactúan para formar comunidades dinámicas de una o varias 

especies que se acumulan en las interfaces (sólido-líquido o sólido-aire) unidas a un 

sustrato sólido y ubicadas en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares 

hidratadas (EPS, por sus siglas en inglés) (11) (Figura 2). Para sobrevivir en un conducto 

obturado, los microorganismos deben soportar las medidas de desinfección (preparación 
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quimicomecánica y medicaciones intraconducto) y deben adaptarse a un entorno con 

poca disponibilidad de nutrientes. Por lo tanto, solo las pocas especies que tienen estas 

habilidades pueden estar involucradas en el fracaso del tratamiento endodóntico (14).  

 

Figura 2. Biopelículas bacterianas en el conducto radicular. 

En la figura 2 se muestra la presencia de biopelículas bacterianas en las paredes internas 

del conducto radicular en sus diferentes tercios (2). 

2.4. DIVERSIDAD BACTERIANA DE INFECCIONES PERSISTENTES 

La microbiota en conductos aparentemente bien tratados albergan entre 1 y 5 especies, 

pero el número de especies cuando el tratamiento de conductos es inadecuado o fallido 

puede ascender hasta 10 o 30, llegando a un número de células bacterianas de entre 

103 a 107 por conducto (6). En varios estudios de cultivos y biología molecular se han 

identificado en estos casos bacterias anaerobios facultativos y obligadas siendo los más 

comunes Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) Campylobacter rectus (C.rectus) , 

especies de Prevotella o bacterias gram positivas como Streptococcus mitis (S. mitis), 
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Streptococcus gordonii (S. gordonii), Streptococcus anginosus (S. anginosus), 

Streptococcus sanguinis (S. sanguinis) y Streptococcus oralis (S. oralis), especies de 

Actinomyces como Actinomyces israelii (A. israelii) y Actinomyces odontolyticus (A. 

odontolyticus) especies de Propionibacterium predominando Propionibacterium acnes  

(P. acnes) y Propionibacterium propionicum (P. propionicum), especies de Lactobacillus 

presentándose con mayor frecuencia Lactobacillus paracasei (L. paracasei) y 

Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus) y por ultimo especies de Enterococcus siendo 

el de mayor interés Enterococcus faecalis (E. faecalis) (11,15). 

2.4.1. Enterococcus faecalis 

2.4.1.1. Prevalencia en infecciones endodónticas persistentes 

De todos los casos que informan inflamación e infección después de la terapia 

endodóntica, se ha observado que E. faecalis es el microorganismo más comúnmente 

encontrado, siendo uno de los principales causantes del fracaso del tratamiento 

endodóntico  ya que puede sobrevivir dentro del conducto radicular como un solo 

organismo o como un componente principal de la microflora desempeñando un papel 

importante en la etiología de las lesiones perirradiculares persistentes que a su vez 

representa una estadística que varía de 24 a 77% en dientes con tratamiento 

endodóntico fallido (16).  

2.4.1.2. Patogenicidad  

E. faecalis no es un comensal de la cavidad oral, si no un patógeno oportunista y solo se 

encuentra ocasionalmente; de hecho, está notoriamente presente en el tracto 

gastrointestinal, colonizando nichos de la mucosa oral solo por cortos períodos en los 

que es posible encontrarlo. Se puede establecer que la forma principal de penetración 

de E. faecalis en los conductos radiculares es después de la ingesta de alimentos 

contaminados y después del tratamiento endodóntico por infiltración de la restauración 

coronal después del tratamiento endodóntico (15). 
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2.4.1.3. Morfología y características  

Los Enterococcus son cocos Gram positivos con forma ovoide que pueden presentarse 

individualmente, en pares o como cadenas cortas y tienen un diámetro de 0.5 a 1 

micrómetro. Son anaerobios facultativos, que poseen la capacidad de crecer en 

presencia o ausencia de oxígeno (17). Las especies de Enterococcus viven en grandes 

cantidades (105-108 unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de heces) en la 

luz intestinal humana y, en la mayoría de los casos, no causan daño a sus huéspedes 

(18). Catabolizan una variedad de fuentes de energía que incluyen carbohidratos, 

glicerol, lactato, malato, citrato, arginina y muchos cetoácidos (17), y sobreviven en 

ambientes muy hostiles que incluyen pH alcalino extremo (9.6) y altas concentraciones 

de sal, resisten sales biliares, detergentes, metales pesados, etanol y desecación, 

pueden crecer en el rango de 10 a 45 °C y sobrevivir a una temperatura de 60 °C durante 

30 minutos (16). 

2.4.1.4. Factores de virulencia 

Los factores de virulencia más importantes son la sustancia de agregación enterocócica 

(EAS, por sus siglas en inglés), las adhesinas de superficie bacteriana, las feromonas 

sexuales, el ácido lipoteicoico, la producción de superóxido extracelular, citolisina, 

hemolisisna y la liberación de dos enzimas líticas importantes: gelatinasa y hialuronidasa 

(19). Se ha reportado que se adhiere a las células huésped y expresa proteínas que le 

permiten competir con otras células bacterianas y altera las respuestas del huésped así 

como el medio ambiente (17). Además de E. faecalis puede establecer una infección 

extra radicular secretando endotoxinas directamente o mediante la inducción de 

inflamación indirectamente (19). Estos factores de virulencia pueden o no contribuir a las 

características innatas de E. faecalis para causar la enfermedad, debido a que E. faecalis 

depende menos de los factores de virulencia y más de su capacidad para sobrevivir y 

persistir como un patógeno en los conductos radiculares de los dientes (16), además de 

que es lo suficientemente pequeño como para invadir y vivir dentro de los túbulos 

dentinarios y soportar períodos prolongados de inanición hasta que esté disponible un 

suministro nutricional adecuado (20). 
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Los Enterococos en las biopelículas son más resistentes a los antibióticos que los 

Enterococos en crecimiento planctónico, por lo que el impacto potencial de la formación 

de biopelículas podría ser significativo (21), entre los diferentes aislamientos bacterianos 

clínicos recuperados de infecciones endodónticas, E. faecalis es la única especie que ha 

sido ampliamente estudiada por su capacidad para formar biopelículas ya que puede 

hacer una biopelícula bien organizada que puede resistir el proceso de curación e inducir 

la precipitación de hidroxiapatita en una biopelícula madura para formar una biopelícula 

calcificada (19). Las propiedades fisicoquímicas de las biopelículas de E. faecalis se 

modifican de acuerdo con las condiciones ambientales y de nutrientes predominantes, 

en un entorno rico en nutrientes E. faecalis produce estructuras típicas de biopelículas 

con agregados superficiales característicos de células bacterianas y canales de agua. El 

desarrollo de la biopelícula de E. faecalis en la dentina del conducto radicular implica tres 

etapas de la siguiente manera (22,23): 

Etapa 1: Las microcolonias se forman a medida que las células de E. faecalis se adhieren 

a la superficie de la dentina del conducto radicular (24). 

Etapa 2: La disolución mediada por bacterias de la fracción mineral del sustrato de 

dentina conduce a un aumento localizado en los iones de calcio y fosfato, causando la 

mineralización (o calcificación) de la biopelícula de E. faecalis (24). 

Etapa 3: Debido a esta interacción de las bacterias y sus productos metabólicos en la 

dentina, la biopelícula de E. faecalis se mineraliza (24).  

En conclusión, la desinfección es un aspecto clave en la preparación de los conductos 

radiculares antes de la obturación, y la irrigación como la medicación intraconducto son 

los medios químicos del desbridamiento para la eliminación de las bacterias y los 

desechos necróticos del conducto, por ello que se ha recomendado el uso de la 

medicación intraconducto entre citas para eliminar las bacterias que no fueron eliminadas 

durante la preparación quimicomecánica en la terapia endodóntica, con el fin de 

complementar la desinfección del sistema de conductos de una manera más efectiva y  

mejorar el resultado exitoso de la terapia endodóntica (13).  
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2.5. MEDICACIÓN INTRACONDUCTO 

Según Kawashima et al., el medicamento intraconducto se define como la colocación 

temporal de medicamentos con buena biocompatibilidad en los conductos radiculares 

con el objetivo de inhibir la proliferación bacteriana y posiblemente incluso mejor la 

supresión bacteriana de bacterias sobrevivientes (25). La medicación intraconducto 

generalmente se recomienda cuando el tratamiento no puede completarse en una cita; 

ya que existen posibilidades de que las bacterias intrarradiculares sobrevivientes a 

menudo proliferen entre las citas, (26,27). La cuestión del papel de la medicación 

intraconducto se vuelve más relevante en el tratamiento de casos con necrosis pulpar y 

periodontitis apical (25).  

Hay evidencia abrumadora en la literatura de que la mayoría de los conductos radiculares 

contienen microorganismos viables incluso después de la finalización de la preparación 

quimicomecánica, sin embargo mediante el uso de medicación intraconducto, es posible 

que se logre una instrumentación más completa debido al mayor tiempo total utilizado 

para el tratamiento (25), Vera et al., indican que esta estrategia es realmente efectiva 

para reducir la carga biológica bacteriana en todo el sistema de conductos ya que se 

necesita tiempo para que los procedimientos terapéuticos antibacterianos de la 

medicación intraconducto afecten a las bacterias ubicadas en las complejidades 

anatómicas y luego maximicen la reducción bacteriana a niveles que no se pueden lograr 

en una cita, además de los efectos del medicamento intraconducto la reinstrumentación 

con el último instrumento apical y una irrigación final con hipoclorito de sodio (NaOCl) o 

clorhexidina (CHX) en la segunda visita podría contribuir a una mejor desinfección de los 

conductos principales (28). 

