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|. RESUMEN

|. RESUMEN

Introduccidn: La irrigacion se define como el lavado de una cavidad corporal o
herida con agua o un liqguido medicado. En endodoncia, implica la introduccion de
una o mas soluciones en la camara pulpar y los conductos radiculares antes,
durante y después de la preparacién biomecanica para desinfectar y limpiar el
sistema de conductos, eliminando asi la etiologia de las patologias pulpares y
periapicales. Objetivos: Evaluar la capacidad antimicrobiana de NEEM e
hipoclorito de sodio como irrigantes intracanal contra E. faecalis y C. candida a
través de estudios in vitro. Materiales y métodos: Se trabajé en condiciones de
esterilidad en cabina de flujo laminar. Los sensidiscos se colocaron en una loseta
de papel. Luego, con una micropipeta, se tomaron 4 de Neem y se colocé en cada
uno de los sensidiscos. La caja de Petri con el medio de cultivo se abrié cerca del
mechero. Utilizando un hisopo estéril, se sumergié en los tubos de ensayo con
solucion madre de E. faecalis y C. candida (Obtenida del estandar de McFarland),
se esparcio en la totalidad de la caja de Petri, asegurando una cobertura completa,
utilizando la técnica de barrido en césped, se colocaron discons inmersos en
hipoclorito de sodio y solucion de NEEM, posteriorir mente se llevaron a incubadora
a 37 °C por 24 horas. También se realizé estudio en microdilucion, donde se coloco
en tubos medio de cultivo liquido, bacteria’hongo e irrigante (NEEM o hipoclorito),
se llevaron a incubadora por 24 horas a 37 °C. Resultados: Durante la
experimentacion, se observd que el hipoclorito de sodio tuvo la mejor inhibicidon
contra E. faecalis, mostrando un halo de inhibicion maximo de 31 mm. Para C.
albicans, no se observé crecimiento en la placa de agar donde se colocaron los
discos con hipoclorito de sodio. Conclusiones: El hallazgo significativo de este
estudio fue que, durante la difusion en agar y la microdilucién, el NEEM no exhibi6
propiedades antibacterianas contra E. faecalis y C. albicans, ya que se observé
crecimiento bacteriano; mientras que en las muestras de hipoclorito de sodio se
observaron halos de inhibitorios de hasta 31 mm contra E. faecalis y no hubo
crecimiento de C. albicans.



|. RESUMEN

|. ABSTRACT

Introduction: Irrigation is defined as the washing of a body cavity or wound with

water or a medicated liquid. In endodontics, it involves the introduction of one or
more solutions into the pulp chamber and root canals before, during, and after
biomechanical preparation to disinfect and clean the canal system, thereby
eliminating the etiology of pulpal and periapical pathologies. Objetives: To evaluate
the antimicrobial capacity of NEEM and sodium hypochlorite as intracanal irrigants
against E. faecalis and C. albicans through in vitro studies. Materials and Methods:
Work was conducted under sterile conditions in a laminar flow hood. Sensidiscs were
placed on a paper tile. Then, using a micropipette, four drops of Neem were taken
and placed on each of the sensidiscs. The Petri dish with the culture medium was
opened near the burner. Using a sterile swab, it was dipped into the test tubes with
the stock solution of E. faecalis and C. albicans (obtained from the McFarland
standard), spread over the entire Petri dish, ensuring complete coverage using the
lawn sweeping technique. Discs immersed in sodium hypochlorite and NEEM
solution were placed, then incubated at 37 °C for 24 hours. A microdilution study
was also conducted, where liquid culture medium, bacteria/fungus, and irrigant
(NEEM or sodium hypochlorite) were placed in tubes and incubated for 24 hours at
37 °C. Results: During experimentation, it was observed that sodium hypochlorite
had the best inhibition against E. faecalis, showing a maximum inhibition halo of 31
mm. For C. albicans, no growth was observed on the agar plate where the disks with
sodium hypochlorite were placed. Conclusions: The significant finding of this study
was that, during agar diffusion and microdilution, NEEM exhibited no antibacterial
properties against E. faecalis and C. albicans, as bacterial growth was observed. In
contrast, in the sodium hypochlorite samples, inhibitory halos of up to 31 mm were

observed against E. faecalis, and no growth of C. albicans was observed.



II. INTRODUCCION

Il. INTRODUCCION

2.1. ENDODONCIA

La Endodoncia es una especialidad de la Odontologia, reconocida como tal por la
Asociacion Dental Americana en 1963, esta va a estudiar la estructura, morfologia
y fisiologia de las cavidades dentarias coronales y radiculares, que contienen la
pulpa dental y, a su vez, va a tratar las afecciones del complejo dentinopulpar y la

region periapical (1,2).

