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. RESUMEN

l. RESUMEN

El tratamiento de conductos tiene como finalidad desinfectar el sistema de
conductos radiculares. El irrigante de eleccion siempre ha sido el hipoclorito de sodio,

pero su toxicidad ha llevado a la busqueda de otros irrigantes alternativos

El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad antimicrobiana del
Azadirachta indica e hipoclorito de sodio al 5.25% frente al Enterococcus faecalis y

Candida albicans.

Se utiliza un método de difusiébn en agar Mueller-Hinton, usando 6 sensidiscos
con 20 pl extracto de Azadirachta indica y 6 con hipoclorito de sodio al 5.25%. Se
inocula el microorganismo en la placa de agar, se colocan los sensidiscos y se deja
incubar por 24 h a 37 °C. Posteriormente se miden los halos de inhibicién con un

calibrador analégico.

Se realiza un método de CMI, usando una microplaca de 96 pocillos. Colocando
200 pl de caldo de cultivo y 200 ul de Neem en los pocillos y haciendo una dilucién en
serie de ella. Después colocando 100 pl de bacteria en los pocillos e incubarlo por 24 h
a 37 °C. Se evalué la inhibiciéon de crecimiento bacteriano mediante la lectura de la

densidad 6ptica de microplaca.

No hubo una diferencia significativa entre Neem e hipoclorito de sodio frente a E.
faecalis, pero frente a C. albicans si. La CMI del Neem fue 1:128 y del hipoclorito de
sodio fue 1:256. Se demostro que el Neem si tiene una actividad antimicrobiana similar

al hipoclorito de sodio al 5.25%.
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ll. INTRODUCCION

2.1. PULPA

La pulpa es un tejido conectivo laxo con caracteristicas especiales que se
encuentra en la parte mas interna del érgano dentario, junto a la dentina forma el

complejo dentino-pulpar (1,2).

Las funciones que tiene la pulpa son los siguientes: Sensitiva, defensa,
nutricion y formativa (1,2). Cuando la pulpa sufre algun dafio por factores biologicos,
fisicos o0 quimicos, este pasa por un proceso de inflamacion que, si no se remueve
este estimulo, puede llevar a un cuadro irreversible, siendo el tratamiento de

conductos la Unica solucion hasta la fecha para este tipo de situaciones (1,2).

2.2. ENDODONCIA

Soares y Goldberg, definen a la endodoncia como la rama de la odontologia
qgue estudia la morfologia de la cavidad pulpar, la fisiologia y patologia pulpar, asi
como la prevencién y el tratamiento de las alteraciones de la pulpa y sus
repercusiones sobre los tejidos periapicales (1).

El tratamiento de conductos es un tratamiento que consiste en la remocion
total de tejido vital y necrético dentro del sistema de conductos radiculares utilizando
instrumentos manuales y/o rotatorios y sustancias quimicas y sellando
herméticamente este sistema con un material (1,2). Este tratamiento es el ideal

cuando la pulpa haya sufrido un dafio y tenga un cuadro de inflamacion irreversible

(2).
2.3. TIPO DE INFECCIONES

Existen dos tipos de infecciones: primaria y secundaria (2). La infeccion

primaria ocurre cuando una bacteria invade el tejido pulpar por primera vez, casi
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siempre debido a caries que no se haya tratado (1,2). La infeccion secundaria ocurre
cuando hay wuna invasion bacteriana en un 6rgano dentario tratado
endododnticamente, puede ser por una desinfeccion deficiente durante la realizacion
del tratamiento de conductos o por filtracion del material restaurador (temporal o
permanente) (1,2). Hay dos microorganismos que son los mas persistentes cuando

hay una infeccién secundaria: Enterococcus faecalis y Candida albicans.

2.4. ENTEROCOCCUS FAECALIS

El Enterococcus faecalis (E. faecalis) es una bacteria gram positiva, anaerobio
facultativo que se presenta normalmente en la cavidad oral, se caracteriza por ser
persistente dentro del sistema de conductos radiculares a pesar de que se haya
tratado endodonticamente (2,3). Algunos estudios mencionan que la prevalencia de
esta bacteria en 6rganos dentarios tratados endodonticamente con lesiones apicales
persistentes es del 24 — 77 % (3).

Los factores de virulencia de E, feacalis son: enzimas lisosémicas, citolisina,
sustancias de agregacion, feromonas y acido lipotecdico. (3-5). También presenta
mecanismos para evadir al sistema inmunologico del huésped, dificultando su

eliminacion (3-5).

El mecanismo de resistencia del E. faecalis mas aceptado hasta la fecha es la
bomba de protones (3). Se dice que esta bacteria libera iones H* por medio de una
bomba de protones para poder acidificar el medio; desactivando el hidréxido de
calcio (3-5). Se ha descrito que un pH de 11.5 o mas si es efectivo contra el E.
faecalis, sin embargo la bomba de protones puede disminuir este pH, ocasionando
un efecto parcial (3,4). Por ello, es importante realizar todos los pasos del tratamiento

de conductos de forma adecuada.