2.5.1. Propiedades de un medicamento intraconducto ideal 

Un medicamento intraconducto ideal debe tener amplias propiedades antimicrobianas, 

alta compatibilidad con el tejido periapical e inducir la reparación del tejido duro, reducir 

la inflamación, permanecer estable en solución, tener un efecto antimicrobiano 

prolongado, ser activo en presencia de sangre, suero y derivados proteicos de tejidos, 
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tener baja tensión superficial, no manchar la estructura dental y no inducir una respuesta 

inmune mediada por células (25,29).  

2.5.1.1. Citocompatibilidad de un medicamento intraconducto 

La naturaleza química de los medicamentos empleados para la desinfección del 

conducto radicular es variada; provienen de diferentes grupos, sustancias químicas o 

combinaciones de reactivos o fármacos, por lo tanto, se espera que la medicación 

intraconducto antibacteriana sea eficaz durante todo su período de aplicación sin causar 

daño a los tejidos circundantes (30), ya que estos medicamentos pueden entrar en 

contacto con los tejidos periapicales, ya sea por extrusión desde el ápice o por lixiviación. 

Es entonces que no deberían ser tóxicos e inducir una curación ósea (31). 

La citotoxicidad se define como la capacidad de un material para afectar la viabilidad 

celular y puede medirse en varios puntos finales fisiológicos tales como reducción en el 

crecimiento y proliferación celular, necrosis, apoptosis o combinaciones de estos 

aspectos La citocompatibilidad se define como cualquier material o sustancia que no 

produce reacciones perjudiciales en uno o varios tipos celulares cuando interacciona con 

ellos. La evaluación de la actividad citotóxica de los medicamentos intraconductos es de 

gran importancia ya que afecta el comportamiento biológico y fisiológico de estas células. 

(32). 

2.5.2. Indicaciones de una medicación intraconducto 

En los conductos radiculares infectados, se ha recomendado la medicación intracanal 

por las razones de (29): 

i. Eliminar cualquier bacteria restante después de la instrumentación del conducto. 

ii. Reducir la inflamación de los tejidos perirradiculares. 

iii. Hacer que el contenido del conducto sea inerte y neutralizar el debris. 

iv. Actuar como barrera contra filtraciones de la restauración temporal. 

v. Ayudar a secar conductos con persistencia de humedad (exudado, sangrado). 
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Los medicamentos intraconducto tienden a ser efectivos contra microorganismos que 

pueden haber resistido la preparación del conducto radicular. Además, controlan la 

exudación persistente y la acción destructiva de los osteoclastos, el Ca(OH)2 se ha 

utilizado ampliamente en endodoncia como medicamento intraconducto y se conoce 

como el estándar de oro para la medicación intraconducto ya que posee muchas de las 

propiedades de un apósito ideal (33,34). 

2.6. HIDRÓXIDO DE CALCIO 

Desde que Hermann introdujo al hidróxido de calcio (Ca(OH)2) a la odontología en 1920 

en Alemania como agente de recubrimiento pulpar (35), se ha utilizado ampliamente en 

endodoncia para varios procedimientos, como recubrimiento directo e indirecto, 

apicogénesis, apicoformación, tratamiento de resorción de raíz y perforaciones 

iatrogénicas además el Ca(OH)2 se considera la primera opción de la medicación 

intraconducto entre citas debido a que genera pocas reacciones adversas, su importante 

actividad biológica y antimicrobiana, su capacidad para disolver tejido orgánico e 

inactivar la endotoxina bacteriana (36,37). La inactivación o neutralización de las 

endotoxinas bacterianas es un aspecto esencial en la selección de un agente 

antimicrobiano, se ha evidenciado que el Ca(OH)2 hidroliza el compuesto lipídico del 

lipopolisacárido (LPS) bacteriano, lo que resulta en la liberación de ácidos grasos 

hidroxilados libres, este resultado sugiere que la degradación de LPS mediada por 

Ca(OH)2 puede ser una razón importante de los efectos beneficiosos obtenidos con el 

uso de Ca(OH)2 en endodoncia clínica (38). 

2.6.1. Características químicas  

El hidróxido de calcio es un polvo inoloro blanco con la fórmula Ca(OH)2 y un peso 

molecular de 74.09, tiene baja solubilidad en agua (aproximadamente 1.2 g/l a 25 °C), 

que disminuye a medida que aumenta la temperatura; además libera iones de calcio 

(Ca2+) e hidroxilo (OH-) lentamente al entrar en contacto con una solución acuosa, la baja 

solubilidad es una buena característica clínica porque es necesario un largo período para 

que Ca(OH)2 se vuelva soluble en fluidos tisulares cuando está en contacto directo con 
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tejidos vitales, cabe destacar que es insoluble en alcohol (36). El Ca(OH)2 tiene un pH 

alto (12.5 - 12.8) y está químicamente clasificado como una base fuerte y los iones de 

hidroxilo son responsables de esta naturaleza altamente alcalina, la mayoría de los 

patógenos no pueden sobrevivir en el ambiente altamente alcalino proporcionado por 

Ca(OH)2 (39). Dado que el pH del Ca(OH)2 es de aproximadamente 12.5, las bacterias 

en el conducto radicular infectado se eliminan cuando están en contacto directo con esta 

sustancia (33). 

2.6.2. Mecanismos de actividad antimicrobiana del Ca(OH)2 

La mayoría de los patógenos endodónticos no sobreviven en el ambiente altamente 

alcalino del Ca(OH)2, como lo demostraron Bystrom et al. mediante la eliminación de 

varias especies bacterianas que se encuentran comúnmente en los conductos 

radiculares infectados después de un corto período de contacto directo con el material 

(40). Esto se debe a que los iones hidroxilo son radicales libres altamente oxidantes que 

muestran una reactividad extrema con varias biomoléculas, los efectos letales de los 

iones hidroxilo en las células bacterianas se deben probablemente a los siguientes 

mecanismos (36): 

2.6.2.1. Daño a la membrana citoplasmática bacteriana 

La membrana citoplasmática bacteriana posee funciones importantes para la 

supervivencia de la célula, como la permeabilidad selectiva y el transporte de solutos, 

transporte de electrones y fosforilación oxidativa en especies aeróbicas así como 

excreción de exoenzimas hidrolíticas, los iones hidroxilo del Ca(OH)2 inducen la 

destrucción del componente estructural fosfolípido de la membrana celular eliminando 

los átomos de hidrógeno de los ácidos grasos insaturados, generando un radical lipídico 

libre, este radical lipídico libre reacciona con el oxígeno, lo que resulta en la formación 

de un radical peróxido lipídico, que elimina otro átomo de hidrógeno de un segundo ácido 

graso generando otro peróxido lipídico. Por lo tanto, los peróxidos en sí actúan como 

radicales libres, iniciando una reacción en cadena autocatalítica y provocando una mayor 

pérdida de ácidos grasos insaturados y un daño extenso de la membrana (41). 
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2.6.2.2. Desnaturalización de proteínas  

El metabolismo celular depende en gran medida de las actividades enzimáticas, las 

enzimas tienen una actividad y estabilidad óptimas en un rango estrecho de pH, la 

alcalinización proporcionada por el Ca(OH)2 induce la ruptura de los enlaces iónicos que 

mantienen la estructura terciaria de las proteínas; como consecuencia, la enzima 

mantiene su estructura covalente pero la cadena polipeptídica se desenreda al azar en 

una conformación espacial variable e irregular, estos cambios frecuentemente resultan 

en la pérdida de la actividad biológica de la enzima y la alteración del metabolismo celular 

(41). 

2.6.2.3. Daño al ADN 

Los iones hidroxilo reaccionan con el ADN bacteriano e inducen la división de las 

cadenas donde existe pérdida de los genes, en consecuencia, se inhibe la replicación 

del ADN y se altera la actividad celular. Los radicales libres también pueden inducir 

mutaciones del ADN que pueden ser letales (41). 

La evidencia científica sugiere que pueden ocurrir los tres mecanismos (daño a la 

membrana citoplasmática, desnaturalización de proteínas y daño al ADN) por lo tanto, 

es difícil establecer, en un sentido cronológico, cuál es el principal mecanismo 

involucrado en la muerte de las células bacterianas después de la exposición a una base 

fuerte (36). 

2.6.3. Preparación de pasta de hidróxido de calcio como medicación 

intraconducto 

Cuando el polvo de Ca(OH)2 se mezcla con un vehículo adecuado se forma una pasta, 

en general, se utilizan tres tipos de vehículos para preparar pasta de Ca(OH)2: acuoso, 

viscoso y aceitoso (42), en el primer grupo está representado por sustancias solubles en 

agua que incluyen agua, solución salina, anestésicos dentales con o sin vasoconstrictor, 

agua destilada y solución de Ringer (36), estos vehículos acuosos promueve el alto grado 

de solubilidad cuando la pasta permanece en contacto directo con tejidos y fluidos 
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tisulares, provocando que sea rápidamente solubilizada y reabsorbida por macrófagos. 

Algunos vehículos viscosos también son sustancias solubles en agua sin embargo 

liberan iones de Ca2+ y OH- más lentamente por períodos prolongados, promueven la 

baja solubilidad de la pasta en comparación con los vehículos acuosos, probablemente 

debido a sus altos pesos moleculares, algunos ejemplos de vehículos viscosos son la 

glicerina, el polietilenglicol y el propilenglicol. Los vehículos aceitosos son sustancias no 

solubles en agua que promueven la menor solubilidad y difusión de la pasta dentro de 

los tejidos, algunos ejemplos de estos vehículos son aceite de oliva, aceite de silicona, 

alcanfor, entre otros (42).  

En un estudio in vitro, Estrela et al. mostraron que el tipo de vehículo tiene una relación 

directa con la concentración y la velocidad de liberación iónica, así como con la acción 

antibacteriana cuando la pasta se transporta a un área contaminada (43), químicamente, 

los vehículos acuosos inducen una mayor velocidad de disociación iónica que los 

vehículos viscosos y aceitosos por lo tanto, los vehículos con características 

hidrosolubles tienen ventajas sobre los vehículos no hidrosolubles (44). 

