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Resumen

Introduccion: Enterococcus faecalis es un coco gran positivo que esta asociado a infecciones
persisitentes y fracasos terapéuticos por su permanencia en conductos radiculares en condiciones
extremas, lo que dificulta la desinfeccién durante el tratamiento endodontico. Aunque el
hipoclorito de sodio (NaClO) al 5,25% es el irrigante méas utilizado, su citotoxicidad y efectos
adversos han motivado la bldsqueda de alternativas. Objetivo: Evaluar la eficacia ex vivo en
modelo de dientes de la N-Acetilcisteina como irrigante endodéntico frente a E. faecalis.
Materiales y métodos: Se realizd un estudio piloto con 45 dientes humanos tomados del banco de
dientes de la universidad Santo Tomas, entre ellos incisivos, caninos y premolares; estos fueron
elegidos y distribuidos de manera aleatoria en los siguientes grupos: Grupo N- acetilcisteina
100mg (12 dientes), Grupo N- acetilcisteina 200mg (9 dientes), Grupo Hipoclorito de sodio al
5,25% (13 dientes) y Grupo control Solucién salina 0,85% (11 dientes). Los dientes fueron
esterilizados, instrumentados y contaminados con E. faecalis durante 30 dias, posteriormente cada
grupo fue irrigado con 5 ml de la sustancia irrigante correspondiente durante 3 minutos, seguido
de inactivacion y secado del conducto. Posteriormente, se realizd el recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC) mediante diluciones seriadas y siembra en agar Plate Count, y se
analizaron muestras seleccionadas mediante microscopia electronica de barrido (SEM) para
evaluar cambios morfoldgicos en el biofilm. Resultados: El hipoclorito de sodio (NaClO) presentd
reduccion del 100% de la carga microbiana, seguido por NAC 200 (66,6%) y finalmente NAC 100
(49,6%). A través de las microfotografias se evidencio que Hipoclorito de sodio logré limpiar el
conducto del biofilm de E. faecalis. Conclusiones: La N-Acetilcisteina tiene la capacidad de
inhibir el crecimiento de E. faecalis y podria funcionar como una alternativa de sustancia irrigante
al momento de desinfectar el conducto radicular durante el tratamiento de endodoncia, sin
embargo, esta capacidad es menor a la que tiene el hipoclorito de sodio al 5,25%.

Palabras clave: N-Acetilcisteina, Enterococcus faecalis, Irrigantes endodonticos,
Endodoncia
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Abstract

Introduction: Enterococcus faecalis is a Gram-positive coccus associated with persistent
infections and therapeutic failures due to its ability to survive in root canal under extreme
conditions, complicating disinfection during endodontic treatment. Although 5.25% sodium
hypochlorite (NaClO) is the most commonly used irrigant, its cytotoxicity and adverse effects have
prompted the search for alternatives. Objective: To evaluate the ex vivo efficacy of N-
acetylcysteine as an endodontic irrigant against E. faecalis in a tooth model. Materials and
methods: A pilot study was conducted using 45 human teeth obtained from the Santo Tomas
University tooth bank, including incisors, canines, and premolars. These were selected and
randomly distributed into the following groups: N-acetylcysteine 100 mg (12 teeth), N-
acetylcysteine 200 mg (9 teeth), 5.25% sodium hypochlorite (13 teeth), and a control group with
0.85% saline solution (11 teeth). The teeth were sterilized, instrumented, and contaminated with
E. faecalis for 30 days. Subsequently, each group was irrigated with 5 mL of the corresponding
irrigating substance for 3 minutes, followed by inactivation and canal drying. Colony-forming
units (CFUs) were then counted using serial dilutions and Plate Count agar plating. Selected
samples were analyzed via scanning electron microscopy (SEM) to evaluate morphological
changes in the biofilm. Results: Sodium hypochlorite (NaCIO) achieved a 100% reduction in
microbial load, followed by NAC 200mg (66.6%) and finally NAC 100mg (49.6%).
Microphotographs confirmed that sodium hypochlorite effectively cleared the canal of E. faecalis
biofilm .Conclusions: N-Acetylcysteine has the ability to inhibit the growth of E. faecalis and
could serve as an alternative irrigating solution for disinfecting the root canal during endodontic
treatment. However, its efficacy is lower than that of 5.25% sodium hypochlorite.

Keywords: N-Acetylcysteine, Enterococcus faecalis, Endodontic irrigants, Endodontics
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Introduccion

La pulpa dental es un tejido conectivo laxo de baja vascularidad rodeado por dentina,
formado por una poblacion heterogénea de células, es el encargado de dar vitalidad y proteccion
al diente mediante proyecciones odontoblasticas que se encuentran en él. Este complejo
desempefia un papel importante en la respuesta inmunologica y reparacion tisular, sin embargo,
cuando los microorganismos alcanzan el conducto radicular y superan la capacidad regenerativa
de la pulpa, ocasionan dafios irreversibles que requieren de la intervencion
endodontica. (Alghamdi & Shakir, 2020).

El tejido pulpar es propenso a la colonizacion de diversos microorganismos, siendo E.
faecalis, P. gingivalis y F. nucleatum algunos de los mas prevalentes, estos patdgenos son capaces
de prosperar y multiplicarse en ambientes anaerobios. En este sentido permanecen dentro del
conducto radicular a pesar de las condiciones desfavorables; inicialmente se encuentran en estado
planctonico, sin embargo, la persistencia puede llegar a formar una estructura mas resistente
conocida como biopelicula, que tiene un potencial patogeno mas fuerte que los de un estado
planctonico (Covo Morales et al., 2016).

E. faecalis es uno de los principales responsables de infecciones persistentes y fracasos en
los tratamientos endoddnticos, ya que tiene la capacidad de sobrevivir en condiciones de pH
elevados, dentro de su mecanismo de accion usa la bomba de protones en su membrana plasmatica
para mantener el equilibrio en ambientes alcalinos. Por lo anterior, es esencial el uso de técnicas
de irrigacion e instrumentacién adecuadas durante la terapia endodontica para garantizar la
eliminacion de los microorganismos presentes en el conducto radicular. (Colaco, 2018, Yang et

al., 2024).
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Segun investigaciones, la frecuencia de fracasos endoddnticos es de un 10% a 20%, esto
puede deberse a multiples factores como son una limpieza y desinfeccion incompleta de los
conductos radiculares, una obturacidn inadecuada, presencia de anatomias complejas como
conductos accesorios, istmos, extensiones laterales, deltas apicales, la falta de un adecuado selle
coronal y la persistencia de microorganismos en el conducto radicular (Swimberghe et al., 2018).
La patologia con mas prevalencia asociado a este fracaso es la periodontitis apical, la cual consiste
en la inflamacion e infeccion de los tejidos periapicales como respuesta del organismo a la
presencia de bacterias y sus productos en el sistema de conductos radiculares. Entre los
microorganismos podemos encontramos a E. faecalis el cual desempefia un papel relevante ya que
tiene la capacidad de formar biopeliculas en las paredes de los conductos radiculares lo que les da
una mayor resistencia a los agentes antimicrobianos (Tiburcio-Machado et al., 2020).

Los irrigantes endoddnticos y la instrumentacion mecanica son fundamentales para la
limpieza y desinfeccion del conducto, la irrigacion logra disolver el tejido necrético y elimina
microorganismos en areas de dificil acceso para los instrumentos (Khaidarov et al., 2024). Existen
gran variedad de irrigantes, el NaClO (hipoclorito de sodio) es uno de los mas utilizados, entre
otros destacan EDTA (&cido etilendiaminotetraacético) y CHX (clorhexidina) sin embargo,
presentan limitaciones lo cual ha impulsado la busqueda de nuevas alternativas, siendo la NAC
(N-Acetilcisteina) una opcion debido a sus propiedades antimicrobianas (Guerrero & Callire,
2019).

La NAC es una alternativa como irrigante endodontico debido a que combina mecanismos
de acciones claves para combatir las infecciones bacterianas, interfiere en la sintesis de
polisacaridos impidiendo asi la formacidn de biopelicula. Por otra parte, su propiedad mucolitica

permite romper los enlaces de disulfuro en la matriz extracelular de las biopeliculas



EVALUACION EX VIVO DE IRRIGANTES ENDODONTICOS 13

desestabilizando la estructura y asi facilita su eliminacion y formacion. Dado este escenario la
NAC se convierte en una opcion prometedora para mejorar la eliminacion de E. faecalis en los
conductos radiculares (Aldini et al., 2018).

Este estudio piloto evalud el potencial de la NAC como irrigante endoddntico alternativo,
ofreciendo beneficios clave para la practica clinica: accion antibiofilm contra E. faecalis (principal
causante de fracasos endoddnticos), menor citotoxicidad versus NaClO (preservando células
periapicales), y propiedades mucoliticas que mejorarian la penetracion en conductos complejos.
Los resultados dan cuenta que la NAC proporcionaria a los endodoncistas una alternativa para
casos de infeccion persistente o retratamientos, optimizando resultados clinicos y reduciendo

complicaciones.