2.5. CANDIDA ALBICANS

Este es un hongo oportunista que se encuentra en la flora normal de la

cavidad oral del ser humano (6). Se ha encontrado que es la especie de Candida que
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con mas frecuencia se aisla cuando se toman muestras de mucosa (90 -100% de los

casos) (6).

En un estudio realizado por Kumar y cols. en 2014, demostré que en 9 de 20
pacientes que acudieron a la clinica de Endodoncia por infeccion primaria y
secundaria tenian presencia de Candida albicans, especialmente en aquellos

organos dentarios que tenian periodontitis apical sintomatica (7).

2.6. TRIADA ENDODONTICA

El éxito del tratamiento de conductos depende del manejo correcto de la triada
endododntica, que consiste en la instrumentacion, irrigacién y obturacion correcta del
sistema de conductos radiculares (1,2). La realizacion deficiente en alguno de estos

pasos puede llevar al fracaso del tratamiento de conductos (1,2).

2.6.1. INSTRUMENTACION

La instrumentacién consiste en la extirpacion del tejido pulpar con la utilizacion
de instrumentos manuales y/o rotatorios (ver Imagen 1) (1,2). También ayuda a que
haya una remocion de las bacterias presentes dentro de los tubulillos dentinarios,
que haya mejor flujo y penetracién de la sustancia irrigante y el cemento sellador en

el sistema de conductos radiculares (1,2).

Imagen 1. Instrumentacion con instrumentos rotatorios.
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2.6.2. OBTURACION

La obturaciéon consiste en el sellado del sistema de conductos radiculares con

un material, principalmente gutapercha y un cemento sellador (ver Imagen 2) (1,2).

cemento
provisional

gutapercha

Imagen 2. Obturacion con Gutapercha

2.6.3. IRRIGACION

La irrigacion consiste en la desinfeccion del sistema de conductos radiculares

con sustancias desinfectantes (2).

Algunas de las propiedades ideales que deben tener los irrigantes son: ser
germicida y fungicida eficaz, no irritar los tejidos periapicales, capacidad para disolver
tejido organico, ser activo en presencia de sangre, suero y derivados proteicos del
tejido, no interferir en la reparacién de los tejidos periapicales, no ser antigénico,
téxico ni carcindégeno para las células del organismo y ser relativamente econémico

(2). No todos los irrigantes cumplen con estas caracteristicas.

2.7. IRRIGANTES EN ENDODONCIA

2.7.1. HIPOCLORITO DE SODIO

El hipoclorito es una sustancia que pertenece al grupo de compuestos
halogenados, tiene un pH de 11y fue utilizado por primera vez en 1792 en

odontologia (1,8). En 1820, se utilizdé para desinfectar heridas a la concentracion de
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2.5% (8). Sin embargo en 1915, durante la primera guerra mundial, el cientifico Dakin
observd que esta concentracion, a pesar de ser efectivo en la desinfeccion, hacia

gue la herida tardara en cicatrizarse, por lo que se cambioé la concentracién a 0.5%

(8).

El hipoclorito de sodio es la sustancia irrigante mas utilizado en Endodoncia
debido a las siguientes caracteristicas: desinfectante de alto espectro y disolucion de
tejido organico (1,2,8). La Unica desventaja que presenta el hipoclorito de sodio es su
toxicidad, ya que, al entrar en contacto con los tejidos periapicales, ocasiona una
reaccion inflamatoria severa, dolor severo y necrosis (2,9). En la Imagen 3, podemos

observar una paciente que se le extruyo hipoclorito de sodio.

Imagen 3. Extrusion de hipoclorito de sodio (2)

Las concentraciones utilizadas son las siguientes:

- Solucién de Dakin: 0.5%




II. INTRODUCCION

- Solucién de Milton:1%

- Concentraciones ideales: 2.5 - 5%

- Concentraciones elevadas: > 6% (2,8)

Se han realizado diferentes estudios para evaluar la efectividad de las
diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio. En un estudio realizado por
Siqueira y cols. en 2000, mostro in vitro que, de las diferentes concentraciones de
hipoclorito de sodio utilizadas (0.5%, 2.5% y 5%), todas tuvieron zonas de inhibicién
grandes (21 — 31 mm). No hubo diferencias significativas entre las tres, pero el que
tuvo mejores resultados fue el de 5% por estar mas concentrado (10).

En otro estudio realizado por Verma y cols. en 2019, se utilizaron
concentraciones de 1% y 5% en 100 pacientes. Después de 1 afio, hubo una tasa de
éxito de 76.7%, no hubo diferencia significativa en el porcentaje de dolor
posoperatorio y en la cicatrizacion de los 6rganos dentarios. Hubo mejor cicatrizacion
en los casos que se utilizé el hipoclorito de sodio al 5% (81.4%) que en las que se
utilizé al 1% (72.1%) (11).