Para poder crear la consistencia de pasta deseada el Ca(OH)2 se debe mezclar con el 

vehículo acuoso o hidrosoluble hasta formar una pasta espesa que contenga la mayor 

cantidad posible de partículas de Ca(OH)2, la pasta se aplica mejor con un léntulo espiral. 

Para conseguir la máxima efectividad, es importante que el conducto radicular se llene 

de forma homogénea hasta la longitud de trabajo en el conducto radicular al momento 

de colocarse como medicación intraconducto (Figura 3) (6); todavía se desconoce el 

período necesario para que el Ca(OH)2 desinfecte de manera óptima el sistema de 

conducto radicular y los estudios clínicos que utilizan los procedimientos de muestreo del 

conducto radicular han revelado resultados contradictorios. Bystrom et al. demostraron 

que el Ca(OH)2 eliminaba eficazmente todos los microorganismos cuando se mantenía 

el medicamento durante 4 semanas (40).  
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Figura 3. Llenado del conducto radicular con Ca(OH)2. 

En la figura 3 se muestra la difusión del Ca(OH)2 hacia los túbulos dentinarios en el 

conducto radicular (45). 

Reit y Dahlen encontraron que la infección persistía en el 26% de los conductos después 

de 2 semanas de medicación con Ca(OH)2. Sjogren et al. informaron que la medicación 

intraconducto con Ca(OH)2 durante 1 semana eliminó efectivamente las bacterias en el 

conducto radicular en el 100% de los casos. Barbosa et al. reportaron que el 26.7% de 

los casos tratados con Ca(OH)2 durante 1 semana dieron cultivo positivo. Ørstavik et al. 

(1991) observaron la persistencia de bacterias en el 34.8% de los conductos radiculares 

después de 1 semana de medicación intraconducto. La variación en los resultados 

presentados puede tener orígenes metodológicos, así como deberse a los pequeños 

tamaños de muestra utilizados en este tipo de estudios (36,41). 

2.6.4. Limitaciones del hidróxido de calcio como medicación intraconducto 

El uso, la manipulación y la colocación de Ca(OH)2 es un reto para el profesional medio, 

además la eliminación de Ca(OH)2 suele ser incompleta, en donde el Ca(OH)2 residual 

puede acortar el tiempo de fraguado de selladores endodónticos de óxido de zinc y 
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eugenol (6). Estudios in vitro han demostrado que la dentina puede inactivar la actividad 

antibacteriana del Ca(OH)2, otra limitante que presenta el Ca(OH)₂ son su baja 

solubilidad y baja difusión, lo que  puede dificultar alcanzar un aumento rápido y 

significativo del pH para eliminar las bacterias presentes en biopelículas, túbulos 

dentinarios y restos de tejido; además no es totalmente eficaz frente a varios patógenos 

endodónticos como el E. faecalis que presenta resistencia al Ca(OH)₂ (46), debido a su 

alta tolerancia a la alcalinidad que podría estar influenciada por efectos de taponamiento 

de la dentina, de modo que no se puede lograr un aumento de pH dentro de los túbulos 

dentinarios, donde comúnmente se aloja este patógeno debido a su capacidad para 

formar biopelículas en conductos tratados sin el apoyo sinérgico de otras bacterias, 

sumándole la operación de una bomba de protones que acidifica el citoplasma bacteriano 

e impide la inhibición enzimática del microrganismo (47,48). Aunque se ha informado que 

E. faecalis soporta el alto pH del Ca(OH)2, se sabe relativamente poco sobre los 

mecanismos de supervivencia que le permiten tolerar la exposición al Ca(OH)2. En 

general, cuando las bacterias enfrentan un desafío adverso o potencialmente letal, se 

genera una respuesta de estrés que les permite soportar la amenaza, sobrevivir y 

recuperarse esta respuesta adaptativa puede contribuir a la patogénesis. Se ha 

demostrado que E. faecalis sintetiza una variedad de proteínas de estrés cuando se 

expone a condiciones ambientales adversas (49). 

En un intento por eludir estas limitaciones antimicrobianas del Ca(OH)2, actualmente se 

han propuesto su combinación con otras sustancias antibacterianas como medicación 

intraconducto, como el paramonoclorofenol alcanforado (CMCP) y CHX  entre otros y así 

mejorar las propiedades fisicoquímicas y su acción antibacteriana (50). 
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2.7. ASOCIACIÓN DE SUSTANCIAS ANTIBACTERIANAS CON HIDRÓXIDO DE 

CALCIO 

2.7.1. Paramonoclorofenol alcanforado 

2.7.1.1. Características 

El fenol o ácido carbólico es uno de los fármacos antimicrobianos más antiguos entre los 

usados en medicina (6). El monoclorofenol es un derivado del fenotipo y más antiséptico 

que el fenol, tiene tres isómeros de los cuales el paraclorofenol es el más efectivo. El 

paraclorofenol es sólido a temperatura ambiente y se puede licuar en alcanfor, la adición 

de alcanfor provoca una liberación más lenta de paraclorofenol y proporciona una 

medicación menos cáustica, además, el alcanfor sirve como vehículo y diluyente. La 

Asociación Dental Estadounidense aceptó el uso de paraclorofenol y CMCP para el 

tratamiento de conductos radiculares e infecciones periapicales (51). Sin embargo, 

recientes estudios in vitro han demostrado que el fenol y sus derivados son muy tóxicas 

para las células del mamífero, y que su efectividad antimicrobiana no se relaciona de 

forma favorable con la toxicidad (6).  

2.7.1.2. Limitaciones de citocompatibilidad en asociación con Ca(OH)2 

La asociación de Ca(OH)2 con CMCP proporciona un espectro antibacteriano más 

amplio, sin embargo se ha estudiado que su uso en un conducto radicular podría causar 

daño periodontal, impidiendo el objetivo final de la terapia periodontal que es la 

reinserción y regeneración del aparato de fijación (52). En conclusión los fenoles son 

antisépticos ineficaces bajo condiciones clínicas (6). 

2.7.2. Clorhexidina 

La Clorhexidina (CHX) es de la familia antibacteriana de las polibiguanidas y se 

desarrolló hace más de 50 años, desde 1957, se ha utilizado como desinfectante general 

así como para el tratamiento de infecciones de piel, ojos y garganta en humanos y 

animales (6). 
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2.7.2.1. Características químicas 

La molécula de CHX está compuesta por dos estructuras simétricas con 4 anillos de 

clorofenilo y 2 grupos biguanida unidos por un puente central de hexametileno. Es una 

molécula básica muy fuerte y estable como sal. El compuesto CHX más utilizado en 

formulaciones desinfectantes es el gluconato. El gluconato de clorhexidina es un líquido 

casi incoloro o amarillo pálido y muy soluble en agua. La actividad de la clorhexidina 

depende del pH del medio ambiente y el rango óptimo es de 5.5 a 7.0. La actividad se 

reduce en presencia de suero, sangre, pus y otras materias orgánicas, así como en 

jabones y otros compuestos aniónicos (53). 

2.7.2.2. Mecanismo de acción antimicrobiana 

La CHX se considera un fármaco eficaz en odontología ya que se ha utilizado 

ampliamente en periodoncia ya que tiene actividad antimicrobiana contra organismos 

Gram positivos y Gram negativos, el efecto antimicrobiano de la CHX es causado por la 

unión de la molécula catiónica a las paredes de las células bacterianas cargadas 

negativamente, alterando así el equilibrio osmótico de la célula dañando las capas 

externas de la pared y haciéndola permeable (54), según sus concentración, la CHX 

puede tener efectos bacteriostáticos y bactericidas. En concentraciones altas, la CXH 

actúa como detergente, al dañar la membrana celular, causa una precipitación del 

citoplasma, y, por tanto, tiene efecto bactericida. A concentraciones bajas subletales, la 

CHX es bacteriostática, causando el vertido de sustancias de peso molecular bajo 

(potasio y fosforo), sin dañar la célula de forma irreversible (55). 

En los últimos años la CXH se ha utilizado en endodoncia, y su combinación con Ca(OH)2 

también se ha estudiado, con la idea de que sus propiedades antimicrobianas 

interaccionen sinérgicamente, potenciando su eficacia (6). Si embargo los resultados no 

son concluyentes, algunos estudios in vitro han descrito una mejor acción antibacteriana 

con los dos agentes combinados, mientras que otros mostraron resultados 

contradictorios (56). 
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2.7.2.3. Limitaciones de actividad antimicrobiana en asociación con Ca(OH)2  

Una combinación de CXH e Ca(OH)2 no arroja resultados comparativamente buenos 

debido a una diferencia en el pH de la clorhexidina y el Ca(OH)2 en donde la CXH no es 

estable a un pH de 12 cuando se combina con Ca(OH)2,  además la unión de la molécula 

de clorhexidina a los iones de Ca(OH)2 crea una inhibición de la liberación libre de la 

molécula de clorhexidina ya que esta última se precipita cuando se mezcla con el 

Ca(OH)2 (57).  Recientemente se ha reportado el hecho de que la CXH es inactivada por 

sales fisiológicas y tiene una capacidad limitada de penetrar las capas profundas de las 

biopelículas lo que limita su uso como medicamento intraconducto (58). . En conjunto, 

parece que la utilidad de mezclar Ca(OH)2 con CHX no está clara y sigue siendo 

controvertida ya que no siempre mejorara su eficacia antimicrobiana (6). 

2.7.2.4 Limitaciones de citocompatibilidad en asociación con Ca(OH)2 

En un estudio en perros De Rossi et al. demostró que la adición de CHX al 1% a la pasta 

de Ca(OH)2 empleada como medicación intraconducto retraso la reparación periapical 

de las lesiones inducidas experimentalmente (59). 