1.1 Planteamiento del problema

La salud bucal es un componente fundamental del bienestar general, sin embargo, cerca
del 45% de la poblacion mundial padece enfermedades bucodentales, segun el Gltimo informe de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2022). Entre estas patologias se encuentran las
infecciones endodonticas que estdn asociadas a caries no tratadas, traumatismos dentales y
tratamientos previos fallidos que se presentan como la pulpitis y la periodontitis apical (Siqueira
& Rocas, 2020).

En el contexto latinoamericano, reportes previos de México y Brasil, hacen referencia a
méas de 70% de adultos jovenes con caries no tratadas, principal causa de las infecciones
endododnticas (PAHO, 2021). Mientras que, en Colombia, segun el ENSAB IV, 60% de la
poblacién entre 20 y 34 afios tiene al menos un diente con caries no tratada (MIN Salud 2020).

Bajo este panorama, las infecciones endoddnticas representan un problema significativo de salud
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bucodental debido las multiples barreras de acceso a la atencion endodontica y el potencial para
causar la pérdida de piezas dentales y afectar la calidad de vida de los pacientes (Paiva et al, 2021).

Las infecciones endoddnticas son procesos inflamatorios e infecciosos que afectan la pulpa
dental y los tejidos perirradiculares, asociados a la colonizacion del sistema de conductos
radiculares por microorganismos (Karamifar et al., 2020). Estas infecciones, como la periodontitis
apical, tienen una prevalencia global del 5 a 7% en adultos y representan hasta 40% de las
complicaciones posteriores a tratamientos de conducto fallidos (OMS, 2022; Tiburcio-Machado
et al., 2021). El principal desafio en su manejo radica en la carga microbiana que podria persistir
en los conductos radiculares, incluso después de tratamientos convencionales con irrigantes
(Siqueira & Rocas, 2020). Esta persistencia microbiana no solo compromete el éxito terapéutico,
sino que incrementa el riesgo de pérdida dentaria.

Estudios recientes, amplian la diversidad de la microbiota endodontico relacionada con las
periodontitis apicales primarias y secundarias, entre ellos E. faecalis se reporta en hasta 77% de
los fracasos endodonticos (Park et al, 2024, Tiburcio-Machado et al., 2021). Este escenario,
sumado a la compleja anatomia del sistema del conducto radicular, las interacciones entre los
microorganismos, y su estilo de vida formando biopeliculas en las paredes de los conductos con la
consecuente resistencia a los agentes antimicrobianos, representa la mayor dificultad para reducir
la carga microbiana y evitar la reinfeccion endoddntica (Ricucci et al, 2010; Tibarcio-Machado et
al., 2020).

En este contexto, los irrigantes endoddnticos juegan un papel importante en la desinfeccion
y limpieza de conductos radiculares, existe una amplia variedad de productos reportados en la
literatura con ventajas y desventajas en su uso (Gomez et al, 2023). EI NaClO , es el més utilizado

en nuestro medio, principalmente por su amplia accion bactericida y disolucion tisular, sin
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embargo, presenta riesgos significativos que limitan su seguridad clinica (Mena et al., 2018).
Estudios reportan que su extrusion accidental hacia tejidos perirradiculares genera efectos
citotoxicos y reacciones adversas por contacto incluso a bajas concentraciones. Adicionalmente,
se documento6 que para eliminar biopeliculas maduras el NaClO depende de coadyuvantes como
el EDTA, que incrementan su citotoxicidad sin garantizar desinfeccion completa (Fiorillo et al,
2024).

En la basqueda de sustancias irrigantes ha surgido la NAC considerado un potente
antioxidante con propiedades antibacterianas y anti-biopeliculas, baja citotoxicidad y de amplia
disponibilidad en el mercado (Tendrio et al., 2021). La evidencia cientifica reporta su capacidad
In vitro para inhibir el crecimiento de microorganismos endodonticos y erradicar la biopelicula
incluyendo modelos con E. faecalis. Sin embargo, la evidencia sobre el uso de NAC como irrigante
endoddntico es contradictoria y los estudios en modelo de dientes humanos son adn incipientes
(Hasna et al., 2020). Por lo mencionado anteriormente, surge la pregunta: ¢cual es la eficacia ex

vivo de la N-Acetilcisteina como irrigante endodontico frente a biopeliculas de E. faecalis?

1.2 Justificacion

Las infecciones endodonticas presentan alta prevalencia en la poblacion colombiana
enmarcadas en cerca de 60% de potenciales casos por la presencia en adultos jovenes de caries no
tratadas, sumado a la frecuencia de hasta 20% de retratamientos, por ello, entre otras estrategias se
necesita optimizar la eficacia en la desinfeccién en los tratamientos de conductos radiculares

(PAHO, 2021; MIN Salud, 2020). Con estas acciones se
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estara sin duda impactando la calidad de vida de los pacientes que sufren infecciones
endododnticas al disminuir el riesgo de pérdida de piezas dentales por esta causa; asi como,
promover la cobertura y acceso a la atencion endoddntica oportunamente.

Bajo una mirada bioldgica, un factor relevante en el tratamiento de las infecciones
endoddnticas es la persistencia de la biopelicula de microorganismos en las paredes del sistema
del conducto radicular y tubulos dentinarios a pesar de la terapia quimio-mecanica. Se ha
demostrado que microorganismos como E. faecalis, se encuentran en hasta 77% de los fracasos
endoddnticos (Tibdrcio-Machado et al., 2021; Park et al., 2024). Aunque los métodos actuales de
desinfeccion son dtiles, no logran erradicar por completo las biopeliculas microbianas
endoddnticas; por ello se resalta la necesidad de buscar alternativas de irrigacion y medicacion con
mejores propiedades y de facil ingreso al uso clinico.

Actualmente, existe una limitacion debido a la reducida disponibilidad de irrigantes que
sean seguros clinicamente. Algunos de los mas utilizados son el NaClO y la CHX a pesar de ser
eficaces, presentan alta citotoxicidad. En ese sentido, es pertinente la blsqueda de alternativas de
irrigacion que sean mas seguras debe ser una prioridad tanto clinica como académica.

Frente a este desafio la NAC surge como una alternativa para la irrigacion endodontica
dado que es un farmaco de uso clinico, disponible en nuestro medio, con propiedades bactericidas
y mucoliticas que actuarian sobre la matriz extracelular de las biopeliculas, asi como efecto
antioxidante que previene el dafio tisular por estrés oxidativo. Es asi como la inclusion de NAC
como irrigante endodontico podria marcar un avance significativo al momento de erradicar
microorganismos resistentes como E. faecalis (Valdez Sanchez, 2021). De esta forma, es
fundamental validar su eficacia en condiciones que simulen la complejidad clinica real antes de

considerar su implementacién en la practica odontolégica.
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A partir de este estudio piloto se generd evidencia local sobre la eficacia de la NAC como
irrigante endodontico, contribuyendo al desarrollo de alternativas terapéuticas mas seguras y
accesibles; ademas, optimizando resultados clinicos y reduciendo complicaciones. Los resultados
obtenidos podran orientar futuras investigaciones clinicas y apoyar la toma de decisiones en la
actualizacion de protocolos endoddnticos en Colombia. Con el desarrollo de este trabajo también,
se aporta en las lineas de investigacion de microbiologia oral y material y técnicas del grupo de

investigacion Sistema Estomatognatico y Morfofisiologia.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general
Evaluar la eficacia ex vivo en modelo de dientes de la N-Acetilcisteina como irrigante

endodontico frente a E. faecalis.

1.3.2 Objetivos especificos
e Determinar la reduccion de la carga microbianade E. faecalis en el conducto
radicular de los modelos de dientes posterior ala irrigacion con NAC (100mg y
200mg), NaClO al 5.25% y NaCl (solucién salina) como control.
e Comparar la eficacia ex vivo de NAC (100mg y 200) frente al NaClO al 5.25% en

la eliminacién de E. Faecalis

1.3.3 Hipotesis
La N-acetilcisteina como irrigante endoddntico para la eliminacion de E. faecalis presenta

igual eficacia que el NaClO.
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2. Marco tedrico
2.1 Endodoncia

La endodonciaes la ciencia y el arte que se dedica a tratar el diente y tejido periapical desde
un punto de vista morfoldgico, estructural, fisiologico y patolégico, conjugando el conocimiento
para tratar de manera integral al diente y tejidos que lo rodean (Iftekhar et al., 2019)

El objetivo principal de la endodoncia implica tres aspectos:

1. Mantener la vitalidad de la pulpa.

2. Preservar y restaurar el diente con pulpa danada y necrotica.

3. Preservar y restaurar los dientes que han fallado en la terapia de endodoncia
anterior, para permitir que el diente permanezca funcional en el arco dental (Barajas-Cortez, et al,
2014).