Los avances en esta ciencia, las técnicas de asepsia y los principios de preparacion
y obturacion de conductos radiculares han permitido aumentar la tasa de éxito del
tratamiento endodontico, sobre todo en los 6rganos dentarios, en los que se logra
un buen sellado apical; sin embargo, aln se presentan problemas que derivan en
retratamientos, que dependen sobre todo en variaciones anatémicas y otras

condicionantes que complican el tratamiento (1).

El éxito del tratamiento de conductos depende, en primer término, de la limpieza y
conformacion del sistema de conductos radiculares, y esto se realiza mediante el
procedimiento conocido como Preparacién Biomecanica. El término biomecanica es
introducido en Endodoncia desde 1953, cuando fue utilizado en la Segunda
Convencion Internacional de Endodoncia de la Universidad de Pensilvania,
Philadelphia, para designar el conjunto de intervenciones técnicas que preparan la

cavidad pulpar para su posterior obturacion (3).

Shilder ha denominado Limpieza y Conformacion a la eliminacion de todo el sustrato
organico del sistema de conductos radiculares, asi como a la elaboracion de una
forma determinada dentro de cada conducto para la recepcion de una obturacién
hermética y tridimensional en todo el espacio de estos, destacando la necesidad del
desbridamiento, que consiste en retirar del sistema de conductos radiculares los

irritantes existentes (3,4).
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2.2. INFECCION PULPAR

El complejo pulpodentinario tiene como funciones mantener la vitalidad del diente y
su funcionalidad y reaccionar ante estimulos. Las afecciones pulpares causadas por
traumatismos o caries, como la necrosis pulpar, generan la pérdida de la
sensibilidad y vitalidad del diente, dafiando gravemente los tejidos periapicales
(4,5).

La pulpa dental es un tejido muy dinamico que responde a los estimulos externos
de diferentes maneras. La exposicion pulpar a la caries dental, su imposibilidad de
expandirse y la escasez de circulacion colateral determinan su susceptibilidad a la
lesion y complican su regeneracion. Ademas, la pulpa estd dotada de una rica
irrigacion neurovascular que favorece los efectos de la inflamaciéon y que puede

conducir a una rapida degeneracion y terminar con necrosis pulpar (6,7).

Siempre que la dentina esta expuesta existe riesgo de infeccion de la pulpa como
consecuencia de la permeabilidad de los tubulos dentinarios. Se ha sugerido la
existencia de diversas vias posibles de comunicacion entre la pulpa dental y el
periodonto que llevan a la aparicion de una interaccion patoldgica entre ambos
tejidos, estas posibles vias son: conductos laterales, tubulos dentinarios, surcos
palatogingivales, ligamento periodontal, foramen apical y drenaje linfatico. Cuando
existen, estas comunicaciones pueden servir como vias de reciprocidad inflamatoria

entre tejidos (6).

El objetivo final del tratamiento endoddntico es prevenir el desarrollo de la
periodontitis apical o cuando la enfermedad ya esta presente, crear las condiciones
adecuadas para la curacion del tejido perirradicular (2).

La infeccion de la pulpa dental moviliza los microorganismos a desarrollarse en
sentido apical, invadiendo y colonizando los tejidos periapicales, estimulando asi la
respuesta inflamatoria e inmunoldgica. Entre los mecanismos patogénicos
bacterianos en la enfermedad periapical se encuentran: invasién, produccién de

exotoxinas, constituyentes celulares (endotoxinas, componentes de superficie,

3
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capsulas), produccion de enzimas (colagenasa, hialuronidasa, fosfatasa &cida,
fibrinolisina, coagulasa, proteasa, enzima degradadora de fibronectina), productos
del metabolismo microbiano (acidos grasos, acido propionico, butirico y acético,
amonio, compuestos sulfurados (H2S), indol), y la evasiébn de las respuestas

inmunoldgicas del huésped (2,8).

Por lo tanto, la respuesta periapical esta determinada por la combinacion del efecto

bacteriano directo e indirecto sobre las defensas del huésped (8).

2.1.1. INFECCION ENDODONTICA PRIMARIA

La infeccion primaria es causada por la invasion y colonizacion del tejido pulpar

necroético. Los microorganismos participantes pueden haber estado implicados en
las primeras fases de invasion pulpar, generalmente a través de caries que ha
culminado en la inflamacion y posterior necrosis; o bien pueden haber sido los
altimos microorganismos en llegar que han aprovechado las condiciones
ambientales que prevalecen en el conducto radicular después de la necrosis pulpar.
Se caracterizan por tener una microbiota polimicrobiana con predominio de
bacterias anaerobias, particularmente especies gram negativas de los géneros
Fusobacterium, Treponema, Porphyromonas, Prevotella, y Campylobacter;
especies gram positivas anaerobias de los géneros Peptostreptococcus,
Eubacterium y Pseudoramibacter, asi como Estreptococos facultativos o

microaerofilos (2,4,8-10).

