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RESUMEN

El fracaso de tratamiento de endodoncia se debe principalmente a que algunas bacterias
logran sobrevivir a los procedimientos de desinfeccion, tanto del canal radicular, como de
sus materiales de obturacion como la gutapercha. El objetivo del presente estudio
experimental in vitro fue determinar el efecto antibacteriano de compuestos de célices de
jamaica (Hibiscus sabdariffa) variedad Tecoanapa de Guerrero en la inhibicion de
Enteroccoccus faecalis y Streptococcus sanguinis sobre puntas de gutapercha. Para ello
se utilizaron extractos acuosos, etanolicos, acetonicos y de acetato de etilo a partir de
calices de Hibiscus sabdariffa variedad Teconapa de Guerrero, comparados con la
actividad de irrigantes y desinfectantes que se utilizan actualmente en endodoncia como
hipoclorito de sodio (NaClO), EDTA® vy clorhexidina utilizando técnica de difusion en
placa mediendo los halos de inhibicién. También se determiné la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y la Concentraciébn Minima bactericida (CMB) de los extractos
mediante el método de macro dilucion en caldo y técnica de vertido en placa. Se utilizo
ademas un experimental in vitro en puntas de gutapercha para determinar la adherencia
bacteriana y el efecto antimicrobiano en medio de cultivo de los extractos de calices de H.
sabdariffa .Los experimentos se replicaron tres veces. Se realiz6 un analisis exploratorio
de datos para comprobar los supuestos de igualdad de varianzas y distribucion normal de
errores de los resultados obtenidos de la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos
calices de H. Sabdariffa e irrigantes intraconducto. Los logaritmos de las UFC se
analizaron con el programa estadistico Statgraphics Centurion para el analisis de varianza
de una sola via (ANOVA). Se realiz6 comparacion de medias con la prueba de Tukey. Los
resultados mostraron que todos los extractos de calices de Hibiscus sabdariffa mostraron
actividad antimicrobiana bactericida en las bacterias patdgenas estudiadas teniendo
resultasos similares a hipoclorito y clorhexidina. Los extractos con mejores resultados
fueron los de acetato de etilo y acetona. Los componentes bioactivos de estos extractos
son potenciales para su posterior uso en pruebas como irrigante intraconducto.

Palabras clave: Hibiscus sabdariffa, Enterococcus faecalis, Streptococcus sanguinis,

actividad antimicrobiana, irrigantes intraconducto, puntas de gutapercha
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ABSTRACT
Failure of endodontic treatment is mainly due to the fact that some bacteria survive the

disinfection procedures, both of the root canal and of its filling materials such as gutta-
percha. The objective of this in vitro experimental study was to determine the antibacterial
effect of compounds from calyxes of jamaica (Hibiscus sabdariffa) variety Tecoanapa de
Guerrero on inhibition of Enteroccoccus faecalis and Streptococcus sanguinis on gutta-
percha tips. Aqueous, ethanolic, acetonic and ethyl acetate extracts from H. sabdariffa
variety Teconapa de Guerrero were used compared with the activity of irrigators and
disinfectants currently used in endodontics such as sodium hypochlorite (NaClO),
EDTA® and chlorhexidine using sing plate diffusion technique to measure inhibition
halos. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal
Concentration (BMC) of the extracts were also determined by the macro dilution in broth
method and plate pouring technique. An in vitro experiment on gutta-percha tips was also
used to determine the bacterial adhesion and antimicrobial effect calyxes extracts of H.
sabdariffa in culture medium The experiments were repeated at least three times. An
exploratory analysis of data was performed to verify the equal variance and normal error
distribution assumptions of the in vitro antimicrobial activity results for calyxes extracts
of H. sabdariffa and intra-conduit irritating extracts. The logarithms of the CFU were
analyzed with the statistical program Statgraphics for the analysis of variance of a single
path (ANOVA). Comparison of averages with the Tukey test. The results showed that all
extracts based on calyxes of Hibiscus sabdariffa showed bactericidal antimicrobial
activity in the pathogenic bacteria studied. The best performing extracts were those of
ethyl acetate and acetone. The bioactive components of these extracts are potential for

further use in tests as an intraduct irrigator.

Keywords: Hibisus sabdariffa, Enterococcus faecalis, Streptococcus sanguinis,

antimicrobial activity, irritating intraduct, gutta-percha
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I. INTRODUCCION
Las enfermedades de la cavidad oral son un problema de salud publica para muchos paises
del mundo. Dentro de las patologias con mas prevalencia se encuentra la caries dental, esta
logra acceder a los tejidos mas profundos del diente como la pulpa dental afectando este
tejido que da irrigacion e inervacion a estos dérganos dentarios causandoles procesos

infecciosos.!

Una opcion para tratar dientes ampliamente destruidos por esta patologia es realizar un
tratamiento de conductos también conocido como endodoncia, cuyo objetivo principal es
lograr una minuciosa limpieza mecénica y quimica del sistema de canales radiculares, para
luego sellarlos tridimensionalmente con un material inerte como la gutapercha y asi prevenir

su reinfeccion. 2

Posterior a esto, se procede a la rehabilitacion de la corona dentaria, con lo que se logra
finalmente limitar el dafio por caries dental y prevenir la pérdida de dientes. A pesar de que
este tipo de terapias tienen un prondstico favorable si se indican de forma adecuada, la
literatura sefiala que existe la posibilidad de fracaso. Una de las principales causas de fracaso
en los tratamientos de endodoncia es la remocion incompleta del tejido pulpar o de los
microorganismos presentes en los tabulos dentinarios. Estos microorganismos tienen la
capacidad de sobrevivir a los procedimientos biomecanicos o haber invadido los canales

radiculares a través de la filtracion coronal en dientes con raices obturadas.®

Diversos estudios han revelado que la microbiota presente en los canales radiculares de raices
con tratamiento endodontico difiere de la que normalmente se encuentra en los dientes no
tratados. En este sentido, referente a los microrganismos, la literatura sefiala que las bacterias
mas frecuentemente encontradas en tratamientos realizados por primera vez, asi como en
aquellos con recidiva de infeccion, se limitan a una variedad muy especifica de
microorganismos, donde predominan especies Gram positivas, anaerobias facultativas, entre
las que destacan Prevotella, Fusobacterium, Lactobacillus, Streptococcus, Clostridium y
Enterococcus faecalis, asi mismo, se encuentran otras como Streptococcus sanguinis que no
es propia del conducto, pero se encuentra también en el biofilm dental y nos sirve como
referente del comportamiento bacteriano ante la actividad antimicrobiana de nuestros

extractos e irrigantes. Estas bacterias han sido aisladas tanto al interior del sistema de canales
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radiculares como en lesiones periapicales. También se ha encontrado en dientes infectados
sin historia de tratamiento de endodoncia previo, pero donde se observa con mayor frecuencia
es en dientes que han presentado recidiva, es decir, fracaso del procedimiento endodontico.*