La enfermedad endododntica perjudica el esmalte, la dentina, la pulpa y los tejidos
periapicales. Se caracteriza por la pérdida de la integridad del esmalte y de la dentina; y en casos
avanzados, la pulpa y los tejidos periapicales también pueden verse indirectamente afectados
(Patel, et al, 2019). La respuesta de la pulpa dental a los irritantes microbianos y a otros irritantes
fisicos y quimicos es similar a la respuesta que se da en otros tejidos conectivos. Esta inicia con
un proceso inflamatorio de la pulpa que se da en aquella parte superficial en la que la irritacion
logra alcanzar, para luego expandirse por el resto de la pulpa coronal a medida que la irritacion va
aumentando.

A diferencia de otros tejidos conectivos, la pulpa dental no presenta circulacion colateral y
estd recluida entre paredes dentinarias rigidas, por lo tanto, en un momento del proceso de la
enfermedad, la inflamacidn pasara de reversible a irreversible (Torabinejad, et al, 2021). Al estar

confinada por tejidos duros, la pulpa no es accesible para el examen visual o tactil, por lo que el



EVALUACION EX VIVO DE IRRIGANTES ENDODONTICOS 19

clinico debe confiar en los signos y sintomas de la enfermedad, los resultados de distintas pruebas

diagnosticas y en las radiografias para establecer un diagnostico pulpar (Torabinejad, et al, 2021).

2.1.1 Microbiota endodontica

La microbiota endodontico hace referencia a la comunidad de microorganismos,
principalmente bacterias, que logran colonizar el sistema de conductos radiculares en un diente
cuando la pulpa dental que normalmente es sana y estéril pierde su integridad a casusa de multiples
factores como lo son caries avanzadas, fracturas dentales, restauraciones defectuosas y
traumatismos (Ana, 2018) (Siqueira & R6cas, 2021). El perfil de microbiota endoddntica es uno
de los principales factores asociados en las infecciones pulpares y perirradiculares como lo son, la
necrosis pulpar y los abscesos apicales, esto se da ya que los microorganismos asentados en el
conducto radicular apical estan en una posicion estratégica produciendo toxinas y productos
mediante la formacion de biopeliculas (Ana, 2018).

En reportes cientificos, se evidencia que la a microbiota endoddntica estd dominada por los
Filos bacterianos: Firmicutes (29.9%), Proteobacterias (26.1%), Actinobacterias (22.7%),
Bacteroidetes (13.3%) y Fusobacterias (4.5%) (Pinto et al, 2023; Park et al, 2024) . En infecciones
primarias (no tratadas), predominan consorcios mixtos de anaerobios estrictos como
Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum y Prevotella intermedia, asociados a
abscesos periapicales sintomaticos. Por el contrario, en infecciones secundarias (postratamiento),
la microbiota se reduce y pueden predominar especies resistentes como E. faecalis y Candida
albicans, que colonizan conductos obturados mediante biopeliculas monoespecificas (Pinto et al,

2023; Park et al, 2024).
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En la tabla 1, se presentan los perfiles de microbiota segin los tipos de infeccion

endoddntica reportados por algunos autores recientes

Tabla 1. Perfil de microbiota endodoéntica de Conductos radiculares con Infecciones
endodonticas.

Lesiones periradiculares Absceso periapical agudo Infecciones secundarias
cronica. 0 persistentes
Bacteroides fragilis Treponema denticola Enterococcus faecalis
Treponema denticola Fusobacterium nucleatum Streptococcus mutas
Prevotella internedia Porphyromonas gingivalis Actinomyces israelli
Fusobacterium nucleatum Prevotella nigrescens Staphylococcus aureus
Peptostreptococcus spp Streptococcus anginosus Pseudomonas aeruginosa

Eubacterium nodatum
Tomado de Park et al, 2024

Las biopeliculas se acumulan y alcanzan los tejidos perirradiculares para dar lugar a una
respuesta inflamatoria, que finalmente conduce a la destruccion del ligamento periodontal y el
hueso. Este fendmeno puede causar infecciones secundarias y persistentes que se dan por la
resistencia de los microrganismos que fueron miembros de una infeccién primaria o secundaria y
que sobrevivieron en el conducto después del tratamiento antimicrobiano y lograron adaptarse a
las arduas condiciones ecoldgicas de los conductos radiculares instrumentados y obturados

(Tiburcio-Machado et al 2020, Barbosa-Riveiro et al, 2024).

2.1.1.1 Enterococcus faecalis. E. Faecalis es un coco Gram positivo, anaerobio
facultativo que se encuentra principalmente en el tracto gastrointestinal humano, mucosa vaginal
y area perineal, donde coexiste sin causar dafio en huéspedes inmunocompetentes (Adén &
Echavarria, 2021). Sin embargo, se ha reconocido a esta bacteria por actuar como patdgeno

oportunista, en huéspedes con diversas condiciones como: estado de inmunosupresion, uso
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prolongado de antibidticos de amplio espectro o presencia de dispositivos médicos invasivos. En
contextos clinicos, se asocia a infecciones relacionadas con la atencion en salud como endocarditis,
bacteriemias, infecciones urinarias y de heridas quirurgicas (Archambaud et al, 2024).

En endodoncia, E. faecalis, se ha asociado a infecciones persistentes y fracasos
terapéuticos, presente en el 24-77% de los casos (Elashiry et al, 2023). Su permanencia en
conductos radiculares obedece a su capacidad de sobrevivir a condiciones extremas como pH
alcalinos, bajos nutrientes y de penetrar tabulos dentinarios hasta 300 um de profundidad,
adhiriéndose al colageno mediante proteinas de superficie como la adhesina Ace. Ademas, forma
biopeliculas que tienden a ser resistentes a irrigantes convencionales (NaClO) y medicamentos
intraconducto (hidréxido de calcio), gracias a la produccién de exopolisacaridos extracelulares y
la regulacién de genes de estrés. Estas caracteristicas explican su papel en periodontitis apicales
asintomaticas y reinfecciones postratamiento (Barbosa -Rivero et al, 2024; Elashiry et al, 2023)
Mecanismos de patogenicidad y factores de virulencia de E. faecalis:

1. Adhesinas (Ace, Esp, Asal): permiten la union a colageno dentinario, células epiteliales y
superficies protésicas, facilitando la colonizacion de conductos radiculares y la formacién
de biopeliculas. La proteina Esp, en particular, promueve la agregacion bacteriana y la
resistencia a fagocitos.

2. Enzimas liticas:

o Gelatinasa (codificada por gelE): degrada tejido conectivo y fibrindgeno, liberando
nutrientes y favoreciendo la invasion tisular.
o Citolisina (codificada por cylA): induce lisis de eritrocitos y neutrdfilos,

neutralizando la respuesta inflamatoria.



EVALUACION EX VIVO DE IRRIGANTES ENDODONTICOS 22

3. Modulacion de la respuesta inmune: mediante la produccion de superoxido dismutasa, que
neutraliza especies reactivas de oxigeno generadas por macrofagos, y la inhibicion de la
via del complemento.

4. Intercambio genético horizontal: posee plasmidos conjugativos que transfieren genes de
resistencia a antibidticos (p. ej., ermB para macrélidos) y factores de virulencia,

aumentando su adaptabilidad. (Archambaud et al, 2024).

Otra caracteristica relevante es que E. faecalis exhibe resistencia intrinseca y adquirida a
multiples antimicrobianos. Presenta baja sensibilidad a B-lactdmicos (penicilina G, ampicilina)
debido a la expresion de penicillin-binding proteins (PBPs) modificadas, y resistencia natural a
aminoglucoésidos en condiciones estandar. Adicionalmente, entre 30 a 50% de las cepas clinicas
en Latinoamérica muestran resistencia adquirida a tetraciclina (CMI > 16 pg/ml) y eritromicina
(CMI = 8 pg/ml), mientras que el 100% son resistentes a metronidazol, un farmaco comin en
protocolos endododnticos. Sin  embargo, mantiene susceptibilidad a la combinacion
amoxicilina/acido clavulanico (CMI < 4 pg/ml), que inhibe la sintesis de p-lactamasas. Esta
resistencia multifactorial, sumada a su capacidad de formar biopeliculas en tabulos dentinarios,

explica su persistencia en infecciones endoddnticas recurrentes (Karayasheva & Radeva, 2017).

2.1.3 Irrigantes de uso endodontico

La irrigacion de conductos radiculares se define como el lavado, desinfeccion o
neutralizacion, que lleva como finalidad eliminar bacterias o microorganismos patdgenos
presentes en la camara pulpar y conductos radiculares al momento de realizar un tratamiento

endodontico (Gurria et al., 2018). Es considerado como uno de los pasos mas importantes para
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obtener resultados satisfactorios a largo plazo tanto en diente vital o necrotico, ya que el objetivo
de la endodoncia es que el conducto quede con la menor carga bacteriana posible. También, se
busca con la irrigacion llegar aquellas areas de las paredes del conducto radicular donde no es
posible la instrumentacion (Haapasalo et al.,2014).