Además, algunos autores han reportado que la CHX presenta citotoxicidad para los 

tejidos periapicales. Feria et al. evaluaron el grado de inflamación al inyectar clorhexidina 

al 0.5% y al 1% en patas de ratones y observaron el comportamiento de los fibroblastos 

y encontraron que hubo inflamación en las dos concentraciones, y que esta dependía del 

grado de concentración de la CHX. Donde hubo menos concentración, se generó menos 

lesión (60). Da Silva et al. evaluaron la respuesta del tejido conectivo subcutáneo de 

ratones en pastas de Ca(OH)2 asociadas con CHX al 2%, las cuales indujeron la 

formación de un infiltrado inflamatorio y abundante exudado, sugiriendo una agresión 

residual persistente del material (61) 

Debido a que es deseable el uso de agentes antimicrobianos alternativos que actúen 

sobre las formas de bacterias planctónicas y en biopelículas, se propone la combinación 

del Ca(OH)2 con N-acetilcisteína (NAC), que es un potente antioxidante que contiene un 

grupo tiol que le confiere propiedades antimicrobianas contra los fenotipos de 
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biopelículas de bacterias Gram positivas y Gram negativas. Además, se ha reportado 

que la NAC puede erradicar las biopelículas de E. faecalis debido a que se trata de un 

agente mucolítico que actúa al reducir la producción de polisacárido extracelular y la 

adhesión de bacterias en las superficies lo que lo hace como ideal para poder asociarse 

al Ca(OH)2  (62). Al ser un potente antioxidante la NAC participa en proceso celulares 

importantes, incluida la protección de las células contra compuestos tóxicos, daño 

oxidativo y radiación, lo que le confiere ser un medicamento ideal para poder asociarse 

al Ca(OH)2  (63). 

2.8. ASOCIACIÓN DE N-ACETILCISTEÍNA CON HIDRÓXIDO DE CALCIO COMO 

MEDICACIÓN INTRACONDUCTO 

2.8.1. N-acetilcisteína   

La N-acetilcisteína (NAC) es el derivado de N-acetilo del aminoácido natural L-cisteína y 

desde la década de 1960 se ha recetado ampliamente como un agente mucolítico (64), 

y su uso se ha mantenido en la práctica clínica ya que posee efectos terapéuticos sobre 

una amplia gama de trastornos los cuales incluyen fibrosis quística, intoxicación por 

paracetamol, enfermedad pulmonar obstructiva crónica, bronquitis crónica, 

cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina, infección por el virus de la inmunodeficiencia 

humana, toxicidad por metales pesados y trastornos psiquiátricos / neurológicos (65). 

Debido a su perfil de seguridad, la NAC se utiliza ampliamente por vía inhalatoria, oral e 

intravenosa, y en ensayos con NAC como tratamiento adyuvante para erradicar las 

biopelículas maduras preformadas e inhibir la producción de nuevas biopelículas (66). 

2.8.1.1. Características antioxidantes 

Al ser un derivado N-acetilo del aminoácido L-cisteína, NAC es un profármaco de cisteína 

y un precursor del glutatión (GSH) de los aminoácidos de tres componentes del GSH (es 

decir, glutamato, glicina y cisteína), la cisteína tiene la concentración intracelular más 

baja que ayuda a eliminar los radicales libres y unir los iones metálicos en complejos 

(67). Se ha reportado que la suplementación con NAC aumenta los niveles de glutatión, 

el principal antioxidante del cuerpo. El glutatión es de vital importancia para desintoxicar 
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una variedad de sustancias tóxicas, incluidos los xenobióticos (sustancias químicas 

ajenas a los sistemas biológicos), compuestos de peróxido y otros radicales libres 

generando moléculas. Por tanto, ejerce un profundo efecto protector sobre las células 

(68). Debido a que la NAC posee actividad antiinflamatoria a través de la inhibición del 

factor nuclear kappa-potenciador de la cadena ligera de las células B activadas (NF-κB) 

y la modulación de la síntesis de citocinas proinflamatorias, se ha utilizado para modular 

las enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo y la inflamación (67). Aunque NAC 

no es un antibiótico, posee propiedades antimicrobianas que descomponen las 

biopelículas bacterianas de patógenos de importancia médica, en particular, la acción 

mucolítica se debe a la capacidad de la NAC (tiol) para romper los puentes disulfuro en 

las glicoproteínas de alto peso molecular del moco, lo que produce una viscosidad 

reducida. Estas características hacen que la NAC sea un candidato potencial para el 

manejo de enfermedades bucodentales (66). 

2.8.1.2. Actividad antimicrobiana 

Se ha propuesto el uso de NAC como un enfoque antibacteriano alternativo para 

controlar el crecimiento de biopelículas bacterianas en enfermedades humanas. De 

hecho, varios estudios in vitro informaron que NAC disminuye la formación de 

biopelículas por una variedad de bacterias (66). Las EPS en las biopelículas están 

compuestas principalmente de polisacáridos, pero incluyen otras moléculas como 

proteínas, ADN extracelular y lípidos. El principal mecanismo de acción de NAC consiste 

en reducir la producción de polisacáridos extracelulares, alterando así las biopelículas 

maduras y reduciendo la adhesión de bacterias a las superficies. NAC ha demostrado 

reducir eficazmente la formación de biopelículas en una variedad de bacterias 

grampositivas y gramnegativas de importancia médica, incluidas Pseudomonas 

aeruginosa (P. aeruginosa), Klebsiella pneumoniae (K.pneumoniae), Staphylococcus 

epidermidis (S. epidermidis), Staphylococcus aureus (S. aureus) y Escherichia coli (E. 

coli) (58). Recientemente, se demostró que NAC inhibe el crecimiento de E. faecalis y 

erradica las biopelículas que lo componen (69). 
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En la actualidad existen muchas alternativas de medicamentos para asociarse al 

Ca(OH)2 y utilizarse como medicación intraconducto sin embargo es primordial tener 

información sobre su impacto en la salud humana es por eso que en el presente proyecto 

se evaluara la citocompatibilidad de la nueva asociación de NAC con Ca(OH)2 para tener 

conocimiento sobre el potencial efecto citotóxico. 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Aunque el Ca(OH)2 es el fármaco más empleado como medicación intraconducto, su 

actividad antibacteriana se ve limitada contra varios patógenos endodónticos que poseen 

alta capacidad de formar biofilm, cuya matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés) 

actúa como barrera biológica contra el fármaco. Debido a lo anterior han surgido 

diferentes fármacos para la asociación Ca(OH)2, sin embargo, estos han dado resultados 

citotóxicos o con un potencial de actividad antimicrobiana irrelevantes. Es por eso por lo 

que surge la necesidad de utilizar conjuntamente un segundo medicamento que inhiba 

la producción de ECM, para que de esta forma se garantice la actividad antibacteriana 

del Ca(OH)2 y que al mismo tiempo sea citocompatible.



IV. JUSTIFICACIÓN 

26 

IV. JUSTIFICACIÓN 

Es bien sabido que la ECM del biofilm bacteriano inhibe la actividad antibacteriana del 

Ca(OH)2 en el sistema de conductos radicular. Por tanto, surge la necesidad de explorar 

alternativas de tratamiento que garanticen la actividad antibacteriana del Ca(OH)2 como 

medicación intraconducto, al mismo tiempo de inhibir la producción de ECM bacteriana 

y que no genere citotoxicidad. El enfoque propuesto en este proyecto es la utilización en 

conjunto del Ca(OH)2 con un agente mucolítico: la N-acetilcisteína, como medicación 

intraconducto, evaluando el porcentaje de citocompatibilidad de las muestras resultantes 

a través de ensayos in vitro. 
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V. HIPÓTESIS 

5.1. HIPÓTESIS DE TRABAJO   

Las mezclas de hidróxido de calcio:N-acetilcisteína utilizadas como medicación 

intraconducto darán lugar a una viabilidad celular del al menos del 70%. 

5.2. HIPÓTESIS NULA (H0) 

Las células en cultivo en presencia y ausencia de lixiviados de las mezclas de hidróxido 

de calcio:N-acetilcisteína en proporciones 1:1, 1:0.6 y 1:0.3 desplegaran porcentajes de 

citocompatibilidad iguales e invariantes con el tiempo, con un nivel de confianza del 95%. 

5.3. HIPÓTESIS ALTERNATIVA (H1) 

Las células en cultivo en presencia de lixiviados de al menos una de las mezclas de 

hidróxido de calcio:N-acetilcisteína (proporciones 1:1, 1:0.6 y 1:0.3) desplegaran 

porcentajes de citocompatibilidad distinto al de las células libres de lixiviados o variante 

con el tiempo, con un nivel de confianza del 95%.  
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VI. OBJETIVOS 

6.1. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar los porcentajes de citocompatibilidad de mezclas de hidróxido de calcio:N-

acetilcisteína empleadas como medicación intraconducto por ensayos in vitro a distintos 

tiempos y establecer una comparación estadística entre ellos. 

6.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Preparar mezclas de hidróxido de calcio:N-acetilcisteína en proporciones 1:1, 1:0.6 y 

1:0.3, manteniendo constante el peso del hidróxido de calcio. 

2. Obtener muestras de lixiviados a partir de la incubación de OD tratados con las 

mezclas de hidróxido de calcio:N-acetilcisteína en condiciones fisiológicas simuladas. 

3. Evaluar la citocompatibilidad de las mezclas de hidróxido de calcio:N-acetilcisteína 

después de la exposición directa de sus lixiviados a células en cultivo a 24 y 48 h, a 

través de ensayos ELISA de acuerdo a la norma ISO:10993. 