Las soluciones desinfectantes e irrigantes intraconducto que se han utilizado en los ultimos
afios han presentado resultados parcialmente exitosos puesto que la ciencia estd generado
constantemente cuestionamiento acerca de su uso y efectos no benéficos en distintos
pacientes que van desde quemaduras en tejidos circundantes hasta efectos toxicos o
anafilacticos, por lo que es importante buscar alternativas con productos naturales con efecto

antimicrobiano contra patologias infecciosas radiculares.
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1. GENERALIDADES

2.2 Microbioma bucal y tejidos que conforman al diente

La ecologia bucal humana ha sido estudiada desde tiempos remotos, es diversa y compleja,
comprende bacterias, micro eucariotas, arqueas y virus; esta se encuentra elaborada y
estructurada de tal forma que el intercambio metabdlico de un estado local se encuentra
explicado por distintos microambientes de la cavidad oral. Recientes estudios han
demostrado la existencia de méas de 700 especies bacterianas. La microbiota oral tiene un
papel importante en la salud bucal, ya que las enfermedades bucales mas prevalentes, la

caries dental, la enfermedad periodontal, tienen etiologias principalmente microbianas.®

La composicion del microbioma oral se determina a lo largo de la vida de los seres humanos
por factores que incluyen la genética del huésped y la trasmision materna, asi como por
factores ambientales, como habitos alimentarios, la practica de higiene bucal, los
medicamentos, los niveles de estrés y los factores sistémicos. En lugar de ser fija, la
composicion de la microbiota oral cambia a lo largo de la vida, en consonancia con el hecho
de que es un entorno dinamico.’

Un diente es una estructura anatémica calcificada que se localiza en la cavidad oral de
multiples especies y que en los humanos tiene como diferentes funciones, como la
masticacién y fonacion. Los dientes estan compuestos de multiples tejidos de diferente
densidad y dureza: como el esmalte (el tejido méas externo y duro) compuesto en gran parte
por minerales como, el calcio, que lo hacen resistente a la masticacion y al desgaste;
asimismo, la dentina (debajo del esmalte) un tejido duro y poroso que contiene fibras de
Tomes que son prolongaciones de los odontoblastos contenidos en la pulpa; otro tejido es el
cemento (recubre la raiz del diente) que permite una fijacién en el hueso maxilar y la pulpa

(el tejido blando interno con nervios y vasos sanguineos).®

2.3 Caries, enfermedad pulpar y periapical como resultado de disbiosis en el
microbioma bucal

La caries dental es una enfermedad bucodental multifactorial grave que provoca la
desmineralizacion de los tejidos duros del diente y afecta a méas de la mitad de la poblacion

mundial. Es el resultado de una disbiosis dental, esto ocurre cuando el equilibrio natural de
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bacterias beneficiosas y patdgenas en la boca se altera, este desequilibrio en el microbioma
oral que permite la proliferacion de bacterias productoras de acido, como Streptococcus
mutans y lactobacilos, las cuales metabolizan azlcares y producen &cidos que desmineralizan
el esmalte dental, causando las cavidades caracteristicas de la caries. Se encuentra asociada
a distintos factores relacionados como el sexo, estado nutricional, tipo de denticion,

educacion, condiciones de vida, nivel economico y el tipo de area demografica.’

Las enfermedades pulpares y periapicales, son enfermedades bucales con mayor prevalencia,
suelen ser el resultado de un dafio irreversible a la pulpa dental como resultado de estimulos
intensos y severos, como caries dental, traumatismo accidental o causas iatrogénicas.'
Dentro de las paredes dentinarias se localiza la pulpa dental, que es un tejido vascularizado
e inervado que proporciona diversas funciones al diente, como responder a sefiales externas,
proporcionar nutricion y mejorar la sensibilidad neuronal reparando a través de la
mineralizacion.” La pérdida de este tejido hace que el diente pierda vitalidad y por tanto
requiera de tratamiento endodontico. La terapia de conducto radicular es un tratamiento
clasico y eficaz utilizado en la practica dental con tasas de éxito aceptables para el tratamiento

de estas enfermedades. 1% 11

2.3.1 Clasificacion de enfermedad pulpar y periapical

La etiologia de la afectacion pulpar puede estar derivada por distintas razones, una de ellas
son las infecciones que son producidas por microorganismos, en su mayoria anaerobios y
bacterias Gram negativos, que son una de las causas mas importantes que pueden afectar la
pulpa.t? Algunos autores confirman la importancia de estos microorganismos como causantes
de dichas patologias. Esta infeccion puede llegar a la pulpa a través de la corona o de la raiz
del diente. Las caries, las fisuras o fracturas y los defectos del desarrollo dentario son las
causas mas frecuentes de infeccion a través de la corona. Por la raiz, son caries del cuello,

bolsas periodontales y las bacteremias.?