2.1.2. INFECCION ENDODONTICA SECUNDARIA

La infeccidn secundaria es causada por microorganismos que no estan presentes

en la infeccion primaria pero que son introducidos en el conducto radicular en algin
momento después de la intervencidén profesional; durante el tratamiento (placa
dentobacteriana, célculo dental o restos de caries), entre citas (pérdida del material
provisional, fractura dental o drenaje abierto del conducto), o después de la
obturacion (pérdida de la restauracion, recidiva de caries, fractura dental o retraso

en la colocacion de la restauracion final) (4,8,9)
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2.2.3. INFECCION ENDODONTICA PERSISTENTE

La infeccion intrarradicular persistente se debe a microorganismos que han resistido

los procedimientos antimicrobianos y que han sobrevivido en el conducto tratado;
los microorganismos implicados son restos de una infeccion primaria o secundaria
gue en algin momento entraron en el sistema de conductos radiculares. Este tipo
de infecciébn puede ser responsable de causar problemas clinicos, tales como
exudado, persistencia de sintomas o exacerbaciones, y la persistencia de una lesién

radiollcida a pesar del tratamiento de conductos (4,8).

2.2. PATOLOGIA PERIAPICAL

La periodontitis apical es un término general usado para describir el proceso
inflamatorio periapical que se produce en respuesta a la presencia de
microorganismos y otras sustancias irritantes en el sistema de conductos
radiculares de un diente. Aunque muchos pacientes desarrollaran periodontitis
apical sin tener sintomas durante un largo periodo de tiempo, es muy probable que
haya una exacerbacion aguda en algiin momento y luego varios signos y/o sintomas

se volveran evidentes (11,12).

Tejido apical normal: diente con tejido periapical normal, sin sensibilidad a las
pruebas de percusion y palpacion. La lamina dura alrededor de la raiz, esta intacta
y el espacio del ligamento periodontal es uniforme (11).

2.2.1. Periodontitis apical sintomatica (PAS)

Es la inflamacién del periodonto apical, puede causar molestias espontaneas de
caracter moderado o intenso y dolor al morder o la percusién o palpacion. Cuando
representa la extension de una pulpitis se observa también una respuesta al frio, el
calor y la electricidad. Cuando la PAS se debe a necrosis pulpar no responde a
pruebas de vitalidad. La PAS puede o no estar asociada a una radiolucidez apical,
uno de los signos radioldgicos puede ser el ensanchamiento del espacio del
ligamento periodontal (LPD) pero generalmente esta normal y hay una lamina dura
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intacta. Los sintomas suelen remitir tras el ajuste de la oclusion (cuando existe), la
supresion de los factores irritantes o de la pulpa enferma, o la supresién del exudado

periapical (11).

2.2.2. Periodontitis Apical Asintomaética (PAA)

Por definicion, es un proceso clinicamente asintomatico que se acompafia de
inflamacién y destruccion de los tejidos periapicales. Se debe a la necrosis de la
pulpa y suele representar una secuela de la PAS. Los dientes con PAA no
responden a los estimulos eléctricos o térmicos. La percusion provoca dolor minimo
o nulo y a la palpacion puede apreciarse una pequefa sensibilidad, lo que indica
gue esta alterada la placa 6sea cortical y que la PAA se ha extendido a los tejidos
blandos. Los signos radiolégicos pueden ir desde una interrupcion de la lamina dura
hasta una destruccion muy extensa de los tejidos periapicales y extrarradiculares.
La PAA, desaparece tras la supresion de los irritantes que la originan (necrosis

pulpar) y la obturacién completa de los conductos radiculares (2,4,11).

2.2.3. Absceso Apical Agudo (AAA)

Es una lesion por licuefaccion localizada o difusa. La reaccion inflamatoria a la

infeccidn y necrosis pulpar se caracteriza por un inicio rapido, dolor espontaneo,
sensibilidad de los dientes a la presion, formacién de pus e inflamacion de tejidos
asociados (hinchazon), la cual no se observa si el absceso se limita al hueso. En
ocasiones produce manifestaciones sistémicas de un proceso infeccioso, como
hipertermia, malestar y leucocitosis. La estimulacion eléctrica y térmica no produce
ninguna respuesta. No obstante, puede aparecer dolor a la percusion y palpacion.
Radioldgicamente pueden ir desde la ausencia de cambios hasta lesiones
radiotransparentes muy visibles, con ensanchamiento del espacio de LPD. La
mayoria de los AAA desaparecen al drenar la presion y realizar un tratamiento

endodontico rutinario (2,4,11).



II. INTRODUCCION

2.2.4. Absceso Apical Crénico (AAC)

Es un trastorno inflamatorio de origen pulpar que se caracteriza por la presencia de

una lesién antigua que ha dado paso a un absceso que drena hasta una superficie
mucosa (tracto sinuoso) o cutanea. Debido a la existencia del drenaje, suele ser
asintomatico, salvo cuando se produce el cierre ocasional del tracto sinuoso, en
cuyo caso puede producir dolor. Las manifestaciones clinicas, radiograficas e

histopatoldgicas son similares a una PAA, con la adicion tracto sinuoso (2,4,11).