2.7.1.1. ACTIVACION DEL HIPOCLORITO DE SODIO

Para mejorar la efectividad del hipoclorito de sodio, podemos utilizar diferentes
métodos para activar esta sustancia, aumentando su temperatura para potencializar
sus beneficios y para que contacte con todo el sistema de conductos radiculares
(2,8).

Hay tres maneras de activar el irrigante:

1- Activacion manual: Utilizando una gutapercha, se agita dentro del

conducto.

2- Activacion sonica: Utilizando un aparato sénico con una punta de un

polimero que vibra a frecuencias de 1 — 10 kHz.



II. INTRODUCCION

3- Activacion ultrasoénica: Se utiliza un aparato de ultrasonido con puntas de

metal (con o sin diamante) que vibra a frecuencias de 25 — 30 kHz (1,2,8).

2.7.2. QUELANTES

Se han desarrollado irrigantes que se denominan quelantes, como el EDTA y
MTAD. ElI EDTA es una sustancia que se utiliza en forma de gel o solucién a
concentraciones de 15 a 17% (Imagen 4) (2). MTAD es una sustancia compuesta por
un isémero de tetraciclina, acido citrico y un detergente (Imagen 5) (1,12). Los
guelantes son muy buenos para remover tejido inorganico y no afectan en gran
medida los tejidos periapicales, sin embargo su potencial antimicrobiano no es muy

elevado en comparacion con el hipoclorito de sodio (1,2,12).

Imagen 4. EDTA para uso Imagen 5. MTAD. Marca BioPure
dental

2.7.3 AGUA ELECTROLIZADA

Agua electrolizada contiene una mezcla de inorganicas oxidantes como acido
hipocloroso, ion acidico hipocloroso, cloro, hidroxilo y ozono (13). Se ha demostrado
que estas sustancias presentan actividades antimicrobianas, desnaturalizan
proteinas bacterianas, no ocasiona irritacion en los tejidos y es humectante (13). Un

ejemplo de estas sustancias es el Microdacyn, Imagen 6, (13).
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Imagen 6. Microdacyn

2.7.4. CLORHEXIDINA

La clorhexidina es un antimicrobiano de alto espectro que se ha utilizado
principalmente en periodoncia, implantologia y restauradora como un desinfectante
(Imagen 7) (2). Su componente catibnico hace que se adhiera a las paredes
bacterianas y ocasionen la lisis de la misma (2). Presenta sustantividad, que significa
que tiene actividad microbiana prolongada (2). La Unica desventaja que tiene este

irrigante es que no disuelve tejido organico (2).

Su actividad microbiana es debatida, ya que se ha mostrado que el hipoclorito
de sodio es mejor que la clorhexidina y la combinacidon de ambas sustancias no
mejoran la desinfeccidn (2). Cabe mencionar que hay estudios que mencionan que la
interaccién entre el hipoclorito de sodio y la clorhexidina forman un precipitado
llamado para-cloroanilina, que puede ser toxico para el ser humano, por lo que se ha

sugerido evitar combinar estos dos irrigantes (14,15).
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Imagen 7. Clorhexidina para uso dental. Marca: Consepsis

2.7.5. Azadirachta indica

Una planta que estd en estudio es el Azadirachta indica, también conocida
como Neem. Es una planta que crece principalmente en India y el sureste de Asia
(Imagen 8) (16-18). Tiene las siguientes propiedades: antibacteriano,
inmunoregulador, antiinflamatorio, antifangico y es biocompatible (16,17). Se puede
calentar agua y polvo de Neem (Imagen 10) o generar un extracto mediante la
destilacion utilizando etanol al 70% y hojas de Neem (Imagen 9) (16-18).

Imagen 8. Hojas de Azadirachta indica

2.7.5.1. COMPONENTES DEL NEEM

Los componentes de las diferentes partes del Neem son los siguientes:

10
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Tabla 1. Componentes de Neem (16)

Componente Efecto Fuente
Nimbidina Antibacteriano, Hoja
Antiinflamatorio,
Antifiingico, Diurético,
Antipirético, Protector
gastrico,
Nimbidato sddico | Antiinflamatorio Hoja
Trisulfato ciclico | Antifungico Hoja
y tetrasulfito
ciclico
Nimbina Espermicida Aceite de la
semilla
Nimbolide Antibacteriano, Aceite de la
Antimalarico semilla
Gedunina Antifungico, Antimalarico | Aceite de la
semilla
Azadirachtina Antimalarico Semilla
Acido Gélico, | Antiinflamatorio e | Corteza
epicatequina y | inmunomodulador
catequina
Margolona e | Antibacteriano Corteza
Margolonona
isomargolonona
Polisacaridos Antiinflamatorio y | Corteza
Gla, Glb, | antitumoral
Glla,Glla
Peptidoglicano Inmunomodulador Corteza
NB-II

11
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Imagen 9. Imagen 10. Coccion
Destilacion

con etanol

2.7.6. PROPIEDADES DEL MEDICINALES DEL NEEM

e Antiviral: Se ha observado en estudios que el Neem tiene propiedades
antivirales contra el Virus de Herpes Simple tipo | y el dengue (19,20).
También se ha demostrado que ayuda a aliviar los sintomas de

infecciones virales como Varicela y sarampién (19).

e Antifungica: El Neem ha demostrado actividad antifungica contra C.
lunata, ,F. mangiferae, C. gloeosporioides, H. pennisetti, lternaria
solani, Cladosporium y Aspergillus flavus (19).

e Antimaléarico: Hay evidencia de que los extractos de la hoja, semillay la
corteza del Neem inhiben la actividad del Plasmodium falciparum (19).