Asi mismo se encuentran otras causas como los traumatismos dentoalveolares que pueden
provocar luxaciones dentales, fisuras o fracturas coronales, radiculares o combinadas; asi
mismo otras patologias, como el bruxismo o la abrasién dental y otras casusas iatrogénicas

en la preparacion incorrecta de cavidades o desgastes dentales.'*
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La patologia pulpar y periapical es un proceso que se desarrolla como una respuesta
inflamatoria como un mecanismo directo e inmunitario. Los mecanismos directos son
considerados los microorganismos que acceden a la pulpa a través de los tabulos dentinarios
expuestos por caries, traumatismos o factores irritantes.*®

La patologia pulpar en forma de pulpitis y necrosis produce alteracion periapical, ademas la
etiologia iatrogénica debido a la sobre instrumentacion o sobre obturacion en los tratamientos
de conductos radiculares. Para su diagndstico se requiere pruebas radiogréficas y de

sensibilidad a ciertos estimulos.'®

2.3.1.1 Pulpa clinicamente normal

La pulpa dental es un tejido altamente vascularizado e inervado ubicado dentro de las paredes
dentinarias rigidas, y realiza varias funciones, como responder a sefiales externas,
proporcionar nutricién y mejorar la sensibilidad neuronal reparando la pulpa a través de la
mineralizacion. Clinicamente el tejido pulpar se encuentra asintomético y responden a
pruebas de sensibilidad pulpar. El tejido pulpar esta libre de sintomas responde a pruebas de
sensibilidad, no hay evidencia de sintomatologia espontanea como se muestra en la tabla 1
donde podemos encontrar el resultado de estas diversas pruebas, su intensidad y duracion.
La imagen radiografica no presenta cambios en tejidos periapicales, no se observa

reabsorcion, caries o exposicion mecanica a la pulpa.t’ 1819

Tabla 1. Validacion de pruebas de sensibilidad pulpa clinicamente normal

Prueba Resultado*  Intensidad Duracion Especificidad
%

Térmica frio + Leve/moderada  Desaparece, 1 a 2 segundos 70-92
después de retirar el estimulo

Teérmica - 41-81

calor

Eléctrica + Leve/moderada  Desaparece al retirar el estimulo 92-93

Cavitaria + Leve/moderada  Desaparece al retirar el estimulo

Percusion - 51

Palpacion -
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Movilidad -

*  + Resupuesta positiva a esta prueba - Respuesta negativa a esta prueba

2.3.1.2 Pulpitis reversible

Cuando la pulpa es estimulada se puede dar el siguiente diagnostico clinico, la pulpitis
reversible que esta basado en hallazgos objetivos y subjetivos, indicando que la inflamacion
puede resolverse y la pulpa podria regresar a la normalidad. Se presenta en obturaciones
fracturadas o destapadas, tratamientos restaurativos recientes con sensibilidad posoperatoria,
caries, abrasion, trauma, retracciones gingivales. Esto por la exposicion de los tubulos
dentinarios que contienen a las fibrillas de Tomes que transmiten al diente cierta sensibilidad,
el paciente puede presentar leve a moderada incomodidad, sin antecedentes de dolor
espontaneo o severo ante la aplicacion de estimulos térmicos, respuesta rapida, de corta
duracion, caracterizados por dolores leves que desaparecen pocos segundos después de retirar
el estimulo como se muestra en la tabla 2. En caso de pérdida parcial de la estructura dental,

dolor leve al morder. No videncia de dolor a la percusion o palpacion.t’ 1819

Tabla 2. Validacién de pruebas para pulpitis reversible

Prueba Resultado *  Intensidad Duracion Especificidad %

Térmica frio  ++ Hipersensible Desaparece al retirar el 68-92
estimulo

Térmica calor  +/- Nula a leve 68-86

Eléctrica + Aumentada 71-98

Cavitaria + Aumentada

Percusion -

Palpacion -

Movilidad -

* + Respuesta positiva a esta prueba - Respuesta negativa a esta prueb

2.3.1.3 Pulpitis irreversible asintomatica

Cuando el nervio del diente se encuentra ya invadido, se presenta una pulpitis irreversible
asintomatica, siendo el diagndstico clinico basado en hallazgos subjetivos y objetivos, que

indican que la pulpa vital inflamada es incapaz de cicatrizar, presenta caracteristicas como
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carencia de sintomatologia, pero con proceso inflamatorio que puede avanzar hasta la
necrosis. Caries de larga evolucién, profunda con o sin exposicién pulpar aparente,
recubrimiento pulpar directo, restauraciones profundas, preparaciones cavitarias, persistencia
de una agresion de baja intensidad y larga duracion como se muestra en la tabla 3. La imagen
radiogréafica no evidencia cambios en la zona periapical, en algunos casos se relaciona con la
imagen de osteitis condensante, incremento en los patrones de trabéculado 6seo, radio-

opacidad periapical 1" 181

Tabla 3. Validacion de pruebas para pulpitis irreversible asintomatica

Prueba Resultado * Intensidad  Duracion Especificidad %

Térmica + Leve/ De§aparece al retirar el 68-92

Térmica + Leve/ 68-86

calor Moderada

Eléctrica +/- Leve/ 71-98
Moderada

Cavitaria  +

Percusion - Negativa/ Desaparece al retirar el 70
Leve estimulo

Palpacion - Variable

Movilidad -

* + Respuesta positiva a esta prueba - Respuesta negativa a esta prueba

2.3.1.4 Pulpitis irreversible sintomatica

La causa mas comun es la invasion bacteriana de la pulpa por caries, a pesar de que las otras
causas tales como quimicas, térmicas 0 mecanicas, también pueden dar esta consecuencia.
Una pulpitis reversible puede deteriorarse en irreversible. El diagndstico esta basado en
indicar que el tejido pulpar es incapaz de cicatrizar. Debido a la caries obturaciones
destapadas, extensas, enfermedades endoperiodontales, atricion recubrimiento pulpar
directo. El dolor es prolongado, persistente, espontaneo, referido o de aparicion inmediata a
la estimulacion térmica, hiperosmotica con aumento de calor, sensacion transitoria de alivio

a muy bajas temperaturas como se muestra en la tabla 4; la respuesta a multiples estimulos,
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puede ser pulsatil, localizado, referido o irradiado, relacionado con cambios posturales y de
aparicion nocturna. Puede haber o no dolor a la percusion y sensibilidad al morder. Requiere

toma de analgésicos.