4. Evaluar el pH de las mezclas resultantes tras su inmersión en agua destilada durante 

30 min, 1 h, 24 h, 7 y 14 días. 

5. Llevar a cabo un análisis estadístico de los resultados obtenidos.
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VII. VARIABLES 

7.1. VARIABLES INDEPENDIENTES 

1. Mezclas de hidróxido de calcio:N-acetilcisteína a diferentes proporciones. 

2. Tiempo de incubación celular en contacto con las muestras de lixiviados. 

3. Tiempo de inmersión de mezclas de hidróxido de calcio:N-acetilcisteína en agua 

destilada. 

7.2. VARIABLES DEPENDIENTES 

1. Porcentaje de viabilidad celular. 

2. Cambio de pH. 

7.3. OPERACIÓN DE VARIABLES 

A las diferentes mezclas de hidróxido de calcio:N-acetilcisteína en proporciones 1:1, 

1:0.6 y 1:0.3 se les evaluará la citocompatibilidad y cambio de pH mediante ensayos in 

vitro. Se evaluará la citocompatibilidad de las muestras de lixiviados obtenidos de cada 

una de las mezclas/medicamentos de manera cualitativa y cuantitativa a las 24 y 48 h a 

través de ensayos de microscopia óptica (morfología celular) y mediante ensayos ELISA 

(porcentaje de citocompatibilidad). El cambio de pH de las diferentes muestras será 

evaluado tras su inmersión en agua destilada durante 30 min, 1 h, 24 h, 7 y 14 días 

empleando tiras medidoras de pH. 
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VIII. MATERIALES Y MÉTODOS 

8.1. TIPO DE ESTUDIO 

Experimental 

8.2. UNIVERSO DE ESTUDIO 

Para las pruebas de citocompatibilidad se trataron con medicación intraconducto 18 OD 

unirradiculares extraídos y fueron divididos en tres Sistemas, dos Controles y un Blanco 

(n=3): 

Sistema 1: OD tratados con mezcla de hidróxido de calcio:N-acetilcisteina en proporción 

1:0.3. 

Sistema 2: OD tratados con mezcla de hidróxido de calcio:N-acetilcisteina en proporción 

1:0.6. 

Sistema 3: OD tratados con mezcla de hidróxido de calcio:N-acetilcisteina en proporción 

1:1. 

Control 1: OD tratados con Ca(OH)2. 

Control 2: OD tratados con NAC. 

Blanco: OD sin tratamiento. 

Para la caracterización de pH se evaluaron 5 grupos (n=2): 

Grupo 1: Pasta de hidróxido de calcio:N-acetilcisteina en proporción 1:0.3 en agua 

destilada. 

Grupo 2: Pasta de hidróxido de calcio:N-acetilcisteina en proporción 1:0.6 en agua 

destilada. 
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Grupo 3: Pasta de hidróxido de calcio:N-acetilcisteina en proporción 1:1 en agua 

destilada. 

Grupo 4: Pasta de Ca(OH)2 en agua destilada. 

Grupo 5: Pasta de NAC en agua destilada. 

8.3. MATERIALES E INSTRUMENTAL 

La NAC fue adquirida de Sigma-Aldrich. El Ca(OH)2 en polvo fue de la casa comercial 

Viarden (México). Para estandarizar los OD se utilizó regla milimétrica (Valdi) y disco de 

diamante montado en un motor de baja velocidad (Dremel 100-N/7). Para conformar e 

irrigar los OD se emplearon motor endodóntico Xmart Plus (Densply, México), limas 

rotatorias Protaper Gold (Densply, México), regla endodóntica, NaOCl al 2.5% (Cloralex), 

agua destilada, ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 17% (Metabiomed), agujas de 

salida lateral y para activación del irrigante activador sónico EQ-S (Metabiomed). Para 

trabajar en condiciones de esterilidad se empleó una cabina de flujo laminar (Ulbrecht). 

Para la colocación de la medicación al conducto se utilizó motor endodóntico Xmart Plus 

(Densply, México), lima rotatoria F3 Protaper Gold (Densply, México), loseta de vidrio, 

espátula de cemento, torundas de algodón estériles. Para el sellado de la entrada del 

conducto se empleó resina de barrera gingival (Opaldam, Ultradent) y lámpara de 

fotocurado de luz LED inalámbrica de 5W. Para la producción de muestras de lixiviados 

se empleó medio de cultivo celular (DMEM, Sigma-Aldrich), se utilizó un agitador de 

vaivén con temperatura controlada (Shel Lab). Para la evaluación de la citocompatibilidad 

se empleó la línea celular MDA-MB-231 adquiridas en los laboratorios American Type 

Culture Collection (ATCC), placas de cultivo celular de 96 pocillos (Costar, USA), 

incubadora modelo Symphony de la marca VWR. Para la fijación celular, se utilizó 

glutaraldehído al 11%, cristal violeta al 0.1% compuesto por 0.1 g de cristal violeta en 

100 mL de tampón el cual estaba compuesto por: ácido fosfórico 200 mM, ácido fórmico 

200 mM y ácido 2-(N-morfolino)-etanosulfónico (MES) 200 mM a pH 6., agua destilada, 

ácido acético al 10% y agitador orbital (Rotomix Type 48200), para la evaluación de la 

morfología celular se empleó un microscopio (Olympus CKX53), para los ensayos ELISA 
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se empleó un lector de placas (iMark, BIO-RAD). Para evaluar el cambio de pH de las 

mezclas se empleó agua destilada, tiras medidoras de pH (pH Universal teste strip) para 

homogenizar las muestras se empleó un agitador vortex (Vortex-2 gene digital, Scientific 

industries). Para estandarizar los pesos de las muestras de interés se empleó una 

microbalanza analítica de la marca Ohaus. 

8.4. METODOLOGÍA 

8.4.1. Preparación de las muestras 

8.4.1.1. Conformación de los OD  

Un total de 18 OD (incisivos superiores permanentes humanos extraídos) unirradiculares 

con conducto recto y ápice maduro (Figura 4) se decoronaron utilizando un disco de 

diamante con motor de baja velocidad. La longitud de las raíces fue estandarizada a 15 

mm (Figura 5). 

 

Figura 4. Radiografías iniciales de los OD. 
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Figura 5. Estandarización de la longitud de los OD. 

Para determinar la longitud de trabajo se introdujo una lima tipo K #15 hasta que se 

hiciera evidente en el foramen apical, a la longitud resultante se le resto 1 mm. Los 

conductos radiculares se prepararon empleando el sistema rotatorio ProTaper Gold 

hasta el instrumento F3. Los conductos se irrigaron con 1 ml NaOCl al 2.5% entre cada 

cambio de instrumento. Como irrigación final se emplearon 5 ml de NaOCl, realizando 

una activación sónica de 3 ciclos durante 30 s cada uno, posteriormente se depositaron 

5 ml de agua destilada durante 1 min sin activación para continuar con la irrigación de 2 

ml de EDTA al 17% durante 1 min y finalmente 5 ml de agua destilada durante 1 min 

para eliminar la capa de debris (Figura 6). 

Todos los OD se introdujeron en bolsas de esterilizar individualmente para su 

esterilización en autoclave a 121 °C por 30 min. 
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Figura 6. Conformación de los OD. 

En el panel (A) se observa la determinación de longitud de trabajo, en el panel (B) se 

muestra la conformación del conducto radicular hasta el instrumento F3, en el panel (C) 

se observa la irrigación del conducto y en el panel D) se observa la activación del irrigante. 

8.4.1.2. Preparación de las mezclas de hidróxido de calcio:N-acetilcisteína y 

tratamiento de los OD 

Las mezclas de Ca(OH)2:NAC se prepararon en proporciones 1:1, 1:0.6 y 1:0.3, 

manteniendo la concentración de Ca(OH)2 constante a 207.9 mg. Para realizar las 

mezclas los granos de NAC fueron triturados con espátula de cemento en loseta de vidrio 

hasta obtener un polvo fino, posteriormente fue mezclado con el polvo de Ca(OH)2 hasta 

que la mezcla de los polvos fuera homogénea; a esta mezcla se le añadió agua destilada 

estéril gradualmente en pequeñas alícuotas hasta obtener una consistencia de pasta (ca. 

175 µl). 
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Para realizar el tratamiento de los OD las mezclas de Ca(OH)2:NAC en las diferentes 

proporciones fueron colocadas como medicación intraconducto empleando un motor 

endodóntico con un instrumento F3 en modo “reversa” y atacadores para empacar de 

manera uniforme el material en todo el conducto radicular (Figura 7). Para mantener la 

consistencia de pasta de las mezclas era necesario ir agregando agua destilada estéril. 

Una vez obturados los OD se limpiaron con gasas estériles ligeramente húmedas para 

eliminar cualquier residuo de la medicación. 

 

Figura 7. Preparación y colocación de las mezclas hidróxido del calcio:N-acetilcisteína 
como medicación intraconducto a los OD. 

En la Figura se observa de izquierda a derecha el polvo de Ca(OH) y NAC (A); los polvos 

de Ca(OH) y NAC mezclados de forma homogénea (B); la obturación del conducto radicular 

con las mezclas empleando un instrumento F3 en sentido “reversa” (C); el empleo del 

atacador para empacar el material en el conducto (D). 
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Después del tratamiento de los OD, se empleó una espátula de cemento y gasas secas 

para asegurar la completa eliminación de la medicación adherida a la superficie exterior 

de los OD. Posteriormente, se colocó resina de barrera gingival en toda la superficie 

oclusal para sellar por completo la entrada del conducto radicular (Figura 8). Para 

asegurar la completa esterilidad de los OD después de su manipulación fueron 

sumergidos en 3 ml de etanol 70% durante 10 min en tubos falcon estériles (15 ml) 

(Figura 9). Toda la experimentación se llevó a cabo en condiciones de esterilidad en el 

interior de una cabina de flujo laminar. 