¢ Antioxidante: La hoja y la corteza del Neem tienen grandes propiedades
antioxidantes. De todas las partes del arbol de Neem, la corteza es la
que neutraliza los radicales libres en mayor medida (19).

e Antiacido: En un estudio realizado por Maity y cols. en 2009 en
pacientes con Ulceras duodenales y gastritis cronica que se les

administr6 Neem en un periodo de 6 a 10 dias, mostré que hubo una

12
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disminucién del 77% de la secrecion acidica. En todos los pacientes
con Ulceras duodenales, desaparecieron los sintomas y hubo una
cicatrizacion casi completa; incluyendo en los pacientes con este
padecimiento asociado a H. pylori. Ningun paciente tuvo efectos
secundarios, complicaciones o secuelas (21).

e Analgésico: En un estudio realizado por Kumar y cols. en 2013, mostr6
que hubo un efecto analgésico significante cuando se administraba

extracto de hojas de Neem en ratones albinos de 30 a 60 min (22).

e Antiinflamatorio: En un estudio realizado por Kumar y cols. en 2013
mostré6 una accion antiinflamatoria significante en ratones albinos
después de la segunda hora y sexta hora de administracion del extracto
de Neem (22).

2.7.7. USO DE NEEM EN ODONTOLOGIA

Desde hace mas de 100 afio, se ha utilizado el Neem para higiene bucal (19).
La rama de los &rboles de Neem se utilizaron como cepillo bucal (19). También, el
masticar hojas de Neem para fortalecer los dientes, prevenir acumulacion de placa
dentaria y gingitivis (19). Algunos estudios han demostrado actividad antibacteriana
contra patdégenos orales como S. mutans, S. mitis, S.sanguis, S. Salivarius y

Fusobacterium nucleatum (19).

2.8. ESTUDIOS COMPARANDO EL EFECTO ANTIMICROBIANO DE NEEM Y
OTROS IRRIGANTES

En un estudio realizado por Ghonmode y cols. en 2013 se compar6 el efecto
antimicrobiano del Neem, extracto de semillas de uva e hipoclorito de sodio al 3%
utilizando un método de difusion de agar. Podemos observar en la Grafica 1 que, el
Neem y el hipoclorito de sodio mostraron mayor efecto antibacteriano que el extracto
de semillas de uva. También encontraron que el Neem tuvo mejor efecto

antibacteriano que el hipoclorito de sodio (23).

13
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Resultados

Neem Semilla de Hipoclorito Etanol Solucién
Uva de sodio Salina

Inhibicién

Gréfica 1 Inhibicién del Neem, extracto de semilla de uva e hipoclorito de sodio (23).

En otro estudio realizado por Hegde y cols. en 2013 comparan el efecto
antibacteriano del Neem, Propolis, Carcuma, Regaliz e Hipoclorito de sodio al 5%
frente al E. faecalis y Candida albicans en una prueba de difusibn de agar.
Encontraron que el Neem tuvo mejor inhibicion (2.1 y 1.5 cm de didametro
respectivamente) de estos microorganismos y su diferencia no fue tan significativa

gue el hipoclorito de sodio (1.7 y 1.2 cm respectivamente) (24).

En un estudio realizado por Bhargava y cols. en 2015 comparando el efecto
antibacteriano del hipoclorito de sodio al 3% y el Neem utilizando un método de
difusion de agar. Se demostr0 que no hubo diferencias significativas entre el

hipoclorito de sodio al 3 % y Neem en su efecto antibacteriano (Gréfica 2) (25).

14
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X Antimicrobial Activity
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Grafica 2 Actividad antibacteriana de Neem, hipoclorito de sodio, té verde
y triphala usando diferentes cantidades de irrigante

El azul indica 50 pl, el rojo indica 100 ul y el verde indica 150 yl Podemos
observar cdmo hay una diferencia insignificante entre Neem e hipoclorito de
sodio

En otro estudio realizado por Mistry y cols. en 2015, se evaluaron las
propiedades antimicrobianas del Neem, M. elengi y Clorhexidina al 2% contra un
biofilm compuesto de los siguientes microorganismos: E. faecalis, Candida albicans,
Streptococcus mutans y Staphylococcus aureus. Se utiliz6 un método de difusion en
agar con cada uno de los microorganismos y los irrigantes. Después, en 6rganos
dentarios extraidos, se inocularon las bacterias y se incubaron por 21 dias.
Posteriormente se sumergieron en cada una de las sustancias por 10 min. Luego se
realiz6 el conteo de las Unidades Formadoras de Colonias con un método de dilucién
en serie. En la primera prueba, no hubo diferencias estadisticamente significantes.
Sin embargo, en la segunda prueba hubo una diferencia significativa entre la

clorhexidina y los otras sustancias (26).