Radiograficamente la corona se asocia evidentemente del factor etiologico con la cavidad
pulpar. Si el proceso inflamatorio se extiende hacia el &rea periapical, se observa aumento
del espacio del ligamento periodontal .1’ 1819

Tabla 4. Validacion de pruebas para pulpitis irreversible sintomatica

Prueba Resultado *  Intensidad Duracion Especificidad %
Térmica ++ Aumentada Se mantiene al retirar el 68-92

frio estimulo, prolongado.

Térmica +++ Aumentada 68-86
calor

Eléctrica ++ Moderada 71-98
Cavitaria ++++ Severa

Percusion  ++ Severa 70
Palpacion -

Movilidad  + Sensacién de Al aplicar la prueba

diente extruido

*+ Respuesta positiva a esta prueba - Respuesta negativa a esta prueba

2.3.1.5 Necrosis pulpar

La necrosis pulpar es la categoria de diagndstico clinico que indica la muerte del tejido pulpar
usualmente presenta respuesta negativa ante test de sensibilidad, el diente presenta
traslucidez dental alterada por hemolisis de glébulos rojos durante el proceso de
descomposicion del tejido pulpar cambio de color coronal, con tonalidad parda, verdosa o
grisdcea. Puede presentar caries profunda, restauracion desalojada, microfiltracion o
exposicion al medio oral. Normalmente asintomatica con respuesta leve a estimulos de calor,
como se muestra en la tabla 5; la apariencia radiografica es variable, si la lesion bacteriana

avanza se observara alteracion en el area periapical.1® 171
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Tabla 5. Validacion de pruebas para necrosis pulpar

Prueba Resultado * Intensidad Duracion Especificidad %
Térmica frio - Se mantiene al retirar el 68-92
estimulo, prolongado.

Térmica -[+ Ocasional 68-86

calor

Eléctrica - 71- 98

Cavitaria -

Percusion - 70
Palpacion - 68-86

Movilidad 68-92

*  + Resupuesta positiva a esta prueba - Respuesta negativa a esta prueba

2.3.2. Bacterias patdgenas implicadas en enfermedad pulpar y periapical

Existen factores quimicos y fisicos que pueden inducir la inflamacion perirradicular, la
evidencia indica que los agentes microbiologicos son esenciales en la progresion y
perpetuacion de la patologia inflamatoria perirradicular. Miller en 1980, fue el primero en
demostrar la invasién de los tabulos dentinarios de la dentina cariada y no cariada e informé

que en la microflora tubular se encontraban cocos y bacilos.’

El conducto infectado constituye el principal motivo de irritacion persistente en los tejidos
perirradiculares, ademas, los microorganismos implicados en las infecciones interradiculares

y extrarradiculares son los que producen mayor fracaso en la terapia endodontica.*®

2.3.2.1 Enterococcus faecalis

Los enterococos son microorganismos anaerobios facultativos Gram positivos que se pueden
encontrar individualmente, en parejas 0 como cadenas cortas; estos crecen en medios con
presencia 0 ausencia de oxigeno y pueden sobrevivir en ambientes desfavorables con pH
alcalino. Son resistentes a las sales biliares, detergentes, metales pesados, etanol, acidos y
desecacion. Pueden crecer en temperaturas de 10- 45 grados centigrados y sobrevivir hasta

60 grados centigrados por 30 minutos; es la especie encontrada con mayor frecuencia en los
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conductos de dientes en tratamiento de endodoncia tienen prevalencias que rondan el 90 %
de los casos. El hecho de que esta bacteria se encuentre méas habitualmente en dientes tratados
0 cuando se han realizado varias citas o se ha dejado abierto el diente para drenaje sugiere

que invade y coloniza de manera secundaria el conducto y luego se hace persistente.®

2.3.2.2 Streptococcus sanguinis

Es un organismo Gram positivo de la variedad de Streptococcus viridians, considerado un
colonizador fronterizo comensal de los dientes y una de las especies mas comunes en la
biopelicula oral. La placa dental, las caries y la gingivitis/periodontitis son causadas por la
disbiosis de la flora oral este microorganismo; tambien se encuentra en la sangre, o en las
vélvulas cardiacas en la endocarditis subaguda e infrecuentemente en la saliva y en las
muestras faringeas. Las formas L se asocian con la estomatitis aftosa recurrente. Una vez que
entra en la circulacion sanguinea y se adhiere o coloniza valvulas se asocia a la causa mas
comun de endocarditis bacteriana subaguda. Algunos autores tambien la han encontrado
presente en los conductos radiculares ya que en infecciones secundarias o absesos se

encuentra flora tanto aerobia, anaerobia y microorganismos facultativos.?

2.4 Endodoncia

La endodoncia representa una disciplina clinica que comprende el desarrollo de actividades
académicas especializadas en microbiologia, biologia oral, patologia, epidemiologia,
radiologia y biomateriales; todas al servicio del diagndstico, la prevencién y el tratamiento
de la patologia pulpar periapical, mediante la comparacion de los signos y sintomas propios
de cada patologia. Los tratamientos endodonticos, tanto quirdrgicos como no quirdrgicos,
tienen una alta tasa de éxito en el tratamiento y la prevencion de la periodontitis apical cuando
se realizan segun los principios clinicos estandar y aceptados. Sin embargo, en algunos casos
persisten lesiones periapicales endoddncicas, por lo que se debe considerar un tratamiento
adicional cuando la periodontitis apical persiste. Si bien se han propuesto diversas
modalidades de tratamiento para dientes endoddncicos con periodontitis apical persistente,

se necesitan métodos menos invasivos con resultados mas predecibles.?!
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2.4.1. Irrigantes y desinfectantes utilizados en endodoncia

Son sustancias que pueden ser aplicadas de manera topica sobre tejidos vivos, teniendo la
capacidad de destruir microorganismos o de inhibir su reproduccion. Las sustancias que se
emplean sobre objetos inanimados con el mismo objetivo se denominan desinfectantes. La
diferencia entre antiséptico y desinfectante depende esencialmente de la concentracion
empleada. En dosis bajas, una sustancia puede comportarse como antiséptico, mientras que,
su concentracion mas alta, resultarian lesivas para los tejidos se emplean como desinfectante.
Los desinfectantes y antisépticos constituyen una herramienta esencial para controlar la
diseminacion de agentes infecciosos. Con su uso de manera apropiada se pueden obtener
maximos beneficios, debemos tomar en cuenta que, ningln antiséptico es universalmente
eficaz; algunos agentes quimicos son buenos como antisépticos, pero no son efectivos como

desinfectantes o ciertos desinfectantes resultan toxicos como antisépticos.?