Finalmente, con el objetivo de confirmar el llenado completo del conducto radicular con 

la medicación intraconducto, los OD se introdujeron en bolsas estériles para realizar la 

toma de radiografías. Las radiografías fueron adquiridas en sentido mesio-distal y 

vestíbulo-palatino (Figura 10). 

 

Figura 8. Sellado de la entrada del conducto radicular con resina gingival. 

En la Figura se muestra A) la colocación de la barrera gingival en la parte oclusal del 

órgano dentario y B) la fotopolimerización de la barrera gingival empleando una lámpara 

de fotocurado. 
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Figura 9. Esterilización de los OD en etanol al 70%. 

 

Figura 10. Radiografías de OD con la medicación intraconducto. 

Se muestra en las radiografías un OD obturado con la mezcla hidróxido de calcio:N-

acetilcisteína 1:0.3. A) radiografía en sentido vestíbulo-palatino y B) radiografía en sentido 

mesio-distal. En ambas tomas se aprecia la ausencia de luz de conducto. 
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8.4.2. Obtención de muestras de lixiviados de los Sistemas de estudio en 

condiciones fisiológicas simuladas 

Los OD tratados con las diferentes mezclas de Ca(OH)2:NAC como medicación 

intraconducto fueron sumergidos en 3 ml de medio de cultivo celular de forma individual 

en el interior de tubos falcon estériles (15 ml) cerrados y sellados con Parafilm (Figura 

11). Para la obtención de las muestras de lixiviados, los tubos con los Sistemas de 

estudio fueron sometidos a un proceso secuenciado de incubación dinámica y estática. 

Primeramente, se procedió con una incubación dinámica controlada de 70 rpm en un 

agitador de vaivén a 37 °C durante 96 h (Figura 12). Transcurridas las 96 h de incubación 

dinámica (Figura 13), las muestras de lixiviados fueron trasvasadas a nuevos tubos 

falcon estériles para completar 120 h adicionales de incubación estática (en reposo) a la 

misma temperatura de 37 °C (Figura 14). 

 

Figura 11. OD sumergidos en medio de cultivo celular.  
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Figura 12. Producción de muestras de lixiviados en incubación dinámica controlada en 
un agitador de oscilación de vaivén a una oscilación de 70 rpm y 37 °C durante 96 h. 

 

Figura 13. Tubos falcon con OD en el seno del medio de cultivo celular después de 94 h 
de incubación dinámica. 
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En la Figura se muestran fotografías de los sistemas 1-3, los Controles 1 y 2 y el Blanco 

sumergidos en medio de cultivo celular después de 94 h de incubación dinámica. En los 

OD se puede observar que no hubo desprendimiento de la barrera gingival de la superficie 

oclusal, por lo que se confirma el completo sellado de la entrada del conducto radicular 

durante el periodo de incubación dinámica. 

 

Figura 14. Trasvasado de muestras de lixiviados producidos de las mezclas de 
Ca(OH)2:NAC 

En la Figura se observa A) el Sistema en el interior de tubo falcon después del trasvasado 

de las muestras de lixiviados y B) muestra de lixiviados en tubo falcon estéril nuevo. 

8.4.3. Incubación celular en presencia de las muestras de lixiviados 

Las células MDA-MB-231 fueron cultivadas en medio de cultivo DMEM suplementado 

con 10% de suero fetal bovino (FBS, por sus siglas en ingles), 0.1 mM de aminoácidos 

no esenciales (NEAA), 2 mM de L-Glutamina (L-Glu), 1 mM piruvato de sodio y 1% de 

penicilina-estreptomicina (pen-strep) e incubadas a condiciones estándar de cultivo (37 

°C, 5% CO2, atmósfera húmeda). Las células fueron subcultivadas al alcanzar una 

confluencia óptica del 80−90%. Para su subcultivo, las células confluentes fueron 
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tratadas con una solución 0.25% de tripsina-EDTA e incubadas por 4 min a condiciones 

estándar de cultivo. Las células fueron desprendidas de los frascos de cultivo, 

resuspendidas en medio de cultivo fresco y sembradas en placas de 96 pocillos a una 

densidad de 15,000 células/pocillo en 100 µl de medio de cultivo/DMEM-suplementado 

e incubadas por 24 h en condiciones de cultivo (Figura 15) las células cultivadas fueron 

evaluadas bajo microcopia óptica para asegurar su viabilidad (Figura 16). Transcurridas 

las 24 h a las células se le añadieron 100 µl de muestras de lixiviados de cada uno de 

los Sistemas de estudio a cada pocillo (n=6) (Figura 17).  y fueron incubadas en 

presencia de las muestras de lixiviados durante 24 y 48 h en condiciones de cultivo 

celular (Figura 18). 

Después de 24 y 48 h de incubación celular en presencia con las muestras de lixiviados, 

las células fueron observadas bajo microscopia óptica para evaluar nuevamente su 

morfología celular. 

 

Figura 15. Placa celular con células en pocillos (densidad de 15,000 células/pocillo). 
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Figura 16. Micrografías bajo microscopio óptico de la línea celular MDA-MB-231. 

En la Figura se observan micrografías de A) células en un aumento de 4x y B) de 20x. 

 

Figura 17. Depósito de muestras de lixiviados a pocillos de placas de cultivo con células. 

En el panel A) se observa la toma con micropipeta de 100 µl de muestra de lixiviados; en 

el panel B) se observa la colocación de 100 µl de muestra de lixiviados a cada pocillo de 

placa celular con células adheridas. 
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Figura 18. Incubación celular en presencia de lixiviados a 24 y 48 h. 

En la Figura se muestra A) la placa celular con las muestras de lixiviados en contacto con 

células para su observación a 24 y B) 48 h; D) placas dentro de incubadora. 

8.4.4. Evaluación de la citocompatibilidad a través de ensayos ELISA 

Para llevar a cabo la evaluación de la citocompatibilidad, transcurridas las 24 y 48 h de 
incubación de las muestras de lixiviados con las células, se aspiró la totalidad del medio 
de cultivo y se agregaron 10 μL de glutaraldehído al 11%, manteniéndolo bajo agitación 

orbital durante 15 min a temperatura ambiente, para fijar las células a la placa de 96 
pocillos (Figura 19). Transcurrido este tiempo se aspiró el glutaraldehído de las células y 
se lavaron dos veces con agua destilada. Posteriormente, se procedió a la tinción de las 
células con 100 μL de cristal violeta al 0.1%, manteniéndolo bajo agitación orbital durante 

15 min a temperatura (  

Figura 20). Transcurrido este tiempo se retiró la solución de cristal violeta de las células 

y se lavaron dos veces con agua destilada para remover el excedente de cristal violeta. 

Finalmente, las placas con las células teñidas se dejaron a temperatura ambiente durante 

12 h en condiciones de obscuridad para permitir el completo secado de los pocillos. 
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Figura 19. Fijación celular con glutaraldehído al 11%. 

En la Figura se muestran fotografías de A) la aspiración del medio de cultivo que contenía 

las muestras de lixiviados, B) la adición de 10 µl de glutaraldehído al 11% por cada pocillo 

y C) las placas de 96 pocillos en el agitador orbital. 

  

Figura 20. Tinción de células con cristal violeta al 0.1%. 
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En la Figura se muestran fotografías de la A) adición de 100 µl de cristal violeta al 0.1% 

por cada pocillo y C) las placas de 96 pocillos en el agitador orbital. 

Posteriormente, para disolver el cristal violeta adherido a las células se añadieron 100 

μL de ácido acético al 10% manteniéndolo bajo agitación orbital durante 15 min a 

temperatura ambiente (Figura 21). Finalmente se realizó la lectura de la absorbancia de 

las muestras empleando un lector de placas ELISA a una longitud de onda de 595 nm 

(Figura 22). 

El porcentaje de citocompatibilidad de los Sistemas de estudio se calculó a través de la 

siguiente expresión: 

Ecuación 1. Citocompatibilidad (%). 

𝑪𝒊𝒕𝒐𝒄𝒐𝒎𝒑𝒂𝒕𝒊𝒃𝒊𝒍𝒊𝒅𝒂𝒅 (%) =  
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑒𝑥𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎𝑠 𝑎 𝑙𝑖𝑥𝑖𝑣𝑖𝑎𝑑𝑜𝑠

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑛𝑜 𝑒𝑥𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎𝑠
 × 100 

 

 

Figura 21. Disolución de cristal violeta adherido a células. 
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En la Figura se muestran fotografías de la A) adición de 100 µl de ácido acético por cada 

pocillo y C) las placas de 96 pocillos en el agitador orbital. 

 

Figura 22. Lectura de la absorbancia de las muestras en lector de placas ELISA. 

8.4.5. Evaluación de la morfología celular por microscopia óptica 

Para evaluar la morfología celular, las células fueron observadas por microscopia óptica 

a las 24 y 48 h, tanto previo a la aspiración de medio de cultivo que contenía las muestras 

de lixiviados, como posterior a la tinción celular con cristal violeta al 0.1%, empleando un 

microscopio óptico invertido a una magnificación de 4x y 20x. 

8.4.6. Evaluación de pH de las mezclas/medicamentos de estudio 

Para la evaluación de pH de las mezclas de Ca(OH)2:NAC en proporciones 1:1, 1:0.6 y 

1:0.3, manteniendo la concentración de Ca(OH)2 constante a 50 mg, primeramente, los 

granos de NAC fueron triturados con espátula de cemento en loseta de vidrio hasta 

obtener un polvo fino, posteriormente fue mezclado con el polvo de Ca(OH)2 hasta que 

la mezcla de los polvos fuera homogénea. Se emplearon 50 mg de los polvos de 

hidróxido de calcio:N-acetilcisteína y se le añadió ca. 30 µl de agua destilada estéril para 

obtener una mezcla con consistencia de pasta. Para evaluar el pH los medicamentos de 

forma individual (Ca(OH)2 y NAC) se emplearon 50 mg que fueron mezclados con 30 µl 
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y 15 µl de agua destilada respectivamente hasta obtener una consistencia de pasta. Las 

pastas preparadas de mezclas/medicamentos se dejaron de 3 a 5 min en la loseta para 

permitir que solidificaran. 