En un estudio realizado por Daga y cols. en 2017 comparan el efecto
antibacteriano del Neem, Propolios, Miswak e hipoclorito de sodio contra el E.
faecalis. Se inoculd la bacteria en oOrganos dentarios extraidos, se les realizd
preparacion biomecanica con los diferentes irrigantes y con ayuda de conos de
papel, se llevd el debris de dentina a un colorimetro digital. Como resultado,

15
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obtuvieron que la sustancia que tuvo mejor accion antibacteriana fue el hipoclorito de

sodio, seguido por Propolis, Neem y Miswak (Gréfica 3) (27).

0.6 ]

Optical density
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Irrigation solution used
B Optical density EndoVac [ Optical density needle

Grafica 3. Actividad antibacteriana de hipoclorito de sodio, Neem, Miswak y Porpolis.

Existe una diferencia significante entre hipoclorito de sodio y los demas irrigantes (27).

16
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los estudios realizados hasta ahora, utilizan comparando el hipoclorito de sodio
y Azadirachta indica utilizan un porcentaje bajo del primer irrigante, pero la
concentracion mas utilizada en la Endodoncia es al 5.25%. También, podemos
observar que cuando se realiza un método de difusion en agar para evaluacion de
actividad antimicrobiana, hacen pocillos en la placa de agar. Sin embargo, al colocar el
liquido en la placa de agar, no podemos asegurar el contacto uniforme del irrigante con
el medio y se puede escurrir, dando resultados erréneos. La gran variabilidad en los
resultados de los estudios nos obliga a que se deben realizar mas estudios cambiando
un poco la metodologia y los porcentajes de los irrigantes para obtener resultados
confiables.

Por lo que nos planteamos la siguiente pregunta:

¢El Neem tiene el mismo efecto antimicrobiano en comparacion con el

hipoclorito de sodio al 5.25% frente al Enterococcus faecalis y Candida albicans?

17
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IV. JUSTIFICACION

La revision en la literatura demuestra que, el hipoclorito de sodio, a pesar de su
gran espectro antibacteriano, no es biocompatible. Esto nos lleva a la busqueda de
otras sustancias irrigantes que sean tanto biocompatibles como desinfectantes.
Azadirachta indica ofrece beneficios prometedores por su gran espectro antimicrobiano
con diferentes tipos de microorganismos, propiedades antiinflamatorias y ser
biocompatible. La aportacion al estado de arte de esta investigacion es: Introducir el
Azadirachta indica como un irrigante alternativo y/o complementario en la Endodoncia,
gue sea tanto biocompatible como antimicrobiano de alto espectro.

18
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V. HIPOTESIS

5.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

El Neem tiene el mismo efecto antimicrobiano en comparacién con el hipoclorito

de sodio al 5.25% frente al Enterococcus faecalis y Candida albicans.

5.2. HIPOTESIS NULA

El Neem no presenta efecto antibacteriano en comparacién con el hipoclorito de

sodio al 5.25% frente al Enterococcus faecalis y Candida albicans.

5.3. HIPOTESIS ALTERNATIVA

El Neem presenta una actividad antibacteriana superior en comparacién con el

hipoclorito de sodio al 5.25% frente al Enterococcus faecalis y Candida albicans.

19
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VI. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

“Evaluar la capacidad antimicrobiana del hipoclorito de sodio al 5.25% y hojas de

Azadirachta indica”

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. “Evaluar la capacidad antimicrobiana del hipoclorito de sodio al 5.25% frente al

E. faecalis y C. albicans.

2. “Evaluar la capacidad antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas secas

de Azadirachta indica frente a E. faecalis y C. albicans.

3. “Analizar cual de las sustancias tuvo la mejor capacidad antibacteriana frente a

E. faecalis y C. albicans.

20
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VIl. VARIABLES

7.1. VARIABLE DEPENDIENTE

1- Actividad antimicrobiana

7.2. VARIABLE INDEPENDIENTE
1- Hipoclorito de sodio

2- Azadirachta indica

7.3. OPERACION DE VARIABLES

Para evaluar la actividad antimicrobiana frente a E. faecalis y Candida albicans
se utilizé un método de antibiograma con agar en cajas Petri, un medio de cultivo de
agar Muller-Hinton y sensidiscos (que van a portar cada uno de los irrigantes). También
se utilizé una microplaca con 96 pocillos para la evaluacion de la concentracion minima

inhibitoria.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1. TIPO DE ESTUDIO

Experimental.

8.2. UNIVERSO DE ESTUDIO

Se utilizaron 12 muestras (6 muestras por cada irrigante), 6 para evaluacion del
efecto antimicrobiano en placa de agar contra E. faecalis y 6 para C. albicans.