Es primordial tener en cuenta que el operador se enfrenta a una serie de variaciones
anatomicas como istmos, conductos laterales, secundarios, accesorios, conductos ovalados que
hacen gue se vuelva un desafio mayor el poder penetrar los irrigantes hacia esas zonas ya que estas
no logran ser tocadas durante la instrumentacion manual o rotatoria (Haapasalo et al.,2014). Por lo
tanto, la eficacia del tratamiento endodontico depende en gran manera del tipo de irrigante que se
vaya a emplear puesto que lo ideal seria una sustancia que cumpla las siguientes caracteristicas:
(Botero et al., 2019).

-Antibacteriano.

-Baja toxicidad.

-Solvente de residuos organicos e inorganicos.

-Baja tension superficial.

-Facil aplicacion

-Lubricante

-Accidn répida.

Tabla 2. Caracteristicas de los irrigantes endodonticos de mayor uso en Colombia.
Irrigante Propiedades Ventajas Desventajas
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Hipoclorito de Antibacteriano de Efectivo contra Citotdxico en
sodio amplio espectro. bacterias y caso de extrusion
Disuelve tejido biopeliculas. periapical.
organico. Bajo costo. Olor y sabor
Lubricante. Ampliamente desagradable.
disponible. Corrosivo.
Clorhexidina Antimicrobiano de Efecto No disuelve
amplio espectro. antimicrobiano tejido orgénico.
Sustantividad (efecto prolongado. Menos efectivo
prolongado). No es contra
COrrosivo. biopeliculas.
Menos  toxico Incompatible con
gue el NaClIO. NaClO.
EDTA Quelante (elimina Mejora la No tiene efecto

barrillo dentinario).

adhesién de

antimicrobiano.

Remueve la capa de materiales  de Debilita la

smear layer. obturacion. dentina con uso
Efectivo en la prolongado.
limpieza de No disuelve
conductos. tejido orgénico.

Tomado de Gomes et al, 2023

El endodoncista cuenta con una gran variedad de sustancias quimicamente activas que
puede utilizar al momento de realizar su protocolo de irrigacién final, cada sustancia cumple una
funcion fundamental dentro del espacio del conducto radicular y es por esta razén que se han
establecido una serie de protocolos dependiendo del diagnostico endodontico (Haapasalo et
al.,2014).

Actualmente existe en el mercado gran variedad de sustancias irrigantes que cumplen con
la funcion de eliminar barrillo dentinario, capa de biofilm, microbiota en general, pero algunos
pueden llegar a ser toxicos para los tejidos periapicales, es por eso que se han venido investigando
sobre nuevas sustancias que cumplan la funcién microbiana, pero a que a su vez sean tolerados

por los tejidos (Haapasalo et al.,2014).
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2.1.3.1 Tipos de irrigantes. En el tratamiento de endodoncia se han utilizado diferentes
tipos de irrigantes; entre ellos los mas usados son NaClO, CHX, EDTA (&cido
etilendiaminotetraacético). En la tabla 2. Se describen algunas de las principales caracteristicas de
los irrigantes mas comunes de uso en endodoncia. Actualmente gracias a los estudios y avances
cientificos se han identificado ciertas sustancias que cumplen con las caracteristicas necesarias
para actuar como irrigante endodéntico, un ejemplo de ello es el N-acetilcisteina (Barajas-Cortez,

et al, 2014).

2.1.3.1.1 Hipoclorito de sodio. ElI NaCIO en endodoncia dio sus inicios en 1920 siendo
uno de los primeros irrigantes de conductos radiculares y que hasta la fecha se considera el irrigante
por excelencia ya que tiene la capacidad de eliminar tanto tejido organico e inorganico. La
asociacion americana de endodoncia define el NaCIO como un liquido claro, palido, verde-
amarillento, extremadamente alcalino el cual presenta un fuerte olor clorino y una accion
disolvente sobre el tejido necrético y restos organicos (Mufioz-Padilla et al., 2023).

Al NaClO se le han atribuido varias propiedades que son beneficiosas durante el
tratamiento endoddntico, dentro de esas propiedades podemos destacar: desbridamiento, permite
expulsar los detritos originados a partir de la preparacion mecanica del conducto; lubricacion,
mantiene lubricadas las paredes del conducto lo que permite que la instrumentacién sea mas
sencilla'y mejore la accion de los instrumentos (Valdez Sanchez, 2021).

El NaCIO se considera un agente microbiano eficaz al momento de eliminar los
microorganismos presentes en el conducto radicular, incluyendo virus y bacterias. También, tiene
la capacidad de disolucion de tejido pulpar lo cual dura un tiempo aproximado de 20min a 2 horas,

pero esta solucién depende en gran parte a la integridad estructural del tejido pulpar; si la pulpa
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estd descompuesta la disolucién del tejido se realiza mas rapidamente a diferencia de la pulpa vital
que llevaria mas tiempo de disolucién. La baja tension superficial también le permite penetrar

todas las concavidades del conducto radicular (Mufioz-Padilla et al., 2023).

2.1.3.1.2 EDTA. Acido etilendiaminotetraacético actualmente conocido como
EDTA es un agente quelante de uso endoddntico, su principal funcién es eliminar el
material inorganico que queda como producto de la instrumentacion durante el tratamiento
endodontico, es usado en el protocolo de irrigacion final de conductos con una
concentracién de 17% en compafiia de otros irrigantes endodonticos, ya que el EDTA por
si solo no elimina eficazmente los componentes organicos del barrillo dentinario

(Hernandez et al, 2023).

2.1.3.1.3 N-acetilcisteina. La N-acetilcisteina, es un derivado de la L-cisteina, un
aminoacido. Este derivado ha sido investigado en varios ambitos, diversos estudios han
demostrado que la N-Acetilcisteina inhibe la produccion de citoquinas proinflamatorias. En otros
estudios, se ha encontrado que la N-Acetilcisteina presenta actividad antibacteriana contra
bacterias importantes para la medicina como Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae (Choi et al, 2017).

En términos de enfermedades bucales, investigaciones recientes han verificado que la N-
Acetilcisteina tiene efectos antibacterianos y anti biofilm contra microorganismos de la cavidad
oral como Prevotella intermedia y E. faecalis, que frecuentemente se encuentran en infecciones
endoddnticas por lo que estas propiedades indican la posibilidad de utilizar NAC para este tipo de

tratamientos (Choi et al, 2017).
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NAC ha sido utilizado ampliamente en el desarrollo de ensayos clinicos, esto debido a
que desde hace mucho tiempo ha sido usado de forma segura en humanos como tratamiento para
la sobredosis con Acetaminofén (Valdez Sanchez, 2021).

Se ha encontrado evidencia de actividad antibacteriana contra una serie de bacterias de
gran importancia para el area de la odontologia, entre ellas P. intermedia y E. faecalis (Khosravi

etal., 2019).

2.1.4 Efectos de los irrigantes en E. faecalis

E.faecalis es uno de los microorganismos mas resistentes y frecuentemente asociados a
infecciones endoddnticas persistentes y secundarias, su capacidad de formar biopeliculas, de
sobrevivir en condiciones adversas y colonizar tubulos dentinarios lo convierten en un desafio al
momento del tratamiento endodontico, por ello, la eleccion y uso adecuado del irrigante
endoddntico es importante al momento del tratamiento, a continuacién se describe algunos de los
irrigantes mas utilizados en endodoncia y su accion frente E,faecalis (Alghamdi et al., 2022).

El NaCIO, es uno de los irrigantes con mayor eficacia esto gracias a su capacidad
antimicrobiana, su mecanismo de accion frente a E.faecalis se basa en su poder oxidante el cual
consiste en la liberacion de iones de NaClO que reaccionan con los componentes celulares,
provocando la desnaturalizacion de proteinas la degradacion de acidos nucleicos y la destruccion
de la membrana celular, esto conduce a la lisis celular y la muerte bacteriana. Ademas, el NaCIO
tiene la capacidad de penetrar en los tabulos dentinarios, donde E. faecalis suele alojarse, lo que
lo hace efectivo contra biopeliculas bacterianas. Sin embargo, su eficacia depende de factores
como la concentracién, el tiempo de contacto y la presencia de biopeliculas, ya que E. faecalis es

conocido por su resistencia a condiciones adversas (Jaramillo et al., 2016).
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El EDTA (4cido etilendiaminotetraacético) tiene propiedades antimicrobianas
principalmente bacteriostaticas lo que ayuda a inhibir el crecimiento de las bacterias como E,
Faecalis especialmente cuando estas se encuentran en estado plancténico, también actia como
agente quelante lo que le brinda capacidad de eliminar la capa de smear layer (capa de barrillo
dentinario) y desmineralizar la dentina, lo cual facilita la penetracién como irrigante incluso en los
tibulos dentinarios (Llop Grima, 2022).