Las sustancias quimicas actlan sobre la placa cuantitativa y cualitativamente; por ejemplo,
los agentes antiadhesivos evitan la adherencia bacteriana; las sustancias anti-putrefacciéon o
los hipocloritos son anti-adhesivos, pero son téxicos en el medio oral. Los agentes
antimicrobianos detienen o retrasan la proliferacion bacteriana. Dichas sustancias quimicas
también alteran la formacién del biofilm dental, los grupos de sustancias utilizadas en la
prevencion y control de la placa dental se muestran en la tabla 6.2° Los agentes inhibitorios
mas eficaces son aquellos cuya accion persiste en la boca durante el mayor tiempo posible,

la persistencia de la accion o sustantividad depende de varios factores:

1. Retencion prolongada por adsorcion en las superficies bucales, incluidos los dientes
cubiertos por biofilm.

2. Conservacion de la actividad antimicrobiana una vez adsorbidos.

3. Neutralizacion de la actividad antimicrobiana en medio bucal o lenta desaparicion de las

superficies.?* %
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Tabla 6. Grupos de sustancias utilizadas en la prevencién y el control de la placa dental

Grupo

Antibioticos Penicilina, vancomicina, kanamicina,
espiramicina.

Enzimas Proteasa, lipasa, nucleasas, dextranasa,

Antisépticos bisguanidicos

Compuestos de amonio cuaternario

Fenoles y aceites esenciales

Fluoruros
Agentes oxidantes
Alcoholes aminados

Sales metalicas
Detergentes

multanasa, glucosa oxidasa,
aminoglucosidasa.

Clorhexidina, alexidina, ocenitidina.
Cloruro de cetilpiridino, cloruro de
benzalconio.

Timol, hexilresorcinol, eucaliptol, triclosan.
Fluoruro sédico, monofluorofosfato sodico,
fluoruro estafioso, fluoruro de amina.
Peréxido de hidrogeno, peroxibarato
sodico, peroxicarbonato sédico.

Octapinol, delmopinol.

Estafo, zinc y cobre.

Laurisulfato sddico.

2.4.1.1 Hipoclorito

El hipoclorito de sodio (NaClO) ha sido definido por la Asociacion Americana de

Endodoncia como un liquido claro, palido, verde-amarillento, extremadamente alcalino y con

fuerte, que presenta una accién disolvente sobre el tejido necrotico y restos organicos, ademas

de ser un potente agente antimicrobiano. A pesar de que el hipoclorito de sodio es

ampliamente utilizado en endodoncia, alin no existe un consenso sobre la concentracion

ideal. Una irrigacion frecuente y copiosa con una solucién de hipoclorito de sodio al 2.5 %

de concentracion, puede mantener una reserva suficiente de cloro para eliminar un nimero

significativo de células bacterianas, compensando el efecto irritante causado por el uso de

concentracion altas.2®
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Durante la terapia endodontica, el irrigante puede ser extruido a través del foramen apical
debido al aumento de la presion positiva cuando la aguja no alcanza la longitud de trabajo,
por lo que queda atascada en el canal y no existe reflujo hacia la camara pulpar. Suele ocurrir
en dientes con longitudes radiculares largas y con algin grado de reabsorcion apical
relacionada con enfermedades que afectan el periapice. Los sintomas mas comunes en este
accidente son edema, dolor, equimosis, hemorragias, enfisema y reacciones alérgicas. En
algunas ocasiones, puede comprometer la vida del paciente dependiendo de la ubicacion del
diente, relacidn con estructuras anatomicas, espacios aponeuraticos vecinos (especialmente

sublingual y submental), que comprometen la via aérea.?’

2.4.1.2 Clorhexidina

En la odontologia es el antiséptico de eleccion para el control de placa por ser un agente de
amplio espectro con pocos efectos secundarios como también es muy usado en restauraciones
con el fin de eliminar la formacion de bacterias provocando caries secundaria, para la
irrigacion y desinfeccion de los conductos radiculares. La clorhexidina puede ayudar en
muchas otras situaciones y areas de la salud como agente antiséptico.?

Quimicamente pertenece a las biguanidas, las cuales presentan un amplio espectro
antimicrobiano, es decir que tiene accion antibacterial, antiviral y antifungica.?®

Su amplio espectro incluye varios tipos de bacterias: Gram positivas, Gram negativas,
anaerobias y aerobias, en menor proporcion contra hongos y levaduras. Tiene efecto
bacteriostatico cuando se encuentra en bajas concentraciones debido a que solo llega a
adherirse a la membrana celular bacteriana y tiene efecto bactericida en altas concentraciones
debido a que es capaz de ingresar a la célula destruyendo la membrana y provocando la
precipitacion del citoplasma, causando asi la muerte celular.®

También tiene efecto antiplaca, impidiendo la formacién de biofilm dental o destruyendo la
placa ya formada. Una de las mas importantes caracteristicas es la sustantividad, la cual
provoca la unién a superficies de la cavidad oral y posteriormente actiia como una reserva de
liberacion lenta pudiendo tener actividad antimicrobiana luego de la absorcion. 3

Los efectos secundarios mas comunes de la clorhexidina incluyen cambios en la percepcion

del sabor, manchas en los dientes y la lengua, y, en algunos casos, irritacion en la
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boca. Aungue los efectos secundarios graves son poco frecuentes, pueden incluir reacciones

alérgicas como erupciones cutaneas, urticaria, hinchazén y dificultad para respirar. 32

2413 EDTA®

El acido etilendiaminotetraacético (EDTA®) se sintetiza principalmente a partir de 1, 2-
diaminoetano (etilendiamina), formaldehido, agua y cianuro de sodio. Es una solucién acuosa
que se utiliza en endodoncia para limpiar y preparar los conductos radiculares. Tiene diversos
usos como lo es, eliminar el smear layer o barrillo dentinario, que es una capa de residuos
que se forma durante la instrumentacién del conducto, como irrigante de los conductos
radiculares donde remueve residuos dentinarios y aumenta el didmetro de los tubulos
dentinales, facilitando la accion de medicamentos intraconducto.