Finalmente, las mezclas/medicamentos de estudio fueron inmersas en tubos falcon (15 

ml) con 3 ml de agua destilada. Los valores de pH fueron adquiridos a los tiempos de 30 

min, 1 h, 24 h, 7 días y 14 días (Figura 23). Previo a la medición, cada muestra fue 

homogenizada mediante agitación suave por 30 s empleando un agitador Vórtex, la 

medición fue adquirida con tiras medidoras de pH que fueron inmersas en el seno del 

líquido que contenía las mezclas/medicamentos de estudio (Figura 24).  

 

Figura 23. Preparación de las mezclas de Ca(OH)2:NAC para evaluación de pH. 

En la Figura se observa de izquierda a derecha A) la trituración de los granos de NAC con 

espátula de cemento en loseta de vidrio, B) los polvos de NAC y Ca(OH)2 listos para 

mezclarse de forma homogénea y C) mezcla/medicamentos de estudio inmersas en 3 ml 

de agua destilada. 



VIII. MATERIALES Y MÉTODOS 

48 

 

Figura 24. Medición de valores de pH de las mezclas/medicamentos de estudio. 

En la Figura se muestra A) la tira medidora de pH inmersa en el seno del líquido con la 

muestra de estudio y B) comparación de la tira medidora con el color que se obtuvo con 

la de la escala de colores de pH para evaluar su pH. 

8.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico de los resultados se llevó a cabo empleando el método de Análisis 

de la Varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés) de una vía en conjunto con los métodos 

de post hoc Bonferroni y Tukey. La diferencia estadística fue considerada como 

significativa a p < 0.05. 
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IX. RESULTADOS 

9.1. EVALUACIÓN DE LA MORFOLOGÍA CELULAR POR MICROSCOPIA ÓPTICA 

A 24 Y 48 h 

La morfología celular fue observada por microscopia óptica tras la exposición de células 

MDA-MB-231 a las muestras de lixiviados de las mezclas/medicamentos de estudio a 24 

y 48 h de incubación. Para ello se empleó un microscopio óptico invertido con objetivos 

de 4x y 20x; las células fueron evaluadas de forma cualitativa inmediatamente después 

de su incubación en contacto con las muestras de lixiviados y posterior a la tinción celular 

con cristal violeta al 0.1%, los resultados se muestran en la Figura 25 y Figura 26. 

A partir de las Figuras (Figura 25 y Figura 26) se puede observar que las células 

expuestas a los lixiviados de las mezclas de Ca(OH)2:NAC en proporciones 1:1, 1:0.6, 

1:0.3, y medicamentos Ca(OH)2 y NAC exhiben una morfología celular y proliferación 

sostenida similares a la presentadas por las células expuestas a los lixiviados del Blanco 

(OD sin tratamiento) y células libres de lixiviados. Estos resultados cualitativos confirman 

que no existió alteración celular tras la exposición a los diferentes tipos de 

mezclas/medicamentos, exhibiendo una alta citocompatibilidad a ambos tiempos de 

estudio (24 y 48 h). La citocompatibilidad observada al microscopio fue confirmada de 

manera cuantitativa por ensayos ELISA (ver Sección 9.2) 
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Figura 25. Morfología celular a las 24 h de incubación. 

En la Figura se muestran de izquierda a derecha micrografías ópticas de células MDA-MB-

231 a una magnificación de 4x y 20x sin tinción celular y teñidas con cristal violeta al 0.1% 

posteriores a las 24 h de incubación celular en contacto con los lixiviados de los Sistemas 

1-3, Controles 1-2 y Blanco. En la última fila se muestran células sin tratamiento de 

lixiviados como punto de comparación 
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Figura 26. Morfología celular a las 48 h de incubación. 

En la Figura se muestran de izquierda a derecha micrografías ópticas de células MDA-MB-

231 a una magnificación de 4x y 20x sin tinción celular y teñidas con cristal violeta al 0.1% 

posteriores a las 24 h de incubación celular en contacto con los lixiviados de los Sistemas 

1-3, Controles 1-2 y Blanco. En la última fila se muestran células sin tratamiento de 

lixiviados como punto de comparación. 
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9.2. EVALUACIÓN DE CITOCOMPATIBILIDAD POR ENSAYOS ELISA A 24 Y 48 h. 

La citocompatibilidad de las mezclas/medicamentos de estudio se determinó por ensayos 

ELISA tras la exposición de las células MDA-MB-231 con las muestras de lixiviados 

durante 24 y 48 h en condiciones de cultivo celular estándar, los resultados obtenidos se 

muestran en la Figura 27. 

A partir de la Figura 27 se puede observar que las células incubadas durante 24 h en 

presencia de muestras de lixiviados de las mezclas/medicamentos presentaron una 

viabilidad alta. En el caso de las mezclas de Ca(OH)2:NAC se observaron porcentajes 

de citocompatibilidad de 91%, 105% y 130% (proporciones 1:0.3, 1:0.6 y 1:1, 

respectivamente). En lo que respecta a los medicamentos por separado, se observaron 

porcentajes de citocompatibilidad de 114% y 130% (Ca(OH)2 y NAC, respectivamente). 

De manera muy interesante, estos porcentajes de viabilidad celular alta se mantuvieron 

a las 48 h de incubación. Relativo a las mezclas de Ca(OH)2:NAC se observaron 

porcentajes de citocompatibilidad de 78%, 83% y 105% (proporciones 1:0.3, 1:0.6 y 1:1, 

respectivamente). En lo que respecta a los medicamentos por separado, se observaron 

porcentajes de citocompatibilidad de 105% y 98% (Ca(OH)2 y NAC, respectivamente). A 

partir de estos resultados, se puede confirmar que todas las mezclas/medicamentos de 

estudio pueden clasificarse como citocompatibles en virtud de que todas ellas exhiben 

niveles de viabilidad celular superiores al 70% (70). 

Adicionalmente, se encontró que existe una relación entre el incremento de 

concentración de NAC de las mezclas de Ca(OH)2:NAC y el porcentaje de 

citocompatibilidad. Se puede observar que, a mayor proporción de NAC en las mezclas, 

éstas exhiben un mayor porcentaje de citocompatibilidad, que van del 91% al 130% y del 

78% al 105% a 24 y 48 h de incubación, respectivamente. 

Muy importante, el análisis estadístico de los resultados demostró que existe diferencia 

estadísticamente significativa en el porcentaje de citocompatibilidad entre la mezcla de 

Ca(OH)2:NAC en proporción 1:0.3 y la mezcla de Ca(OH)2:NAC en proporción 1:1 a las 

24 h de incubación (Post-hocs de Bonferroni y Tukey, p < 0.05). Asimismo, se encontró 
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que existe diferencia estadísticamente significativa en el porcentaje de citocompatibilidad 

entre las mezclas de Ca(OH)2:NAC en proporción 1:0.3 y la NAC a las 24 h de incubación 

celular (Post-hoc de Tukey, p < 0.05). Con base en lo anterior, se confirma la Hipótesis 

Alternativa (H1) en este trabajo de investigación.  

 

Figura 27. Porcentaje de citocompatibilidad de mezclas de hidróxido de calcio:N-
acetilcisteína a las 24 y 48 h. 

Las columnas representan el promedio de los resultados obtenidos y las barras verticales 

representan la desviación estándar (n=6), de acuerdo con la Ecuación 1. * denota 

diferencia estadísticamente significativa entre las muestras comparadas (p < 0.05). 
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9.3. EVALUACIÓN DE pH DE LAS MEZCLAS/MEDICAMENTOS DE ESTUDIO 

Se determinaron los valores de pH de las mezclas de Ca(OH)2:NAC en proporciones 1:1, 

1:0.3, 1:0.6 y medicamentos Ca(OH)2 y NAC. Para ello se prepararon pastas 

estandarizadas a un peso de 50 mg. Las pastas fueron inmersas en 3 ml de agua 

destilada. Los valores de pH de las mezclas/medicamentos fueron medidos a los tiempos 

de 30 min, 1 h, 24 h, 7 días y 14 días a temperatura ambiente, empleando tiras medidoras 

de pH. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 28 

A partir de la Figura 28 se puede observar que las mezclas de Ca(OH)2:NAC en 

proporciones 1:1, 1:0.3 y 1:0.6 exhibieron un pH de 12 a los 30 min, que incrementó 

hasta un pH de 13 el día 7, manteniéndose constante hasta el día 14. En lo que respecta 

a los medicamentos, el Ca(OH)2 igualmente exhibió un pH de 12 a los 30 min, que 

incrementó hasta un pH de 13 el día 7, manteniéndose constante hasta el día 14; 

mientras que la NAC presentó un pH constante de 1 en todos los tiempos establecidos. 

A la luz de estos resultados, se valida que el carácter alcalino de las mezclas de 

Ca(OH)2:NAC (pH entre 12 y 13), requerido para su acción antibacteriana, se mantiene 

con el tiempo. 
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Figura 28. Valor de pH de las mezclas/medicamentos a distintos tiempos de incubación 
en agua destilada. 

Las líneas representan los valores obtenidos de pH de las mezclas/medicamentos de 

estudio a los distintos tiempos de estudio. 

 

 

. 