La CHX actia frente a E. faecalis como agente antimicrobiano gracias a su mecanismo
de accién que le permite desestabilizar la membrana celular bacteriana ya que tiene una carga
positiva que interactla con los grupos fosfatos cargados negativamente que se encuentran en la
membrana celular de las bacterias lo cual provoca desestabilizacion y aumento de la
permeabilidad celular permitiendo asi la fuga de componentes intracelulares, lo que finalmente
lleva a la muerte celular, su uso como irrigante complementario mejora significativamente la
desinfeccion de los conductos radiculares (Badillo Cérdova, 2023).

La N-Acetilcisteina a 100 mg/ml ha demostrado alterar completamente las biopeliculas
endoddnticas maduras de multiples microorganismos incluyendo el E. faecalis, también se mostro
que la N-Acetilcisteina en concentraciones de 25 y 50 mg/mL puede eliminar la biopelicula madura
de multiples especies hasta cierto punto, pero aun asi fue capaz de eliminar exitosamente las
bacterias ubicadas en la biopelicula remanente que tenia unas pocas capas de células de espesor
(Quah et al., 2012).

3. Método
3.1 Tipo de estudio
Es un estudio experimental de tipo cuasiexperimental ex-vivo porque se busca determinar

si la intervencion, en este caso la irrigacion con N-Acetilcisteina, es eficaz en comparacion con el
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grupo control y por el NaClO en la reduccion de biofilm de E. faecalis en conductos radiculares.
Se aplicara sobre las muestras constituidas por dientes humanos y se confirmara la reduccion

bacteriana de E. faecalis (Zurita-Cruz, 2018).

3.2 Muestra
En el presente trabajo se incluyeron 45 dientes anteriores y premolares unirradiculares
superiores e inferiores, sanos que estaban disponibles en el banco de dientes de la universidad

Santo Tomas.

3.3 Criterios de seleccion

3.3.1 criterios de inclusion
e Dientes con formacion radicular completa y apices cerrados
o Dientes con coronas completas

o Dientes uniradiculares

3.3.2 Criterios de exclusion
e Dientes con caries o restauraciones
e Dientes con conductos obliterados
3.4 Variables
En este estudio se incluyeron las siguientes variables: sustancia irrigante utilizada (NAC

100mg, NAC 200mg, NaClO 5,25%, NaCl 0,85%, tipo de diente y carga microbiana de E. faecalis
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después de la irrigacion, las cuales se clasificaron segin su naturaleza en cualitativos y

cuantitativos. (Ver apéndice A)

3.5 Instrumento

La informacion se registré en un instrumento de recoleccion que incluia: nimero del diente,
tipo de diente, sustancia irrigante utilizada y recuento de UFC; para asi obtener los resultados de
la reduccién bacteriana mediante el uso de los siguientes irrigantes: NAC 100mg, NAC 200mg,
NaClO 5,25%, NaCl 0,85%, y asi comparar la eficacia de NAC frente a E. faecalis. (Ver apéndice

B)

3.6 Procedimiento

3.6.1 Seleccion de los dientes

Los dientes fueron tomados del banco de dientes de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Santo Tomas Tomas (regulado por la Ley 2287 de 2023), en cumplimiento del
protocolo se envid una carta de solicitud y se aceptaron los procedimientos de manejo por los
investigadores. Para la seleccion de los dientes a incluir, el equipo de trabajo realizd un proceso
de identificacion y eleccion evaluando el cumplimiento de los criterios de inclusion y exclusion
de cada diente.

Figura 1. Seleccion de la muestra
s |
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Posterior a la seleccion de los dientes, se realizé una radiografia periapical de cada diente
para constatar la existencia de un conducto radicular Unico y verificar que no se encontraran
obliterados. Seguidamente los dientes se lavaron y curetearon para eliminar cualquier resto que
estuviera en la raiz, los dientes fueron preservados en un recipiente con NaCl estéril para de esta
manera mantenerlos hidratados, estos fueron debidamente sellados y rotulados haciendo

recambios de NaCl cada 8 dias hasta su uso.

3.6.2 Distribucion en grupos de estudio de la muestra

Para el proceso de distribucion se asignaron numeros a cada uno de los dientes
seleccionados entre 1y 45, seguidamente se realizo la aleatorizacion por blogue.

Los dientes fueron divididos en cuatro grupos quedando distribuidos de la siguiente

manera:

Tabla 3. Distribucion de los dientes segun el grupo de irrigante a evaluar

Irrigante Frecuencia Porcentaje (%)
N-Acetilcisteina 100 mg (NAC 12 26,6
100)
N-Acetilcisteina 200 mg (NAC 9 20
200)
Hipoclorito de sodio al 5,25% 13 28,9
(NaClO)
Solucion salina al 0,85% (SS) 11 24,4

Total 45 100
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3.6.3 Preparacion de la muestra

Los dientes seleccionados fueron preparados y procesados en el Laboratorio de
Investigacion y Ciencias Basicas (LICB) de la universidad Santo Tomas seccional Bucaramanga.
Previo a su uso, los dientes fueron esterilizados a través de autoclave, en tubos de ensayo que
contenian caldo tripticasa de soya (oxoid®), durante 15 minutos a 121°C. Finalizado este paso y
para verificar el proceso de esterilizacion, los dientes se incubaron a 37°C durante 24 horas, de

observarse turbidez se esterilizaban nuevamente (Cruzado, 2009).

Figura 2. Preparacion de la muestra

Seguidamente, en campo estéril, se procedid a realizar las aperturas camerales de cada
diente usando la técnica convencional, para ello se utiliz6 una fresa redonda mediana para el acceso
inicial y una fresa redonda pequefia para el ingreso a la cdmara pulpar, se delimité la apertura con
una fresa Endo zekrya o una fresa troncocénica delgada.

Para iniciar la preparacion quimio-mecanica se trabajé dentro de la cabina de seguridad
biologica tipo Il. Los conductos radiculares fueron permeabilizados con lima K de 10mm de la
casa comercial (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Switzerland), para definir la longitud de trabajo
definitiva se llevé una lima 15, 1mm fuera del foramen apical, se tomd la longitud y se resto el

milimetro observando que la lima quedara a ras del apice, los conductos fueron instrumentados
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hasta la lima 25, irrigando con NaCl entre lima y lima, la instrumentacion final se realizo con
limas rotatorias reciproc R25 de la casa comercial VDW, utilizadas en un motor (Smart plus de la
casa comercial Denstply) a 300 rpm. Se realizd una irrigacion final con EDTA 17% por tres
minutos para eliminar el barrillo dentinario y se inactivo con 5ml de NaCl y secados con puntas
de papel. Para la estandarizacion de la muestra se seccionaron las coronas, este proceso se realizd
en la preclinica donde se cre6 un medio estéril con mecheros, cada diente fue medido con un
dentimetro estéril desde el borde incisal hasta el apice y se demarcaron 16mm con un Sharpie, con
un disco de carburo diamantado se realizé la seccion de las coronas de cada uno de los dientes
(Cruzado, 2009). Los dientes fueron llevados a la cabina de flujo laminar se dejo una punta de
papel en cada conducto y se realizd el selle del apice con iondmero Fuji linning paste de la casa
comercial GC para prevenir la microfiltracion bacteriana apical, se retiré la punta de papel y se
sell6 con teflon estéril la entrada al conducto (Cruzado, 2009).

Se realiz6 una segunda esterilizacion llevando las raices a la autoclave en tubos de ensayo
que contenian caldo tripticasa de soya (oxoid), durante 15 minutos a 121°C, posterior a la
esterilizacion los tubos se incubaron a 37°C durante 3 dias para verificar el proceso de

esterilizacion, los dientes que presentaron turbidez se descartaron (Cruzado, 2009).

Figura 3. Instrumentacion e irrigacion
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3.6.4 Contaminacién de la muestra

Todos los procedimientos se realizaron en cabina de bioseguridad tipo Il. Previo a la
inoculacién se realizé el montaje de los dientes en una caja de crioviales, cada espacio se llend con
silicona elite glass médium de la casa comercial zhermack para posicionar los dientes
verticalmente hasta el tercio cervical, esto para facilitar la manipulacion, conservacion e

identificacion de las muestras (Quah et al.,2012).

Figura 5. Posicionamiento dientes en criovial

Para la contaminacién de las raices y obtencion de biofilm se utilizo la cepa de E. faecalis
(ATCC29212) cultivada 24 horas antes en agar sangre; posterior a esto se realizd la preparacion
del in6culo por adicion de 1ml de cultivo puro de E. faecalis en 5ml de caldo de BHI y se

estandarizo en la escala 0,5 de McFarland (Martinez-Rodriguez et al., 2019).
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Se realizé la contaminacion de cada raiz, adicionando el indculo previamente preparado
con una jeringa de 5ml y punta de irrigar aguja de 27-G de ventana lateral (Vista, Appli —Vac,
USA) hasta el llenado del conducto, la entrada de los conductos fue sellada con teflon estéril; se
llevd a incubar a 37° haciendo recambios del inoculo cada 8 dias por 30 dias, con cultivos frescos
de E. faecalis para garantizar la viabilidad y estabilidad del biofilm (Ferrer-Luque et al., 2014).