Asi mismo el EDTA es un agente quelante que se combina con el ion calcio y lo inactiva,
por lo que ejerce un efecto descalcificador sobre la dentina también puede erosionar la
superficie dentinaria, lo que dificulta la adaptacién del material de obturacion a las paredes

del conducto pudiendo alterar la morfologia de las paredes del conducto.®*

2.5 Materiales de obturacion en endodoncia

En la actualidad el éxito del tratamiento del conducto radicular se basa en principios amplios.
Entre ellos se incluyen la planeacion del diagnostico, tratamiento, conocimiento de la
anatomico y la morfoldgico radicular, asi mismo, los conceptos tradicionales de debridacion,

desinfeccion y obturacion del conducto radicular.®

Por lo tanto, la obturacién es un reflejo de la limpieza y conformacion y es evaluada de
acuerdo a la longitud, conicidad, densidad, nivel de la obturacion de la gutapercha y el sellado
coronario, esto es, ya sea provisional o la restauracion definitiva. La obturacion del espacio
radicular es necesaria para minimizar la filtracion coronal desde el ambiente intra oral. La
obturacién reduce la filtracién y contaminacién bacteriana, sella el apice respecto a los

fluidos tisulares periapicales y sepulta los irritantes remanentes en el conducto.®

La obturacion tridimensional del conducto radicular es esencial para el resultado de curacion

a largo plazo. El conducto radicular debe estar sellado apical, coronal y lateralmente. Varios
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métodos se han recomendado para la obturacion. Desafortunadamente, todos los materiales

y técnicas sufren de un cierto nivel de filtracion.®’

2.5.1 Gutapercha

Gutapercha (del malayo getah = caucho y pertja = arbol) es un tipo de goma parecida al
caucho, translicida, solida y flexible, fabricada a base del latex proveniente de arboles del
género Palaquium, originario del Archipélago Malayo conformado por las islas de Malasia,
Indonesia, Borneo, Timor, Java y Papla, y se ha utilizado en odontologia desde el siglo
XIX.%®

Los conos de gutapercha son termoplasticos y son usados como material de relleno de los

conductos radiculares han mostrado estar compuestos de:

-Gutapercha (18.9 a 21.8 %).

-Oxido de zinc (56.1 a 75.3 %) = proporciona rigidez.

-Sulfatos de metales pesados como bario (1.5 a 17.3 %) = radiopacadores.

-Ceras y resinas (1 a 4.1 %) = plastificantes.*

Los dientes con indicacion para obturacion con este material son aquellos que requieran un
perno para el refuerzo de la restauracién, dientes anteriores que requieren blanqueamiento o
en casos de apicectomia. Siempre que se trabaje con paredes irregulares o configuraciones
no circulares (ovalada, en forma de rifion, en "mofio") ya sea debido a la anatomia del
conducto o como resultado de la preparacion. Cuando se prevé la presencia de un conducto
lateral o accesorio, cuando se determina la presencia de fordmenes apicales multiples o en

casos de resorcion interna.*°

2.6 Resistencia bacteriana y reinfeccion después del tratamiento de conductos

La resistencia bacteriana a los antibidticos es la capacidad de las bacterias de sobrevivir a los
efectos de los antibi6ticos. Esto puede ocurrir en el tratamiento de endodoncia, lo que puede
complicar el tratamiento y aumentar el riesgo de infeccion. Dentro de las causas de la
resistencia bacteriana son el uso excesivo de antibidticos, la exposicion a los antibidticos,

la union entre bacterias para compartir material genético. Algunos de los mecanismos de
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resistencia bacteriana son expresion de genes que resisten a los antibidticos, eliminacion de
los antibidticos por la membrana celular, reduccion de la absorcion de los antibidticos,
inactivacion o degradacion de los antibidticos por enzimas.*! Aunque se ha documentado que
Enterococcus faecalis puede soportar el alto pH, se sabe relativamente poco acerca de los

mecanismos de supervivencia que le permiten tolerar esta exposicion. 42

La capacidad para sobrevivir en condiciones adversas es importante para la mayoria de las
bacterias, debido a los largos periodos de inanicion que comunmente experimentan. Varios
sistemas de regulacion desempefian papeles esenciales en la capacidad de las bacterias para
soportar el agotamiento de nutrientes. Estos sistemas estan bajo el control de determinados

genes, cuya transcripcion se activa bajo condiciones de inanicion.*

En general, cuando las bacterias se enfrentan a un agente adverso o potencialmente letal, se
activa una respuesta de estrés que les permite soportar la amenaza, sobrevivir y recuperarse.
Cuando se induce esta respuesta, dicho estado puede conferir una proteccion general contra
una variedad de otros factores de estrés; por ejemplo, una respuesta de estrés inducida por
falta de nutrientes puede proporcionar proteccién contra la exposicién al calor. Enterococcus
faecalis es capaz de sintetizar una amplia variedad de proteinas cuando se expone a
condiciones ambientales adversas, como son un ambiente con un pH alto o la exposicién a
hipoclorito de sodio (irrigante utilizado en endodoncia). Si la falta de nutrientes, la exposicién
a solucion de hipoclorito de sodio o al hidréxido de calcio inducen a Enterococcus faecalis
a generar una respuesta de estrés, entonces esta puede conferir proteccion cruzada para ésta
bacteria cuando se ve expuesta posteriormente, por ejemplo, a una nueva medicacién con

hidroxido de calcio, 20 mecanismo que podria explicar en parte su resistencia.*

Estudios han demostrado que a un pH 11,5 o mayor, Enterococcus faecalis no puede
sobrevivir; sin embargo, si puede hacerlo a concentraciones menores.*® Debido al efecto
buffer de la dentina, es poco probable que el pH alto del hidréxido de calcio alcance los
tubulos dentinarios, donde Enterococcus faecalis tiene la capacidad de penetrar
profundamente. Aungue el pH de las pastas de hidroxido de calcio utilizado en endodoncia
generalmente es 12,3 en la dentina radicular, la alcalinidad alcanzada no excede al pH 10,3
después de cubrirse los canales con hidroxido de calcio; este valor puede caer incluso a pH