 

 



X. DISCUSIÓN 

56 

X. DISCUSIÓN 

El uso de medicamentos empleados como medicación intraconducto con buena 

citocompatibilidad y actividad antimicrobiana puede resultar en la eliminación de los 

organismos remanentes en el sistema del conducto radicular y aumento en la tasa de 

éxito del tratamiento de conductos (71) Por lo tanto, es fundamental desarrollar 

estrategias de desinfección eficaces y seguras en los procedimientos de medicación 

intraconducto. Aunque el Ca(OH)2 muestra una excelente citocompatibilidad, la adición 

de otras sustancias puede afectar sus propiedades biológicas (72). En el presente 

estudio se evaluaron los porcentajes de citocompatibilidad de mezclas de Ca(OH)2:NAC 

en proporciones 1:1, 1:0.6, 1:0.3, y medicamentos Ca(OH)2 y NAC los cuales exhibieron 

una viabilidad alta de alrededor del 78% y 130% en todos los casos de estudio, a las 24 

y 48 h de incubación celular. Teniendo en cuenta la metodología utilizada en el presente 

estudio, nuestros hallazgos indican que las mezclas de Ca(OH)2:NAC empleadas como 

medicación intraconducto son altamente citocompatibles. Esto se corrobora en la 

literatura donde Hernández-Ríos et al. han establecido que la NAC es un agente 

mucolítico antioxidante derivado del aminoácido L-cisteína. Como precursor del glutatión, 

la NAC puede incorporarse a las células y neutralizar los radicales libres derivados del 

oxígeno (ROS) los cuales pueden ser producidos por las células fagocíticas en respuesta 

al desafío bacteriano en la periodontitis apical, disminuyendo así los efectos 

acumulativos del estrés oxidativo (73). Kim et al. en su estudio in vitro investigaron el 

efecto de NAC como fármaco antioxidante, sobre la citotoxicidad y la actividad anti-

diferenciación de los adhesivos  dentales de monómeros de resina y concluyeron que 

NAC fue útil para revertir la citotoxicidad y los efectos anti-diferenciación de Prime & Bond 

NT en las células de la pulpa dental humana (74).  

Por otro lado, Karapinar et al. han propuesto la NAC como un agente terapéutico 

alternativo con potencial en el tratamiento del conducto radicular, puesto que, en su 

estudio, evaluaron los efectos pro y antiinflamatorios de la NAC y el Ca(OH)2 en líneas 

celulares de macrófagos humanos estimulados por lipopolisacáridos, en donde se 

concluyó que ambos materiales tienen un efecto antiinflamatorio igualmente fuerte, sin 
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embargo NAC reguló negativamente los niveles de proteína y gen de factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF-α) y factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-β1) generando 

resultados exitosos en la prevención de la inflamación (75). Finalmente, Corazza et al. 

en su estudio revelaron que las resolvinas (Rv), un tipo de inmunoresolventes, que 

impulsan activamente la resolución de la inflamación aguda activando la cicatrización de 

heridas, con regeneración tisular. En particular las RvE1 y RvD2, juegan un papel 

importante en el proceso de la resolución de inflamación de los tejidos periapicales en 

infecciones endodónticas primarias y periodontitis apical. Los resultados demostraron 

que cuando se probó un agente terapéutico alternativo como la NAC mejoró 

significativamente los niveles de RvE1 y RvD2 en los tejidos periapicales (76). Por lo 

tanto, se confirma en este estudio que la alta citocompatibilidad de las mezclas de 

Ca(OH)2:NAC en proporciones 1:1, 1:0.6 y 1:0.3 fueron resultantes como consecuencia 

a las propiedades de la NAC que promovieron un aumento en la proliferación celular. 

En la medicación intraconducto el Ca(OH)2 se ha utilizado ampliamente por su actividad 

biológica y antimicrobiana, su capacidad para disolver tejido orgánico y por inactivar las 

endotoxinas bacterias. El Ca(OH)2 ejerce efectos letales cuando está en contacto directo 

sobre las bacterias en forma de solución, en tales condiciones, la concentración de iones 

hidroxilo es muy alta, alcanzando niveles incompatibles con la supervivencia bacteriana. 

(71). El mantenimiento de un pH alto es importante para la acción antibacteriana del 

Ca(OH)2, aunque el E. faecalis no puede sobrevivir en un ambiente alcalino, este pH es 

difícil de mantener en el medio dentinario debido a varios factores. En primer lugar, el E. 

faecalis tiene la capacidad de mantener activa o pasivamente la homeostasis del pH 

intracelular a través de bombas de protones o protones de difusión pasiva a través de su 

membrana celular. En segundo lugar, la dentina es un buen sustrato que reduce 

eficazmente la extrema alcalinidad del hidróxido de calcio, reduciendo así sus efectos 

antibacterianos (46). Además, el E. faecalis tiene la capacidad de formar biopelículas 

bien organizadas que pueden resistir el proceso de curación e inducir la precipitación de 

hidroxiapatita en una biopelícula madura para formar una biopelícula calcificada (19). 

La asociación de agentes antibacterianos al Ca(OH)2 juegan un papel importante en el 

proceso de disociación iónica para el mantenimiento de un pH alcalino y, por lo tanto, en 
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la desinfección del conducto radicular y la citocompatibilidad. En el presente estudio, las 

mezclas de Ca(OH)2:NAC en proporciones 1:1, 1:0.6 y 1:0.3 exhibieron un pH alcalino 

(11-13) en los tiempos de 30 min, 1 h, 24 h, 7 días y 14 días, por consiguiente, estos 

resultados confirman que la asociación de NAC al Ca(OH)2 no interfiere en la alcalinidad 

del Ca(OH)2, Esto se puede constatar en la literatura por el estudio realizado por Quah 

et al. donde estudiaron los efectos antibacterianos de NAC sobre la biopelícula de E. 

faecalis, en un ambiente alcalino, los resultados obtenidos de erradicación de biopelícula 

por NAC no se vieron afectados con la presencia de polvo de dentina cuando se mantuvo 

un pH de 13, incluso cuando se incubo hasta por 14 días.(69). Recientemente Olofsson 

et al. reportaron que los efectos positivos del tratamiento con NAC se han atribuido 

principalmente a sus propiedades de reducir la producción de polisacárido extracelular, 

alterando las biopelículas maduras y reduciendo la adhesión de las bacterias a las 

superficies, lo que resulta en la disminución significativa de infecciones bacterianas (77). 

Con base a la literatura se puede confirmar en el presente estudio que el carácter alcalino 

de las mezclas de Ca(OH)2:NAC, requerido para la acción antibacteriana, se mantuvo 

constante con el tiempo. Dichos hallazgos destacan a la NAC como un fármaco atractivo 

en combinación con el Ca(OH)2 para emplearse como medicación intraconducto, debido 

a las propiedades mucolíticas que favorecen la actividad antimicrobiana del Ca(OH)2, 

aunado a las excelentes propiedades antioxidantes y regenerativas de la NAC 



XI. CONCLUSIONES 

59 

XI. CONCLUSIONES 

10.1. EVALUACIÓN DE CITOCOMPATIBILIDAD POR ENSAYOS ELISA  

Se llevó a cabo un estudio in vitro para evaluar los porcentajes de citocompatibilidad de 

mezclas de Ca(OH)2:NAC tras el cultivo de células MDA-MB-231 en presencia de sus 

lixiviados por 24 y 48 h. 

1. La morfología de las células expuestas a los lixiviados de las mezclas de Ca(OH)2:NAC 

confirman que no existió alteración celular a las 24 y 48 h exhibiendo una alta 

citocompatibilidad, similar a la presentada por las células cultivadas en ausencia de 

lixiviados. 

2. Los ensayos ELISA demostraron que las células incubadas en presencia de lixiviados 

de las mezclas de Ca(OH)2:NAC en proporciones 1:1, 1:0.6, 1:0.3 y medicamentos 

Ca(OH)2 y NAC, presentaron una viabilidad celular alta de alrededor de 78% y 130% en 

todos los casos a las 24 y 48 h.  

3. Los resultados cuantitativos obtenidos exhibieron que existe una relación entre el 

incremento de concentración de NAC de las mezclas de Ca(OH)2:NAC y un mayor 

porcentaje de citocompatibilidad que van del 91% al 130% y del 78% al 105% a 24 y 48 

h de incubación, respectivamente. 

4. El análisis estadístico demostró que existe una diferencia estadísticamente 

significativa en el porcentaje de citocompatibilidad de la mezcla de Ca(OH)2:NAC en 

proporción 1:0.3 con respecto a la mezcla de Ca(OH)2:NAC en proporción 1:1 y NAC 

(Control 2) a las 24 h de incubación (p < 0.05). 

5. Con base a lo anterior se confirma la Hipótesis alternativa (H1) de este trabajo de 

investigación. 
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10.1. EVALUACIÓN DE pH  

Se llevo a cabo la preparación de las pastas de Ca(OH)2:NAC en las proporciones de 

1:1, 1:0.6 y 1:0.3, las cuales fueron inmersas en agua destilada para evaluar 

posteriormente su pH a los 30 min, 24 h, 7 días y 14 días a temperatura ambiente 

empleando tiras medidoras de pH. 

6. Se valido que el carácter alcalino de las mezclas de Ca(OH)2:NAC, requerido para su 

acción antibacteriana, se mantuvo constante con el tiempo, exhibiendo valores de pH de 

entre 12 y 13.  
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XII. RECOMENDACIONES 

Como trabajo a futuro, se recomienda realizar estudios que evalúen la actividad 

antimicrobiana de las mezclas de Ca(OH)2:NAC con enfoque en la erradicación del 

biofilm bacteriano de patógenos endodónticos. 

Además, se recomienda ampliar la ventana de proporciones de medicamentos en las 

mezclas de Ca(OH)2:NAC con el objetivo de establecer las mejores condiciones de 

manipulación para aplicar, trasportar y obturar el conducto radicular en su uso como 

medicación intraconducto. 
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