El proceso de contaminacién fue realizado por un miembro del equipo de trabajo
previamente calibrado por un especialista de endodoncia, para evitar sesgos durante el
procedimiento y disminuir el error humano. La manipulacion de los microorganismos fue

realizada por profesionales en bacteriologia.

3.6.5 Irrigacion de la muestra

Todos los procedimientos se realizaron en cabina de bioseguridad tipo I1. Pasado el tiempo
de contaminacién, se procedid a la irrigacion, para ello, se retiré el teflén con una pinza algodonera
estéril, a continuacion, se describe el proceso de irrigacion para cada grupo segun la sustancia

irrigante:
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Grupo NAC100mg: Se irrigd con 5ml de N-Acetilcisteina a una concentracion de 100mg
(Choi et al., 2017) con una jeringa hipodérmica de 5ml y aguja de irrigar 27-G de salida lateral
durante 3 minutos (Vista, Appli —Vac, USA) con movimientos de entrada y salida, posterior a la
irrigacion la N-acetilcisteina se inactivé con agua destilada estéril durante 2 minutos y el conducto
radicular fue secado con puntas de papel estériles.

Grupo NAC200mg: Se irrigo con 5ml de N-Acetilcisteina a una concentracion de 200 mg
(Quanh, et al., 2012) con una jeringa hipodérmica de 5ml y aguja de irrigar 27-G de ventana lateral
(Vista, Appli —Vac, USA) con movimientos de entrada y salida durante 3 mintos, posterior a la
irrigacion la N-acetilcisteina se inactivo con agua destilada estéril durante 2 minutos y el conducto
radicular fue secado con puntas de papel estériles.

Grupo NaClO 5.25%: se irrigd con de 5ml de NaClO al 5,25% con una jeringa hipodérmica
de 5ml y aguja de irrigar 27-G de ventana lateral (Vista, Appli —VVac, USA) con movimientos de
entrada y salida durante 3 minutos, posterior a la irrigacion el NaClO 5.25% se inactivd con
tiosulfato de sodio al 5,25% durante 2 minutos y el conducto radicular fue secado con puntas de
papel estériles.

Grupo SS: Se irrigb con 5m de NaCl a una concentracion 0,85% con una jeringa
hipodérmica de 5ml y aguja de irrigar 27-G de ventana lateral (Vista, Appli —VVac, USA) con
movimientos de entrada y salida durante 3 minutos, posterior a la irrigacion el conducto radicular
fue secado con puntas de papel estériles.

Para el proceso de irrigacion se realiz6 la calibracion de un investigador por un especialista
en endodoncia para garantizar la estandarizacion de la muestra; esta se realizé en la cabina de

seguridad bioldgica con el fin de evitar contaminacion exterior.
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Figura 7.Irrigacion final

3.6.6 Procesamiento de la muestra — conteo de UFC

Posterior a lairrigacion de la muestra, se realiz6 con una lima k 40mm (Dentsply Maillefer,
Ballaigues, Switzerland), movimientos de limado en las paredes del diente para generar barrillo
dentinario, esta lima se deposito en un tubo de ensayo que contenia 5ml de NaCl estéril, el tubo
fue sellado y llevado al vortex por 10 segundos para lograr desprender las particulas presentes en
la lima. A partir de esta solucién, se realizaron diluciones seriadas por cada muestra, para los

grupos 2,3 y 4 hasta 10°®.

Figura 8. Toma de barrillo dentinario

Posteriormente, se tomé 0,1 ml de cada dilucién y se colocé en una placa de agar Plate

Count (Scharlau®) extendiéndola en la superficie con asas de digralsky; se dej6 reposar por 10
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minutos y las placas se incubaron a 37° durante 24 horas. Posteriormente se realizo el recuento de
las unidades formadoras de colonias (UFC) empleando un contador de colonias electronico
(Boeco), para determinar las UFC/mL se utilizo la formula:

numero de colonias contadas
UFC/mL:

volumen inoculado(mL) x factor de dilucion
A partir de los recuentos obtenidos se determiné el porcentaje de reduccion de la carga
microbiana para cada grupo de estudio, empleando la siguiente formula:

Mediana control (§S) — mediana grupo tratado

% Reduccion: 100 =

Mediana grupo control (SS)

Figura 9. Preparacion diluciones y siembra en agar

Los datos obtenidos fueron registrados en una base de datos en Excel para luego ser

exportados a STATA

3.6.7 Procesamiento de la muestra — microscopia electronica

Con el fin de identificar la disminucion del biofilm de E.faecalis y cambios morfologicos
y/o estructurales en el sistema del conducto radicular de las piezas tratadas con los diversos
irrigantes, se realizo la técnica de microscopia electronica de barrido (SEM) en el laboratorio

NANOLAB de la Universidad Pontificia Bolivariana de Bucaramanga.
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Posterior a la irrigacion se conservaron dos raices tratadas por cada grupo, se dividieron
longitudinalmente utilizando Nitrégeno liquido y los cortes se mantuvieron en esterilidad a
temperatura ambiente, hasta su traslado al laboratorio NANOLAB. Alli se sometieron a
deshidratacion con CO2, en un desecador de punto critico (WISD), y seguidamente se llevaron a
un metalizador automatico (Cressintong) donde fueron rociadas con oro pulverizado que les da
propiedades luminiscentes a las superficies recubiertas. para ser observados en microscopio de

barrido electronico.

Figura 10. Seccion dientes con nitrégeno

Se procedié a la observacion de los cortes de los dientes de cada grupo tratado en el
microscopio de barrido Mira 3FEG-SEM, en el modo alto vacio, se manejaron voltajes entre 0,5 a
30KV, y se inicio el escaneo llevando hasta la resolucion de 1.000.000 X. Las imagenes se
tomaron recorriendo las porciones del conducto principal evidenciando la presencia de estructuras
sugestivas de biofilm. El andlisis de las imagenes obtenidas fue de caracter cualitativo por

comparacion entre grupos y publicaciones previas.
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Figura 11. Recubrimiento en oro para microscopia electrénica

3.7 Andlisis estadistico

El anélisis estadistico se realiz6 en el paquete estadistico Stata/MP version 14,0 se ejecutd
una prueba de shapiro wilk en la que se determind distribucion no normal de los recuentos de UFC
de E. feacalis en los grupos de estudio. Por tanto, se determinaron las medidas de tendencias
central junto con medidas de dispersion, mediana y rango de los recuentos.
Para el andlisis Bivariado se aplicé la prueba Kruskall Wallis debido a la distribucion de los

recuentos. Se considerd significancia estadistica para aquellos valores p menor o igual a 0,05.

3.8 Consideraciones éticas

Para la realizacion del proyecto de investigacion se tuvieron en cuenta los lineamientos
establecidos por la Resolucion 08430 de 1993 del Ministerio de Salud, la cual especifica las normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud, se establecio que es un estudio
sin riesgo ya que se realizé con piezas dentales donados al banco de dientes de la Universidad
Santo Tomas regulado por la Ley 2287 de 2023, que regula el funcionamiento de los biobancos en

Colombia.
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Esta investigacion fue clasificada como de riesgo minimo segin el articulo 11, al tratarse
de un estudio in vitro que no involucra intervencidn en pacientes ni compromete su integridad. Sin
embargo, conforme al articulo 67, el analisis de riesgos la ubica en el grupo de riesgo 1, dado que
el microorganismo empleado (E. faecalis) representa unriesgo moderado para el
individuo y limitado para la comunidad.

Este trabajo se realizo en las instalaciones del Laboratorio de Investigacion y Ciencias
Basicas (LICB) y se contd con el equipo de laboratorio de acuerdo con las normas técnicas que
garantizan el manejo seguro de los microorganismos tales como manuales y protocolos de
procedimientos para los laboratorios de microbiologia. También se realizd entrenamiento al
personal investigador sobre la manipulacion, transporte, utilizacion, descontaminacion y
eliminacion de desechos. Se conto6 con bibliografia actualizada, sistemas de contencién, normas y
reglamentos internos, se identificaron riesgos involucrados y otros aspectos relacionados. Todo lo

anterior contemplado en el titulo 1V, articulo 63 del capitulo I, de la resolucion 8430 de 1993-8.

3.9 Resultados

En el presente trabajo se incluyeron 45 dientes, entre ellos incisivos, caninos y premolares,
(Ver tabla 1) que se distribuyeron aleatoriamente en los siguientes grupos: NAC 100mg (12
dientes), NAC 200mg (9 dientes), NaCIlO 5.25%, NaCl estéril 0.85% 11. En la tabla 4 se describe
la distribucion de los dientes incluidos segun la morfologia, considerando que se utilizé un mayor

numero de premolares (42,2%) y caninos (35,5%).