2.2.5. Osteitis condensante (OC)
Esta categoria es una variante de la PAA. Radiograficamente se observa como una

lesion radiopaca difusa que representa una reaccion localizada ésea; suele ubicarse

alrededor de los apices de los dientes inferiores posteriores (2,4,11).

2.3. MICROBIOLOGIA

Las infecciones del conducto radicular son multibacterianas, donde organismos
anaerobicos denominados especies bacteroides, desempefian un papel importante
en los signos clinicos y en los sintomas de las enfermedades pulpares y

periapicales. Donde podemos hablar sobre el E. faecalis y la C. albicans (13-15).

El E. faecalis es una bacteria gram positiva que se caracteriza por su gran
resistencia dentro de los conductos radiculares, aunque ya se haya realizado algin
tratamiento de conductos. La C. albicans es un hongo que vamos a poder localizar
en la flora de la cavidad oral donde este si ocurre un desequilibrio inmunolégico se
puede activar y hablando del siste de conductos radiculares, es un hongo resiste
gue al igual que el E. faecalis puede permanecer dentro de este aun ya realizado el
tratamiento de conductos (13-15).

2.4. IRRIGACION
Irrigacion se define como el lavado de una cavidad o herida corporal con agua o un

liguido medicado; en endodoncia, consiste en la introduccion de una o mas

7
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soluciones en la camara pulpar y conductos radiculares antes, durante y después
de la preparacion biomecanica para desinfectar y limpiar el sistema de conductos y

eliminando asi la etiologia de las patologias pulpares y periapicales (2,16,17).

Los objetivos de la irrigacién son mecanicos y biologicos. El objetivo mecéanico es
eliminar residuos, lubricando el conducto y disolviendo tejido orgénico e inorgénico.
La funcién bioldgica de los irrigantes se relaciona con su efecto antimicrobiano
(2,18).

2.4.1. Hemodinamica de la irrigacion

La eficacia de la irrigacion del conducto radicular en cuanto a eliminacién de
residuos y erradicacion de bacterias depende de varios factores: profundidad de
penetracion de la aguja, didmetro del conducto radicular, diAmetro interno y externo
de la aguja, presion de irrigacion, viscosidad del irrigante, velocidad del irrigante en

la punta de la aguja y tipo y orientacion del bisel de la aguja (2,19).

El tamafio y longitud de la aguja de irrigacion respecto a la dimension del conducto
es fundamental para que la irrigacion adecuada sea eficaz. Si el diametro externo
de la aguja es demasiado grande o rigido, puede impedir la introduccion del irrigante
en el punto mas apical del conducto radicular o en areas de conductos curvos. El
diametro interno de la aguja se correlaciona con la presion necesaria para mover el

émbolo de la jeringa y la velocidad a la que sale el irrigante (2).

2.5. IRRIGANTES

2.5.1. Caracteristicas ideales de un irrigante endoddntico

Para aumentar la eficacia de la preparacion mecénica y la eliminacion de bacterias,

la instrumentacion debe complementarse con soluciones de irrigacion activas (2,7).
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La desinfeccidn del sistema de conductos radiculares depende en gran medida de
las propiedades del agente irrigante. Para conseguir los objetivos planteados del

tratamiento de conductos, se requieren las siguientes caracteristicas : (2,7).

[EEN

. Ser germicida y fungicida eficaz

2. No irritar los tejidos periapicales

3. Mantenerse estable en solucion

4. Tener un efecto antimicrobiano prolongado

5. Ser activo en presencia de sangre, suero y derivados proteicos del tejido
6. Tener una tension superficial baja

7. No interferir en la reparacién de los tejidos periapicales

8. No tefiir la estructura dental

9. Poder inactivarse en un medio de cultivo

10. No inducir una respuesta inmune celular

11. Poder eliminar completamente el barrillo dentinario y poder desinfectar la

dentina subyacente y sus tabulos

12. No ser antigénico, toxico ni carcindgeno para las células tisulares que rodean al

diente
13. No tener efectos adversos en las propiedades fisicas de la dentina expuesta

14. No tener efectos adversos en la capacidad de sellado de los materiales

obturadores 15. Ser de aplicacion practica

16. Ser relativamente econémico.
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2.6. HIPOCLORITO DE SODIO (NaOCl)

El hipoclorito de sodio es la solucidon irrigante mas utilizada en el campo
endodontico, ya que posee muchas de las propiedades deseables de un irrigante
de conducto radicular principal y, por tanto, se ha descrito como el irrigante de
eleccion (7,18,20).

Se le atribuye potenial antibacteriano, capacidad para disolver tejido pulpar

necrotico o vital y los componentes organicos de la dentina y biopeliculas (2).

En el campo endodontico, tiene una actividad antimicrobiana de amplio espectro
frente a microorganismos y biopeliculas endodonticos, incluyendo aquellos dificiles
de erradicar de los conductos radiculares, como las especies Enterococcus,
Actinomyces y Candida (2,21).