8,5- 9,0 dentro del sistema de canales radiculares debido al efecto de tamponamiento de la
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dentina, valor que no es lo suficientemente alto como para erradicar a Enterococcus faecalis.
Por otra parte, dado que el tratamiento endodontico en general incluye el uso alternado de
medicamentos en diversas etapas de la instrumentacion radicular, Enterococcus faecalis se
expone frecuentemente a un pH alcalino "subletal”, lo que podria hacer que las células
bacterianas generen una respuesta de estrés que mejore su supervivencia. Asi, la exposicion
repetida de Enterococcus faecalis a la solucidn de hipoclorito de sodio e hidréxido de calcio
podrian inducir mecanismos de resistencia frente a la exposicion subsiguiente, incluso a
niveles que podrian ser letales.*> Ademas de la respuesta adaptativa en un pH alcalino y la
sintesis de proteinas inducida por el estrés, también se ha descrito la existencia en estas
bacterias de una bomba de protones con la capacidad de acidificar el citoplasma, mecanismo
que seria clave para la supervivencia de Enterococcus faecalis a pH alto, siendo incluso mas
importante que los mecanismos adaptativos sefialados anteriormente. EI mecanismo de
funcionamiento de esta bomba de protones consiste basicamente en una respuesta de la
bacteria a la penetracion de iones hidroxilo al citoplasma bacteriano, los cuales elevarian el
pH intracelular. Ante esto, la bomba de protones se activa y responde enviando iones potasio
(cargados positivamente) hacia el citoplasma bacteriano, logrando asi su acidificacion e

impidiendo la ocurrencia de la inhibicidn enzimatica.*

Dependiendo de la disponibilidad de nutrientes en el sistema de canales y la capacidad para
sobrevivir en condiciones de baja disponibilidad de nutrientes, los microorganismos que
permanezcan al interior de los canales radiculares pueden morir o seguir siendo viables. En
caso de mantenerse viables, su proliferacion puede ser impedida o reducida. Pese a los
mecanismos de resistencia sefialados con anterioridad, el fracaso del tratamiento endodéntico
atribuido a microorganismos residuales solo se producird si éstos poseen patogénicidad,
alcanzadoun numero suficiente y tienen acceso a los tejidos periapicales para inducir o
mantener la enfermedad perirradicular. Por otra parte, la variacion de la resistencia al pH
alcalino puede estar relacionada con la existencia de genotipos variables entre cepas de
Enterococcus faecalis, es decir, pueden ocurrir variaciones genéticas de las cepas de
Enterococcus faecalis en el tiempo, que generen fenotipos de mayor resistencia al pH

alcalino.*®
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2.7 Efecto antibacteriano de las plantas contra bacterias bucales
Las plantas pueden tener un efecto antibacteriano en las bacterias orales, ya que contienen

metabolitos secundarios que pueden inhibir el crecimiento de los microorganismos. Los
productos naturales derivados de las plantas medicinales han demostrado ser una fuente
abundante de compuestos biol6gicamente activos, muchos de los cuales han sido la base para
el desarrollo de nuevos productos quimicos lideres para productos farmacéuticos. Con
respecto a las enfermedades causadas por microorganismos, la creciente resistencia de
muchos patdgenos comunes a los agentes terapéuticos utilizados actualmente, como los
antibidticos y los agentes antivirales, ha renovado el interés en el descubrimiento de nuevos
compuestos antiinfecciosos. Existen aproximadamente 500 000 especies de plantas en todo
el mundo, de las cuales solo el 1 % ha sido investigado fitoquimicamente, existe un gran

potencial para descubrir nuevos compuestos bioactivos.*’

Encontramos en la literatura numerosos informes sobre el uso de plantas tradicionales y
productos naturales para el tratamiento de enfermedades bucales. Muchos medicamentos
derivados de plantas utilizados en sistemas medicinales tradicionales se han registrado en
farmacopeas como agentes utilizados para tratar infecciones y varios de ellos se han
investigado recientemente por su eficacia contra patdégenos microbianos bucales. Las
actividades antimicrobianas generales de plantas medicinales y productos vegetales, como
aceites esenciales, se han revisado previamente. El propésito de esta revision es presentar
algunos ejemplos recientes de la literatura de estudios que han servido para validar el uso
tradicional de plantas medicinales con actividad bioldgica especifica. En particular, los
extractos de plantas medicinales tradicionales o fotoquimicos que han demostrado inhibir el
crecimiento de patdgenos bucales, reducir el desarrollo de placa dental, influir en la adhesién
de bacterias a superficies y reducir los sintomas de enfermedades bucales.*®

2.7.1 Mecanismos de accion de metabolitos secundarios de plantas

El reino vegetal produce cientos de miles de compuestos organicos de bajo peso molecular.
Con base en las funciones asumidas de estos compuestos, la comunidad cientifica los ha
clasificado en tres grupos generales: metabolitos primarios, que son directamente necesarios
para el crecimiento de las plantas; metabolitos secundarios (o especializados), que median

las interacciones planta-ambiente; y hormonas, que regulan los procesos y el metabolismo de
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los organismos. Se han realizado numerosos estudios in vitro que han investigado la actividad
de sustancias vegetales naturales contra las bacterias bucales. Estos estudios se han centrado
en bacterias que se sabe que estan implicadas en la etiologia de las enfermedades bucales y
dentales. Los primeros estudios han establecido claramente que varias sustancias tenian
potencial para ser utilizadas en la industria dental, dada su actividad contra las bacterias

cariogénicas.*

2.7.1.1. Flavonoides y otros polifenoles

Los flavonoides son compuestos polifendlicos de origen vegetal, conocidos por sus
propiedades antioxidantes y beneficios para la salud, como la prevencion de enfermedades
cardiovasculares y algunos tipos de cancer. Los flavonoides son una clase importante de
metabolitos secundarios ampliamente presentes en las plantas, que contribuyen a su
crecimiento y desarrollo y tienen aplicaciones destacadas en la alimentacion y la medicina.
Su biosintesis ha sido objeto de intensa investigacion en biologia vegetal durante mucho
tiempo. Los flavonoides se derivan de la via metabdlica de los fenilpropanoides y su
estructura bésica consiste en un anillo bencénico C15 de C6-C3-C6. En las tltimas décadas,
se han realizado numerosos estudios para dilucidar los mecanismos implicados en la
biosintesis de flavonoides en plantas.>