Tabla 4. Clasificacion de los dientes segun la morfologia.
Clasificacion del diente Frecuencia(n) Porcentaje( %)
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Incisivo 10 22,2
Canino 16 35,5
Premolar 19 42,2
Total 45 100

Para determinar el comportamiento de la carga microbiana de E. faecalis expresada en
recuentos de UFC, se aplico la prueba Kolmogdrov-Smirnov y se establecio una distribucion no

normal (p:<0,001).

Tabla 5. Distribucién de los recuentos de UFC de E. faecalis posterior al tratamiento con
irrigantes.

Grupo Mediana Rango Reduccion
(%)
NAC100mg 690 60-2050 49,6
NAC200mg 550 210-22050 66,6
NaClO 5,25% 0 0-1240 100
SS 1650 30-45000 NA

En la tabla 5, se presenta los recuentos y porcentaje de reduccién de la carga microbiana
de E. faecalis posterior a los tratamientos con irrigantes. Se evidencioé que en general todos los
grupos de estudio irrigantes afectaron la carga microbiana de E. faecalis en el sistema del conducto
radicular. Sin embargo, los dientes irrigados con NaClO 5.25% presentaron el menor recuento,
mientras que en los dientes tratados con NaCl se mantuvo una carga elevada de E. faecalis en el

sistema del conducto radicular.
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A través de la prueba de Kruskall- Wallis se determind que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los recuentos de UFC de los grupos de estudio
(p:<0,001). Por ello se realizd una prueba pos hoc de Dunn con correccion de Bonferroni y se
determind que todos los grupos de irrigantes presentan diferencias estadisticamente significativas
con el grupo control (p:<0,05), asi mismo entre el NaCIO 5.25% y los demas grupos de estudio
existen diferencias(p:<0,05). Por el contrario, no se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos NAC 100 y 200 (P=0,45).

Por otra parte, se evidencio que los irrigantes evaluados reducen en mas 40% la carga microbiana
de E. faecalis y que los dientes tratados con NaClO presentaron el mayor porcentaje de reduccion

(99,9%), mientras que el NAC100 presentd el menor (49,6 %).

Tabla 6. Indicadores de eficacia clinica de los irrigantes evaluados

Grupo Curados No RT RNT RAR NNT  Eficacia%
curados
NAC100mg 0 12 1 NA 0 ND 0
NAC200mg 0 9 1 NA 0 ND 0
NaClO 5.25% 10 3 0,23 NA 0,77 1.29 76,92
SS 0 11 1 1 0 ND NA

Para determinar la eficacia de los irrigantes se evalud la capacidad curativa de cada
irrigante, donde NAC 100 y NAC 200 mostraron una tasa de riesgo (RT) de 1 y no lograron casos
de curacion, sin embargo, la eficacia reportada (0%) se refiere especificamente a la curacion
completa, y aunque NAC no presenta una eficacia del 100% se evidencia que en concentraciones

de 200 mg logra una reduccién considerable de la carga microbiana. NaClO 5.25% presento la
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mayor eficacia (76.92%) con una tasa de riesgo (RT) de 0,23 lo cual indica una reduccién del 77%
en el riesgo respecto al control, logrando 10 casos curados de 13 tratados.

A través de la técnica de SEM, se consolidaron Microfotografias del sistema del conducto
radicular de los dientes tratados y se evidencid que, en los dientes irrigados con NaClO, el conducto
principal y los tabulos se observan libres de biofilm de E. faecalis y con pocos residuos de barrillo
dentinario. En el caso de los dientes tratados con NAC100mg y 200mg, se observo abundante
barrillo dentinario, asi como una capa de “biopelicula” de E, faecalis a lo largo de todo el sistema.
Finalmente, en el grupo control irrigado con NaCl se evidencia una capa densa que recubre
totalmente el sistema del conducto radicular impidiendo identificar tabulos dentinarios (Ver figura

12).

Figura 12. Microfotografias tomadas con microscopio de barrido electrénico (SEM) de
conductos radiculares de dientes humano contaminado In vitro con E. faecalis (ATCC29212) e
irrigados con diversas sustancias.

SR
ok

SEM HV: 30.0 KV WD: 14.51 mm MIRA3 TESCAN
View field: 13.8 pm Det: BSE 2pm
SEM MAG: 10.00 kx |Date(m/dly): 10/03/24 Performance in nanospace

p= TR, 41 J
SEM HV: 30.0 kV WD: 15.38 mm MIRA3 TESCAN
View field: 13.8 pm Det: BSE
SEM MAG: 10.0 kx | Date(m/dly): 10/03/24 Performance in nanospace
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A. Microfotografia del sistema del conducto radicular de diente irrigado con B. Microfotografia del sistema del conducto radicular de diente
NAC 100. La imagen sugieren una densa capa de biofilm bacteriano irrigado con NAC 200. En la imagen se puede observar zona de
adherido a las superficies dentinarias evidenciando agrupaciones cocoides tubulos dentinales permeables, también se pueden observar zonas de
“cubiertas” con matriz extracelular penetrando los tubulos dentinarios densas sobrepuestas sobre algunos tlbulos que se pueden asociar a
material generado durante el proceso de instrumentacion de la
muestra asociado al barrillo dentinario que no fue eliminado durante

el proceso de irrigacion.

SEM HV: 30.0 kV WD: 15.55 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 30.0 kV WD: 15.55 mm I MIRA3 TESCAN
View field: 138 pm Det: BSE 20 pm View field: 27.7 pm Det: BSE 5um
SEM MAG: 1.00 kx | Date(m/dly): 10/03/24 Performance in nanospace SEM MAG: 5.00 kx | Date(m/dly): 10/03/24 Performance in nanospace

C. Microfotografia de sistema del conducto radicular de diente D. Microfotografia de sistema del conducto radicular de diente
irrigado con NaClO. Se observan en algunas zonas irregularidades y  irrigado con NaClO se observa en la superficie una capa minima de
presencia de barrillo dentinario. Sin embargo, se observan paredes y  residuo que pueden estar asociados a barrillo dentinario ocasionado

tabulos dentinarios sin biofilm posterior a la irrigacion durante el proceso de preparacion del diente.
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SEM HV: 30.0 kV wh:1465mm | | MIRA3 TESCAN SEM HV: 30.0 KV WD: 14.75 mm MIRA3 TESCAN

View field: 13.8 pm Det: SE View field: 27.7 pm Det: SE
SEM MAG: 10.0 kx | Date(m/dly): 10/03/24 Performance in nanospace SEM MAG: 5.00 kx | Date(m/dly): 10/03/24 Performance in nanospace

E. Microfotografias del sistema del conducto radicular de dientes F. Microfotografias del sistema del conducto radicular de dientes
irrigados con NaCl, se pueden observar densas redes de biofilm irrigados con NaCl, la imagen sugiere una red de fibras colagenas
bacteriano adherido a las superficies dentinarias, se evidencia en el espacio del conducto radicular entrelazadas entre si y en ellas
agrupaciones cocoides cubiertas por matriz extracelular que se observan agrupaciones cocoides asociadas a la formacion de un
penetran los tibulos dentinales. biofilm a nivel de los tibulos dentinales.

4. Discusion
Este estudio evalud la eficacia de la NAC como irrigante frente a E. faecalis, NAC se usé
en dos concentraciones NAC 100mg (Choi et al., 2017) y NAC 200mg (Quah et al., 2017) con el
objetivo de determinar su eficacia en la desinfeccién de conductos radiculares, gracias a sus
propiedades mucoliticas y antioxidantes. NAC se presenta en la literatura como una alternativa
prometedora, principalmente por su capacidad para degradar biopeliculas y con ello podria
potenciar la eliminacion de microorganismos persistentes en el sistema de conductos radiculares.
Los resultados de este estudio demuestran que NAC, en concentraciones de 100 mg y 200
mg, reduce significativamente la carga microbiana de Enterococcus faecalis en conductos

radiculares, aunque con una eficacia inferior al NaClO al 5.25%, el cual mostré el mayor



EVALUACION EX VIVO DE IRRIGANTES ENDODONTICOS 47

porcentaje de reduccién bacteriana (100%) y eficacia clinica (76.92%); no obstante, su alta
citotoxicidad limita su uso seguro ya que presenta un pH extremadamente alcalino (11-12,9), lo
cual induce el dafio tisular severo (Marcela et al., 2015), estudios in vitro demuestran que inhibe
la migracion de neutréfilos y causa marcada injuria celular, lo que explica complicaciones clinicas
como dolor intenso, edema, hemorragia y necrosis cuando hay extrusion tejidos periapicales o
blandos (Bystréom & Sunvqvist, 1985).

Estos hallazgos sugieren que la NAC podria considerarse como un irrigante coadyuvante
en endodoncia, especialmente en casos donde el NaClO esté contraindicado, como en pacientes
con alergias o sensibilidad tisular (Aldini et al., 2018).