Durante la terapia endodontica, las soluciones de NaOCI se usan a concentraciones
variables entre el 0,5 y el 6%. Las concentraciones menores (p. ej., 0,5 0 1%)
disuelven principalmente el tejido necrético. En algunos casos puede estar indicado
utilizar el NaOCl a maxima concentracion (6%); pero, aunque las mayores
concentraciones pueden aumentar el efecto antibacteriano in vitro, no se ha
demostrado concluyentemente la mayor efectividad clinica de las concentraciones
por encima del 1% (2,18,22).

2.7. SOLUCION IRRIGANTE A BASE DE NEEM (Azadirachta indica)

Azadirachta indica es una planta comun que se cultiva en varias partes de la India
por motivos religiosos y medicinales, también conocida como Neem, pertenece a la
familia Meliaceae y sus compuestos se dividen en dos clases principales:
isoprenoides y no isoprenoides. Cada parte del &rbol, incluidas las hojas, la corteza
y las semillas, tienen propiedades medicinales, como: antiinflamatoria, antipaltdica,
antimicrobiana, antiviral, antifingica, antipirética, antioxidante, analgésica,
inmunoestimulante, antifertilidad, antiacné, antihipoglucemiante, anticancerigena y

nematicida (23).

10
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2.7.1. Azadirachta indica en odontologia

El extracto de Neem es un agente antibacteriano natural, el cual tiene efecto contra
microorganismos causantes de la caries dental como: S. mutans, S. salivarius, S.
mitis y S. sanguis, utilizado como palitos secos masticables, asi como también se
ha atribuido su efecto antibacteriano contra Enterococcus faecalis (E. faecalis)(24—
26).

El extracto etandlico y acuoso de la hoja de NEEM tiene un efecto significativo en la
adhesion, la hidrofobicidad de la superficie celular y la formacién de biopeliculas,

gue pueden afectar la colonizacion por Candida albicans (C. albicans) (24,27).

El aceite de NEEM muestra una actividad antibacteriana significativa y se ha
sugerido para su uso en el tratamiento de la placa dental. Asi como se ha
encontrado que el gel dental mucoadhesivo que contiene Azadirachta indica es
beneficioso para reducir el indice de placa y el recuento de bacterias salivales es
comparativamente mejor que el enjuague bucal con gluconato de clorhexidina
(24,27).

El extracto de hoja de enjuague bucal de NEEM es tan efectivo como la clorhexidina
(CHX) para reducir los indices periodontales y puede usarse como una terapia
alternativa en el tratamiento de la enfermedad periodontal, mostrando asi su
biocompatibilidad con el fibroblasto periodontal humano (28).

Se ha descubierto también que la barra de NEEM es eficaz como cepillo de dientes

para reducir la placa dental y la inflamacion gingival (24,27).

2.7.2. Azadirachta indica como irrigante del conducto radicular
Las propiedades antioxidantes y antimicrobianas convierten al NEEM en un agente
potencial para la irrigacién de conductos radiculares como alternativa del NaOCI. La

literatura sugiere que el extracto de hoja de NEEM tiene un efecto antimicrobiano

11
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eficaz contra E. faecalis y C. albicans en comparacion con el NaOCl al 2% y la CHX
al 0.2% (27).

Se han documentado diferentes técnicas para estudiar los atributos que posee esta
planta, una de las mas relevantes para elaborar el irrigante de Neem es a partir del
extracto de la hoja El proceso consiste en la recoleccion y lavado de 25 gr de hojas
maduras de Neem con agua destilada esterilizada, se agregan a 50 ml de etanol
absoluto y la mezcla se macera por 1 o 2 minutos. El extracto se filtra a través de
papel filtro. Se repite el proceso de extraccion utilizando el residuo grueso con 25
ml de etanol y se filtra nuevamente. Ambos extractos deben mezclarse vy filtrarse
con papel de filtro rapido. La porcién de alcohol debe eliminarse del extracto en un
bafio de agua hasta que el volumen sea de 25 ml. La temperatura no debe superar
los 45-50 °C. Después de aproximadamente 6 horas el liquido esta listo para

utilizarse como irrigante y debe almacenarse en un recipiente hermético (24).

12
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Ill. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El hipoclorito de sodio cumple con la mayoria de los requisitos para poder ser
considerado un irrigante ideal y es por eso que se considera como irrigante de
eleccion. Pero el problema de mayor importancia que presenta el hipoclorito, es que
es altamente téxico para los tejidos y esto, a pesar de ser el adecuado, hace
necesario la busqueda de nuevas alternativas para la desinfeccién de conductos.

Es de suma importancia que nuestro irrigante cumpla con todos los requisitos para
poderlo considerar como “ideal”. Hasta la fecha no se ha encontrado un irrigante
gue cumpla con todas las especificaciones, como bien sabemos el hipoclorito es el

irrigante que mas se acerca a ser el ideal

Con base a lo anterior se plantea la siguiente pregunta de investigacion. ¢ El irrigante
a base de extracto de NEEM tendra una accion antimicrobiana mejor que la que

tiene el Hipoclorito de sodio?