22
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IX. METODOLOGIA

9.1. MATERIALES E INSTRUMENTAL

Para la experimentacion, se utilizaron hojas de Neem secas y una solucion de
comercial de hipoclorito de sodio al 5.25% (Clorox, Tijuana, México). Para la
maceracion del material vegetal, se utiliz6 un frasco de vidrio de boca ancha, papel

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

Para la difusion en agar se utilizd una microbalanza analitica (OHAUS Pioneer),
micropipeta de 100 pl (Eppendorf, Alemania), E. faecalis (ATC 14506), C. albicans
(ATC 10231), agua destilada (Sparkletts, USA), cajas Petri de vidrio (Eppendorf,
Alemania), Agar (BD Bioxon, México), hisopos, sensidiscos (BBL, Dickingson &
company), Pinzas de curacién (Hu-freidy, USA), Incubadora (Thelco, Alemania), Etanol

al 70% (Bremer, México) y un calibrador analégico (Truper, Tijuana, México).

Para la prueba de concentracion minima inhibitoria se utiliz6 una placa de 96
pocillos, micropipeta, E. faecalis, agua estéril, clindamicina y caldo de cultivo (agar
Mueller-Hinton). Y el lector de microplacas de 96 pocillos (Thermolsher Scientific
MULTISKAN FC)

9.2. DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA

9.2.1. MACERACION DEL NEEM:

Se tomaron 130 g (Imagen 11) de Hojas secas de Neem se trituraron en un
molino (Proctor silox Modelo 80300) para mayor superficie de contacto con el
disolvente (Imagen 12). Después se coloc6 las hojas pulverizadas de Neem en un
frasco de vidrio con 50 ml de Etanol al 96% y se dejé macerar por 1 semana (Imagen
13 e Imagen 14). Después de una semana, se filtr0 por gravedad y el liquido se
evaporo a temperatura ambiente hasta obtener el extracto crudo. El tiempo de proceso

total fue aproximadamente de 2 semanas.
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Imagen 11 Hojas de Neem.

Pesaje de 130 g de hojas de Neem.

Imagen 12. Moler Hojas de Neem.

Se trituran las hojas de Neem en un Molino casero para que haya mejor contacto del etanol con
las hojas del Neem.

24
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Imagen 13. Preparacién para la maceracion.

Se colocan las hojas secas y trituradas de Neem en un frasco de vidrio. Se macera con 50 ml
de Etanol

Imagen 14 Maceracién del Neem.

Se rotula correctamente y se cierra herméticamente para evitar evaporacion del Etanol. Se deja
reposar una semana a temperatura ambiente y en la obscuridad.

25
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Imagen 15. Extracto final

9.2.2. PRUEBA DIFUSION DE AGAR:

Se esterilizaron los instrumentos a utilizar
con autoclave y la loseta de papel, puntas para

micropipeta y el resto de los materiales con luz

ultravioleta (Imagen 16).

Se limpi6 la cabina de flujo con etanol al
70% y se prendi6 el mechero.

Utilizando un marcador permanente, se
realizan 3 divisiones y se rotularon las cajas
Petri.

Imagen 17. Colocacion del extracto
en sensidiscos
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En una loseta de papel, se colocaron los sensidiscos. Después, con una
micropipeta, se toman 20 pl de Neem y se colocé en cada uno de los sensidiscos

(Imagen 17).

Se abrié la caja Petri con el medio de
cultivo cerca del mechero. Utilizando un hisopo
estéril, se sumergié en los tubos de ensayo con
E. faecalis y este se esparci6 en la totalidad de

la caja Petri, asegurando se cubra

completamente (Imagen 18). Imagen 18. Inoculacion de
microorganismo en medio de cultivo

Con las pinzas de curacién, se toma cada uno
de los sensidiscos y se colocan en el centro de cada
una de las divisiones y se tapa la placa (Imagen 19).
Se repite este proceso con el hipoclorito de sodio.

Imagen 19. Colocacion de
sensidiscos
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4 |

Imagen 20. Sensidiscos con Neem

Se realizé el mismo proceso con C. albicans con cada uno de los irrigantes.

Imagen 21. Sensidiscos con

hipoclorito vs C. albicans

Todas las muestras se dejaron incubar a 37°C por 24 h

(Imagen 22).

Imagen 22. Incubadora Thelco
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Terminadas las 24 h, se midieron los halos de inhibicién utilizando un calibrador

analogico.

9.2.3. PRUEBA DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

Cuidando las condiciones de asepsia y esterilidad, en una campana de flujo en
una caja de 96 pocillos de fondo en “U” se distribuyeron los irrigantes fue de la

siguiente forma:
- C1: Solo medio de cultivo
- C2: Medio de cultivo con bacteria
- C3: Control — Clindamicina (2 pl, Dalacin — C)

- C4 - C12: Dilucion en serie de los irrigantes (200 pl de extracto y 200 pl de

medio de cultivo)

Se comenzod colocando 200 pl de agar Mueller-Hinton en las filas A - D. Donde

las filas A - C fue para evaluar Neem y la fila D para el Hipoclorito.

| i /

s -
..i e
P

Imagen 23. Microplaca de 96 Imagen 24. Colocacion de caldo de cultivo

pocillos

Se prosigui6 a colocar 5 pl de clindamicina (200 mg) en la columna 3.