Estudios previos como el de Choi et al, 2017 reportan que NAC 100mg presenta eficacia
en la eliminacion y degradacion de células presentes en biopeliculas endoddnticas maduras
multiespecie, (Actinomyces naeslundii, Lactobacillus salivarius, Streptococcus mutans vy
Enterococcus faecalis), en bloques de dentina humana estéril, por lo cual también se determino
que la dentina no afecta la actividad de NAC 100mg (Choit et al, 2018), diferente a otros irrigantes
como la CHX donde se observo que la dentina inhibe la actividad antibacteriana( (Portenier et al.,
2001). Estos hallazgos sugieren el potencial de NAC en el tratamiento del conducto radicular. Sin
embargo, en nuestro trabajo la eficacia fue mucho menor, lo cual podria relacionarse con que su
mecanismo de accion y eficacia pueden variar segun las condiciones del pH lo cual puede influir
en los resultados y dicho parametro no se tuvo en cuenta en este estudio.

La NAC actua como agente mucolitico, rompiendo los puentes disulfuro en la matriz
extracelular de las biopeliculas, esta accién facilita la penetracion de otros agentes

antimicrobianos, como se demostré en el estudio de Khosravi et al, 2019 donde se destacé que el
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efecto antibiofilm de la NAC depende criticamente de factores como el tiempo de exposicién
(6ptimo >3 minutos), el pH del medio y la presencia de coadyuvantes.

Segun Darrag ,2013 el mecanismo de accion de NAC se atribuye principalmente a su grupo
tiol (-SH), que reacciona con los enlaces disulfuro de las proteinas bacterianas, causando dafios
irreversibles en estructuras esenciales para el crecimiento y metabolismo bacteriano. Este efecto
es particularmente relevante contra biopeliculas maduras, donde la NAC mostré una proporcion
significativamente mayor de células muertas (0.94 £ 0.17) en comparacién con otros irrigantes
cuando se evalué mediante microscopia.

Estos hallazgos sugieren que la NAC podria emplearse efectivamente como coadyuvante
en protocolos de irrigacion combinada, particularmente en casos de infecciones persistentes o
retratamientos endodonticos. Sin embargo, es importante considerar las limitaciones sefialadas por
Khosravi et al,2019 que coinciden con nuestras observaciones: la eficacia de la NAC como agente
anico, aunque significativa, no alcanza los niveles del NaClO en su concentracion estandar.

La reduccion del 49,6 % y 66,6 % observada con NAC 100 mg y NAC 200 mg,
respectivamente, corrobora estudios previos que destacan su capacidad para disrumpir biopeliculas
bacterianas mediante la ruptura de puentes disulfuro (Quah et al., 2012; Choi et al., 2017). Sin
embargo, la amplia variabilidad en los rangos de UFC/mL (60-257,000) sugiere gque su eficacia
podria depender de factores como la madurez del biofilm o la anatomia del conducto, limitaciones
propias de los modelos ex vivo (Swimberghe et al., 2018).

A diferencia del NaClO al 5.25%, que logr6 un 76.92% de casos curados (10/13), la NAC
100 y 200mg no alcanz6 curacién completa en ningun caso (eficacia 0%). Esto podria atribuirse a
su mecanismo de accion, que, aunque efectivo para reducir la carga bacteriana, no garantiza la

esterilizacion completa requerida en endodoncia (Siqueira & Rocas, 2021). No obstante, su perfil
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de biocompatibilidad y propiedades mucoliticas podrian justificar su uso combinado con otros
irrigantes para mejorar la penetracion en areas anatdbmicamente complejas (Alghamdi et al., 2022).

Como se observa en nuestro estudio y confirma Darrag, 2013, el NaClO al 5.25% sigue
siendo el irrigante mas efectivo. El estudio de Darrag report6 que el NaClO 5.25% fue
particularmente eficaz contra Streptococcus mutans (3.91 £ 0.12 log UFC) en comparacion con E.
faecalis (6.09 + 0.18 log UFC), sugiriendo diferencias en la sensibilidad bacteriana que podrian
explicar por qué en nuestro trabajo el NaCIO 5.25% logro eliminar completamente la carga
microbiana en el 76.92% de los casos.

Este estudio presenta limitaciones que deben considerarse al interpretar los resultados. En
primer lugar, el modelo ex vivo con dientes extraidos no replica completamente las condiciones
clinicas in vivo, donde factores como la respuesta inmune del huésped podrian influir en la eficacia
de los irrigantes. Ademas, el corto tiempo de seguimiento del estudio y la cantidad de la muestra
no son significantes; finalmente, la heterogeneidad en los resultados de los grupos de NAC 100 y
200mg (evidenciada por los amplios rangos de UFC/mL) sugiere que factores como las variaciones
anatomicas entre los dientes o diferencias en la madurez del biofilm podrian haber influido en los
resultados, lo que amerita estudios mas controlados para establecer protocolos estandarizados.
Estas limitaciones, comunes en estudios piloto, resaltan la necesidad de futuras investigaciones
que incorporen modelos mas cercanos a las condiciones clinicas reales.

En conclusion, nuestros hallazgos muestran que la NAC en las dos concentraciones
evaluadas son una alternativa para combatir E. faecalis en la practica endodontica. Es importante
continuar investigando su uso en endodoncia para mejorar los protocolos de desinfeccion. La NAC
tiene el potencial de contribuir al éxito del tratamiento endoddntico, y su uso en combinacion con

otros irrigantes o técnicas de activacion podria potenciar su efecto antibacteriano.
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6. Conclusiones

La N-Acetilcisteina tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de E. faecalis y podria
funcionar como una alternativa de sustancia irrigante al momento de desinfectar el conducto
radicular durante el tratamiento de endodoncia, sin embargo, esta capacidad es menor a la que
tiene el NaClO al 5,25% que logro una reduccion del 100% en los recuentos de UFC y una eficacia
del 76.92%. Esto reafirma que el NaCIlO sigue siendo el irrigante de eleccién para la desinfeccion
endododntica debido a su accion bactericida y disolucion tisular. NAC, por sus propiedades
antioxidantes y bactericidas, podria representar una alternativa prometedora en contextos
especificos 0 como coadyuvante en los protocolos de irrigacion final, pero se requieren estudios

adicionales para validar su aplicacion clinica.

7. Recomendaciones
Evaluar la eficacia de la N-Acetilcisteina en otros estudios, ya que un estudio ex vivo esta
sujeto a tener errores o sesgos al tratar de simular unas condiciones reales.
Realizar estudios donde se prueben otras concentraciones de N-Acetilcisteina, y su
mecanismo de accién en combinacidn con otros irrigantes.
Determinar la eficacia de N-Acetilcisteina frente a otras especies bacterianas comunes en

patologias pulpares.
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Apéndices

Apéndice A. Operacionalizacion de variables.

Variable Definicion Definicion Nomenclatura Medicion  Valor que
conceptual operativa de escala asume la
variable
Sustancia  Sustancia Capacidad de Cualitativa Nominal NAC 100%:
irrigante utilizada  para sustancia en 0
utilizada desinfectar, diferentes NAC 200%:
limpiar y reducir concentraciones 1

carga

para inhibir el
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antimicrobiana crecimiento de NaOH
presente en los E. faecalis. 5.25%: 2
conductos. NaCl 0.85%:
3
Tipo de Clasificacion que Pieza utilizada Cualitativa Nominal  Incisivo: 0
diente se le da al diente para simular el Canino: 1
segun su tratamiento Premolar: 2
morfologia y endodontico e
funcion. inoculacion de
E, faecallis.
Carga Numero de Numero de Cuantitativa Razon Numero en
microbiana microorganismos unidades notacion
de E. como resultado formadoras de cientifica.
faecalis de la colonias antes y

contaminacién
de un objeto.

después de la
irrigacion.
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Apéndice B. Instrumento.

PRIMER CLAUSTRO UNIVERSITARIO DE COLOMBIA
BUCARAMANGA

UNIVERSIDAD SANTO TOMAS

Evaluacion de la eficacia ex vivo de la N-acetilcisteina fentre a E. faecalis
TIPO DE DIENTE
NO. DIENTE INCISIVO: 0 CANINO: 1 PREMOLAR: 2

SUSTANCIA IRRIGANTE UTILIZADA
NAC 100: 0 NAC 200: | NaCIO NaCl: 3
1 12

RECUENTO UFC
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Apéndice C. Plan de analisis estadistico.

OBJETIVO VARIABLE NATURALEZA |MEDIDA DE
A TRATAR REFERENCIA
Efectividad Sustancia  |Cualitativa Frecuencias
sustancia irrigante absolutas
irrigante. utilizada porcentajes
Clasificacion del |Morfologia |Cualitativa Frecuencias
tipo de diente. absolutas
porcentajes
Numero de Carga Cuantitativa Medidas de
microorganismos |microbiana dispersion.
presentes posterior
a la irrigacion. Medidas de
tendencias
centrales
Prueba de

normalidad
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