13
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IV. JUSTIFICACION

El efecto antimicrobiano que presentan los irrigantes al momento de realizar la
preparacion biomecénica de los conductos, es muy importante ya que de estos va

a depender el éxito o el fracaso del tratamiento de conductos.

El hipoclorito de sodio, el irrigate hasta ahora con propiedades antimicrobianas que
posee un gran espectro antimicrobiano, no es biocompatible, es altamente toxico
con los tejidos perirradiculares. Esto nos lleva a la busqueda de otras sustancias
irrigantes que sean tanto biocompatibles como antimicrobianas y es el Azadirachta
indica que nos ofrece beneficios muy prometedores por su gran aspectro
antimicrobiano con diferentes tipos de microorganismos, propiedades
antiinflamatorias y por ser biocompatible. La aoportacion al estado del arte de una
investigaciéon es: Introducir la Azadrachta indica como un irrigante alternativo y/o
complementario de la endodoncia, que sea tanto biocompatible como

antimicrobiano de alto espectro.

Se han propuesto diferentes usos terapéuticos en la odontologia del NEEM vy
también su biocompatibilidad con los tejidos y esto nos lleva a que seria de gran
ayuda estudiar su accion bactericida aplicandolo como irrigante en el tratamiento de

conductos.
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V. HIPOTESIS

5.1. HIPOTESIS DE TRABAJO
La experimentacion planteada en este proyecto de investigacion nos permitira
determinar si existe diferencia en la actividad antibacteriana del hipoclorito de sodio

al 5.25% y el irrigante a base de extracto de NEEM contra E. faecalis y C. albicans.

5.2. HIPOTESIS NULA (HO)
No existira diferencia estadisticamente significativa en el efecto antimicrobiano entre
hipoclorito de sodio al 5.25% vy irrigante a base de extracto de NEEM, con un nivel

de confianza del 95%.

5.3. HIPOTESIS ALTERNATIVA (H1)
Existira diferencia estadisticamente significativa en el efecto antimicrobiano entre
hipoclorito de sodio al 5.25% Yy irrigante a base de extracto de NEEM, con un nivel

de confianza del 95%.
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VI. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la capacidad antimicrobiana de NEEM e hipoclorito de sodio como irrigantes

intracanal contra E. faecalis y C. candida a través de estudios in vitro.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar la inhibicién antimicrobiana de las soluciones irrigantes objeto de
estudio a través de ensayos de difusién en disco a 24 horas.
2. Evaluar la inhibicién antimicrobiana de las soluciones irrigantes objeto de
estudio a través de ensayos de microdulicion a 24 horas.

3. Realizar analisis estadistico de los resultados obtenido.

16
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VIl. VARIABLES

7.1. VARIABLE INDEPENDIENTE

Solucién irrigante (Hipoclorito de sodio y solucion de NEEM).

7.2. VARIABLE DEPENDIENTE

1. Halo de inhibicién bacteriana (mm).

2. Absorbancia del caldo (u.a.).

7.3. OPERACION DE VARIABLES

La evaluacioén de la actividad antibacteriana del hipoclorito de sodio y la solucion de
NEEM, se llevo a cabo a través de ensayos de difusion en agar y microdiluciones
frente a E. faecalis y C. albicans por 24 horas. Los halos de inhibicion fueron
medidos con un vernier digital y la absorbancia fue evaluada con un
espectrofotometro (GENESYS 20) a una longitud de 600 nm.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1. TIPO DE ESTUDIO

Experimental.

8.2. UNIVERSO DE ESTUDIO
Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se emplearon 2 métodos, ensayos

de difusion en disco y microdilucion.

- Ensayos de difusion en disco (n = 36)
Grupo 1: Hipoclorito de sodio
Grupo 2: Solucion de NEEM
Control 1: Agua estéril. (n = 6)

- Ensayo en microdilucion (n = 16)
Grupo 1: Hipoclorito de sodio
Grupo 2: Solucion de NEEM

Control 1: Caldo de cultivo estéril (n = 6)

8.3. MATERIALES E INSTRUMENTAL

Para la experimentacion se utilizaron hojas de Neem secas pulverizadas. Se utilizé
una solucion de comercial de hipoclorito de sodio al 5.25% (Clorox). Para la
maceracion del material vegetal, se utilizé un frasco de vidrio de 1 L de boca ancha
y papel filtro. Se utiliz6 una microbalanza analitica (Eppendorf, Alemania OHAUS
Pioneer), micropipetas (Eppendorf, Alemania). Los microorganismos empleados

fueron C. albicans (Cepa clinica dona por el Laboratorio de microbiologia de la de
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la Faculta de Ciencias de la Salud Valle de las Palmas, Universidad Autébnoma de
Baja California) y E. faecalis (ATCC® 29212TM). Para ensayo de difusion en disco
y microdiucion medio Mueller Hinton (MDC LAB, EUA). Se utilizé un
espectrofotometro (Thermolsher Scientific-GENESYS 20). Para la incubacién de las
muestras se utilizé la incubadora (Blamis: IB-OE1, EUA), parrilla de agitacién con
temperatura (VWR 620-HPS). Adicionalmente se empled agua destilada, placas de
Petri de plastico 100 x 15 mm (SYM, México), tubos (Eppendorf), hisopos estériles,
pinzas de curacion, etanol al 96% (Bremer, México) y un vernier digital (Truper,
Tijuana, México).