En la columna 4, se coloco 200 ul del irrigante del Neem correspondiente a la
fila. Se agita por unos segundos la placa y se tomé 200 ul de esta misma columna y se
traspasa a la siguiente columna (Imagen 25). Se repite este proceso hasta llegar a la

columna 12. Lo mismo se realiz6 para las 3 filas restantes.
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Para evitar errores al momento de analizar la turbidez, se repite este proceso en
otra fila solo con el Neem y medio de cultivo sin bacteria, con el fin de que la cantidad

gue se obtuvo se resta a los datos obtenidos en las tres primeras filas.

Imagen 25. Dilucidn en serie

Se toma 200 pl del Neem de la columna 4 y se lleva a la columna 5 y asi sucesivamente
hasta llegar a la columna 12

Después, se coloco en todas las filas, desde la columna 2 - 12, 100 ul de E.

faecalis y se agita por unos segundos.
Se cubre-la microplaca y se deja incubar por 24 h a 37 °C (Imagen 26).

Después de 24 h, se lee la densidad 6ptica en un lector de microplaca (Imagen
27).

Imagen 26. Microplaca en incubadora Imagen 27. Lector de microplaca Thermo
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9.3. ANALISIS ESTADISTICO

Se registraron los datos, se determinaron los promedios y el analisis estadistico
se realizé con el programa estadistico ANOVA (Prism 9 version 9.1.2.), donde se

considera  estadisticamente  significativa si el valor de p < 0.05.
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X. RESULTADOS

PRUEBA DE DIFUSION EN AGAR

Se puede observar que el hipoclorito de sodio tuvo la mejor inhibicion frente a E.
faecalis y C. albicans, con un halo de inhibicion méximo de 1.5 y 3.2 cm
respectivamente. El extracto de Azadirachta indica tuvo una inhibicibn maxima de 0.9
cm frente a E. faecalis y 2.0 cm frente a C. albicans. Frente al E. faecalis, no se
observa una diferencia estadisticamente significativa entre el Neem y el hipoclorito de
sodio (p = 0.647). Pero, frente a C. albicans, si se observa una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05).

Al observar la media, la diferencia del efecto antimicrobiano entre el Neem vy el
Hipoclorito de sodio es muy poca frente a E. faecalis (con una diferencia de 0.167). La
diferencia de la media frente a C. albicans es un poco mayor (con una diferencia de
1.147) (Ver Tabla 3).

Tabla 2. Resultados individuales de la prueba de difusidon en agar expresado en cm

Azadirachta indica Hipoclorito de sodio

E. 0.7 0.9 0 0.8 1 0.7 0.7 0.9 0 1.1 15 0.9
faecalis
C. 1.7 20 19 15 16 12 30 31 30 31 30 32
albicans
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Tabla 3. Media con desviacion estandar (DS)

Azadirachta indica Hipoclorito de sodio al 5.25%

Media (cm) DS Media (cm) DS
E. faecalis 0.683 0.354 0.85 0.497
C. albicans 1.65 0.288 3.067 0.082
Media con DS
] Em Azadiractha india
3- 3 Hipoclorito de sodio al 5.25%
2_
1_
0_
0&{9 . 0{0-06
& N)
N .\&b
& r&‘é
& c
&

Grafica 4. Media de los halos de inhibicion para cada uno de los irrigantes.

Se puede observar que la diferencia entre los irrigantes frente a E. faecalis es menor que frente
a C. albicans
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Imagen 29. Prueba de difusién en agar (C. albicans)

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

La concentraciébn minima inhibitoria para el Neem fue la dilucién de 1:128 y para
el hipoclorito de sodio fue 1:256. El promedio para la columna 1 (solo medio de cultivo)
fue 0.83 y para la columna 2 (medio de cultivo con bacteria) fue 1.35. Se puede
observar que los resultados para el Neem en la dilucion de 1:128 y 1:256 fueron muy
similares. Si lo calculamos con el promedio de la columna 2, la diferencia es muy poca.
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Si se comparan los irrigantes, podemos observar que el hipoclorito de sodio
tiene un efecto antimicrobiano bueno en todos los casos. Mientras que el Neem tiene
efecto antibacteriano bueno cuando es concentrado, pero estar mas diluido, este efecto

se va disminuyendo.