8.4. METODOLOGIA

8.4.1. MACERACION DEL NEEM

130 g de Hojas secas de Neem se trituraron en un molino (Proctor silox) Modelo
80300). Después se coloco las hojas pulverizadas de Neem en un frasco de vidrio
con 50 ml de etanol al 96% (Figura 1) y se dejé macerar por 1 semana. Después de
una semana, se filtré por gravedad y el liquido se evapor6 a temperatura ambiente
hasta obtener el extracto crudo. El tiempo de proceso total fue aproximadamente de

2 semanas.

Figura 1. Preparacion de NEEM

En lafigura 1 se observa blalbaSe muestra (A) Hojas de NEEM secas. (B) Macerado
de NEEM.
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8.4.2. PRUEBA DIFUSION DE DISCO

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.

Se limpi6 la cabina de flujo con etanol al 96% y se prendi6 el mechero. Utilizando
un marcador permanente, se realizan 6 divisiones en el agar y se rotularon las cajas
de Petri. En una loseta de papel, se colocaron los sensidiscos. Después, con una
micropipeta, se tomarén 2 ml de las soluciones objetos de estudio, se colocarén en
una caja de Petri estéril y se sumergieron los sensidiscos hasta impregnarlos por
completo con las soluciones. Se realizé una estandarizacion de McFarland
utilizando el espectrofotometro (Figura 2) y posteriormente se utilizando un hisopo
estéril, se sumergid en los tubos de ensayo con E. faecalis/C. albicans y este se
esparcio en la totalidad de la caja de Petri, asegurando se cubra completamente,
utilizando la técnica de estriado en cesped. Con las pinzas de curacion, se toma
cada uno de los sensidiscos y se colocan en el centro de cada una de las divisiones
y se tapa la placa. Se repite este proceso con el hipoclorito de sodio y se realizo el
mismo proceso con C. albicans con cada uno de los irrigantes. Todas las muestras
se dejaron incubar a 37 °C por 24 horas, terminadas las 24 horas, se midieron los

halos de inhibicién utilizando un vernier.
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Figura 2. Espectrofotdmetro (Thermolsher Scientific- GENESYS).
Equipo que ayuda a determinar el nivel de absorbancia de las muestras.

Para la diferenciacion de E. faecalis se utiliz6 cromoagar y asi poder estar seguros
gue esa era la cepa con la que se estaba trabajando, esta bacteria al colocarla en

cromoagar se pinta de color azul (Figura 3)

Figura 3. Cultivo de E. faecalis en cromoagar

Se pude observar como el E. faecalis se tifie de un color azul.
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8.4.3. PRUEBA DE MICRODILUCION

Cuidando las condiciones de asepsia y esterilidad, se comenzd el preoceso

experimental que fue de la siguiente forma:

Se comenz6 haciendo microdiluciones, colocando 1000 pL de medio (Mueller
Hinton), 500 pL de irrigante (Hipoclorito/NEEM) y 40 uL de bacteria/hongo obtenidos
del estdndar de McFarand. Se utiliza un vortex para poder homogenizar el contenido
de los tubos y se colocan en una rejilla, una vez teniendo todos los tubos preparados
se llevan a incubar a 37 oC por 24 horas (Figura 4).

Figura 4. Tubos Eppendorf y cajas de Petri en incubadora.

Se observa: (A) Preparacién de cultivo liquido Mueller Hinton (B)Tubos Eppendorf
con cultivo, NEEM.

Posterior las 24 horas, se comienzan a realizar las lecturas en el espectrofotdometro

obteniendo la absorbancia de cada uno de los tubos.
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8.5. ANALISIS ESTADISTICO

Se registraron los datos, se determinaron los promedios y no fue necesario utilizar
programa de analisis estadistico ya que no se obtuvieron halos de inhibicién al
utilizar irrigante NEEM en contra de E. faecalis y C. albicans
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IX. RESULTADOS

9.1. PRUEBA DE DIFUSION EN DISCO

En la experimentacion se pudo observar que el hipoclorito de sodio tuvo la mejor
inhibicion contra E. faecalis, donde se observa un halo de inhibicion maxima de 31
mm (Tabla 1) donde los cuales fueron medidos con un vernier digital, a lo que
respecta a la C. albicas se tuvo nulo crecimiento en la placa de agar donde se

habian colocado los discos con hipoclorito de sodio.

En lo que respecta del NEEM tanto en las plazas con E. faecalis y en las placas con
C. albicans no presentd inhibicion. Ya que no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas con respecto al NEEM frente a E. faecalis y C.
albicans se realizaron las siguientes tablas y graficas para representar los

resultados obtenidos en la experimentacion (Figura 5 y Figura 6).

Tabla 1. Halos de inhibicién (mm) del hipoclorito de sodio vs E. faecalis.

Placa 1 Placa2 | Placa3 | Placa4 | Placa5 | Placa6

14 18 17.5 20 0.15 31
17 25 18.5 23 16 24
17 18 18.5 20.5 17 26
21 22 16 21 21 21
26 28 14 20.5 20 27.5
20 18 14.5 23 22 28

19.1666667 21.5 16.5 21.33333 16.025 26.25
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Figura 6. Grafica de halos de inhibicion del hipoclorito de sodio vs E. faecalis.
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E. faecalis y C. albicans no presentaron halos inhibitorios vs NEEM (Figura 7).

(A) Cultivo de C. albicans en cromo agar. (B) Placa de agar con discos inmersos en
NEEM vs C. albicans.

9.2. MICRODILUCION
Una vez obtenidas las mediciones en el espectrofotometro de todas las muestras
se observo que el NEEM presentd mediciones minimas en comparacion con el

Hipoclorito de sodio que presento lecturas de absorbancia de 0.004 A (Figura 8 y

Figura 9).

Absorbancia (u.a.)

0.1
il=

0 ——

Control + Control - Hipoclorito Neem

Figura 8. Gréaficas de medidas de absorbancia C. albicans.
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El E. faecalis y el C. albicans son dos de los microorganismos que se encuentran
comunmente en érganos dentarios previamente tratados con infeccion secundaria
(24). EIl hipoclorito de sodio es el irrigante de eleccion en los tratamientos de
conductos desde hace muchos afios por su gran actividad antimicrobiana, sin
embargo, sus efectos dafinos al estar en contacto con tejido periapical han llevado

a la busqueda de otras alternativas (24,29,30).

En los estudios publicados por Ghonmode y et al. en el 2013, Bhargava y et al. En
el 2015y Hegde y et al. en el 2015, se puede observar que, al realizar la metodologia
de difusién en agar, se realizan perforaciones en el medio de cultivo y ahi colocaron
los irrigantes. Aqui la desventaja es que, cuando se trata de evaluar una sustancia
liqguida, existe la posibilidad de que este escurra al trasladarlo y esto puede que
arroje resultados erroneos. 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 (31)

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. Sin embargo, la maceracion del Neem se hace solo de
1 a 2 min, el cual es muy poco tiempo para obtener un extracto concentrado, dando
un efecto antimicrobiano muy bajo. Por esta razon, en este estudio se dejé macerar

el Neem por 2 semanas, para asi obtener un extracto mas concentrado (29).

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 el 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% (30).
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En la prueba de CMI en este estudio, se observa que el Neem tiene un efecto
antimicrobiano en hasta la dilucién 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 Sinhay et al. en el 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 que 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) Alguan 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 (31).

Los resultados del estudio presente no concuerdan con los realizados por los
autores anteriormente mencionados ya que se observo nula inhibicion en cuanto al
NEEM contra E. faecalis y C. albicans comparandolo con el Hipoclorito de sodio
donde presento halos de inhibicidon significativos. Todo esto se corroboro con un
segundo estudio que fue la microdilucion donde se pudo confirmar que el NEEM no
presenta alguna actividad antimicrobiana en contra de las cepas ya mencionadas,
es necesario realizar estudios mas detallados del NEEM y ver si en realidad pueda
existir algun resultado significativo para poderlo utilizar como irrigante

intraconductos.
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XI. CONCLUSIONES

Este estudio in vitro, pretende valorar las propiedades antibacterianas del NEEM,
como uso alternativo como agente irrigante en comparacion con el Hipoclorito de
sodio, el cual es considerado como el Gold standard para la desinfeccion durante el

tratamiento de conductos radiculares.

El hallazgo significativo de este estudio fue que, durante las pruebas de difusién de
disco y microdilucion, el NEEM reflejé nulas propiedades antibacterianas en contra
del E. faecalis y la C. albicans, al observar un crecimiento bacteriano y fangico;
mientras que en las muestras de Hipoclorito de sodio existieron halos inhibitorios de
gran tamafio en contra del E. faecalis y nulo crecimiento de C. albicans.

Con base a los resultados se confirma la hipotesis alternativa (H1) de este proyecto

de investigacion.
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XIl. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda evaluar la actividad antimicrobiana del extracto de NEEM

empleando diferentes concentraciones.

2. Se recomienda utilizar diferentes solventes para realizar la maceracion del
NEEM.
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