Tabla 4. Promedio de los irrigantes en cada uno de las diluciones

C+ 1 1:2 14 | 1:8 | 1:16  1:32 1:64 1:128 1:256

Neem 103 067 053 08 09 084 119 125 14 141

Hipoclorito 1 1.03 1.3 1.1 133 139 101 092 0.89 0.75 1.02

de sodio

Concentracion minima inhibitoria

1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

4 5 6 7 8 9 10 11 12

@A indica === Hipoclorito de sodio

Gréafica 5. Resultados de CMI
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X1. DISCUSION

El E. faecalis y el C. albicans son dos de los microorganismos que se
encuentran comunmente en 6rganos dentarios previamente tratados con infeccion

secundaria (2).

El hipoclorito de sodio es el irrigante de eleccion en los tratamientos de
conductos desde hace muchos afios por su gran actividad antimicrobiana (1,2), sin
embargo, sus efectos dafiinos al estar en contacto con tejido periapical han llevado a la
bldsqueda de otras alternativas (16,18,27).

En los estudios publicados por Ghonmode y cols. en el 2013, Bhargava y cols.
en el 2015 y Hegde y cols. en el 2015, se puede observar que, al realizar la
metodologia de difusion en agar, realizar perforaciones en el medio de cultivo y ahi
colocaron los irrigantes. Aqui la desventaja es que, cuando se trata de evaluar una
sustancia liquida, existe la posibilidad de que este escurra al trasladarlo y esto puede
gue arroje resultados erroneos (23-25). Para corregir esto, en este estudio se
colocaron los irrigantes en sensidiscos para asegurar asi que el liquido no escurra en el
medio de cultivo y haga un contacto uniforme. También se puede utilizar papel filtro en

caso de no tener sensidiscos.

Los resultados del presente estudio concuerdan con aquellos obtenidos por los
autores mencionados previamente. Ellos en su estudio utilizaron hipoclorito en
concentraciones bajas y se comparé con Neem que se realiz6 maceracion de 1 a 2
min. y no hubo una diferencia significativa entre los dos irrigantes. En este estudio, la
maceracion del Neem se realizé por 2 semanas y, al compararlo con el hipoclorito de

sodio al 5.25%, los resultados siguen siendo muy similares.

Solo en el estudio realizado por Daga y cols. en el 2017, se observa que hay una
diferencia muy significante entre los irrigantes, siendo el Hipoclorito el que presenta
mayor efecto antibacteriano (27). Sin embargo, la maceracion del Neem se hace solo
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de 1 a 2 min, el cual es muy poco tiempo para obtener un extracto concentrado, dando
un efecto antimicrobiano muy bajo. Por esta razén, en este estudio se dejé macerar el

Neem por 2 semanas, para asi obtener un extracto mas concentrado.

En el presente estudio; hubo una diferencia significativa entre el Neem y el
hipoclorito de sodio frente a C. albicans. Este resultado difiere de un estudio realizado
por Raghavendra y cols. En 2014, que ellos determinaron que no hubo diferencia
significativa en el efecto antimicrobiano de los dos irrigantes frente a E. faecalis. Esto
puede ser debido a que en su estudio utilizaron Hipoclorito de sodio al 3%, que tiene
menor efecto antimicrobiano que al 5.25% (28).

En la prueba de CMI en este estudio, se observa que el Neem tiene un efecto
antimicrobiano en hasta la dilucion de 1:128. Su mejor efecto antimicrobiano es cuando
esta mas concentrado. Pero aun cuando estd mas diluido, presenta cierto efecto
antimicrobiano. Mientras que el hipoclorito de sodio tiene efecto antimicrobiano en
todas las diluciones. Estos resultados al compararlos con el estudio de Joy Sinha y
cols. en 2017, podemos observar que el CMI del Neem si concuerda con el estudio
presente. Sin embargo, el CMI del hipoclorito de sodio en su estudio fue 1:64, mientras
gue en este estudio fue 1:256. Este resultado se puede deber a dos factores: 1) Por el
tiempo de maceracién del Neem (solo fue de 1 a 2 min); 2) Algun error al momento de
realizar la evaluacion de la turbidez del liquido. En su estudio, ellos utilizaron una
evaluacion visual, pero es mejor complementar con la lectura de la densidad Optica

para obtener resultados mas exactos.
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XII. CONCLUSIONES

A manera de conclusion, a partir de los resultados preliminares, se puede decir
gue el Neem otorga un efecto antimicrobiano muy similar al hipoclorito de sodio al
5.25%, por lo que se cumplid la hipotesis de trabajo. Con ayuda de mas estudios en el
futuro, el Neem puede ser utilizado en la endodoncia como un irrigante alternativo y/o

complementario, con buen espectro antimicrobiano y biocompatible.
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Xlll. RECOMENDACIONES

Evaluar la citotoxicidad del Neem en comparacion con algun otro irrigante

como el hipoclorito de sodio o clorhexidina
Evaluar las propiedades antiinflamatorias del Neem

Evaluar las propiedades antimicrobianas del Neem a mayores

concentraciones
Evaluar si tiene propiedades quelantes

- Evaluar si hay alguna interaccion con el hipoclorito de sodio, tanto en
relacion a los efectos antimicrobianos como si hay algun efecto contrario o no

deseable al combinar las dos sustancias.
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