Los flavonoides son metabolitos secundarios, compuestos polifendlicos que se encuentran
naturalmente en las plantas. Son compuestos de bajo peso molecular algunos de ellos son
flavonoles, antocianinas, isoflavonoides, flavonas y flavononas son responsables de los
intensos colores de frutas y verduras, destacan por sus propiedades antioxidantes,

antiinfimatorias y capacidad para contribuir a la salud humana.>!

2.7.1.2 Terpenos

Los terpenos son compuestos organicos aromaticos y volatiles, responsables del aroma y
sabor caracteristico de muchas plantas, los terpenos y aceites esenciales son materiales de
gran uso comercial debido a su amplio espectro de propiedades biol6gicas antibacterianas,
antifingicas, de mejora de la permeacion de membranas y antioxidantes, asi como por su uso

como sabores y fragancias. Se encuentran en una amplia variedad de plantas, incluyendo el
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cannabis, y son los responsables de su aroma y sabor caracteristico. Son hidrocarburos

naturales que se forman a partir de unidades de isopreno.>?

2.7.1.3 Alcaloides

Los alcaloides son metabolitos secundarios de plantas, generalmente sintetizados a partir de
aminoacidos, que comparten la propiedad de ser hidrosolubles en pH &cido y solubles en
solventes orgénicos en pH alcalino. Los alcaloides son compuestos orgénicos nitrogenados
que se encuentran principalmente en plantas, aunque también se pueden encontrar en
animales y hongos. Los fitoquimicos pertenecientes al grupo de los alcaloides son
metabolitos especializados caracteristicos, dotados de innumerables actividades bioldgicas.
Las plantas estan protegidas con estos compuestos nitrogenados producidos naturalmente
para combatir numerosas condiciones de estrés ambiental adversas. Los sistemas de salud
tradicionales y modernos han aprovechado el potencial de estos compuestos organicos para
el tratamiento de numerosas enfermedades. Diversas entidades quimicas (grupos
funcionales) unidas a la molécula central son responsables de su diversa gama de propiedades
bioldgicas. El desarrollo de la caracterizacion de estos metabolitos vegetales y las enzimas
involucradas en su biosintesis es de suma importancia para ofrecer mayores ventajas en

términos de propiedades bioldgicas y productividad. 53

2.8 Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

El nombre cientifico de la flor de jamaica es Hibiscus sabdariffa y pertenece a la familia de
las malvaceas, es mejor conocida como rosa de Jamaica o rosa Abisinia es un arbusto que
puede crecer hasta tres metros de altura, su flor es Cardoza roja y tiene siete pétalos. La planta
es anual se desarrolla mejor en regiones con clima tropical y subtropical, su cultivo se realiza
en la época primavera-verano y se cosecha de octubre a noviembre; aunque puede crecer en

climas aridos.>*

La flor es una de las partes mas importantes de la planta, debido a que es la mas utilizada por

los consumidores para cuestiones culinarias, cosméticas, florales y medicinales.>®
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Este altimo aspecto es el que ha tenido mayor relevancia como parte de la medicina

tradicional por los efectos diuréticos, coleréticos, analgésicos, antitusivos e hipotensores.®

El Hibiscus sabdariffa tiene propiedades antimicrobianas. Esto se debe a que contiene
fitoquimicos que inhiben el crecimiento de bacterias. Los estudios han demostrado que el
extracto de Hibiscus sabdariffa tiene un efecto antibacteriano contra: Streptococcus mutans,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Shigella flexneri, Salmonella, Listeria

monocytogenes, Typhimurium, Escherichia coli, Bacillus anthracis.®’

2.8.1 Toxicologia de H. Sabdariffa
Se ha reportado que la dosis letal (LD 50) del extracto acuoso de calices H. Sabdariffa en

ratas es alrededor de 5000 mg/kg, sugiriendo que el extracto no es toxico.>®

La dosis de hasta 200 mg/kg debe ser seguras y no mostrar signos de toxicidad.>®

2.8.2 Efecto antimicrobiano in vitro de jamaica (Hibiscus sabdariffa)

Se ha demostrado que extractos de H. sabdariffa tienen un amplio rango de actividad
antimicrobiana contra bacterias. Por ejemplo, los extractos metandlico de célices de H.
sabdariffa han presentado actividad antimicrobiana contra S. aureus, Bacillus
stearothermophilus, M. luteus, S. marcescens, C. sporogenes, E. coli, K. pneumoniae, B.
cereus, y Pseudomonas sp. a concentraciones de 0.30 + 0.2 a 1.30 = 0.2 mg/mL. ©°
Alternamente se encontraron que las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) de
extracto acuoso de caliz de H. sabdariffa fueron de 0,5y 1,0 mg/mL para S. aureus ATCC
6358 y E. coli ATCC 8937, respectivamente. También se ha demostrado la actividad
antimicrobiana de extractos metanolicos, etanolico, acuoso y de acetato de etilo de H.
sabdariffa en medios de cultivo, utilizando 5 antibidticos como estandares (gentamicina,
tetraciclina, ampicilina, penicilina y cefalosporina). Se observé que el extracto mas efectivo
fue el acuoso mostrando un halo e inhibicion de 30 mm para E. coli (ATCC 25922), incluso
claramente mayor a los mostrados por los antibidticos estandar.8? Otro estudio realizado,
mostro el efecto antimicrobiano de extracto metandlico de hojas de la planta de jamaica (H.
sabdariffa). Indriani L. y colaboradores han obtenido como resultados una alta actividad

antimicrobiana contra S. aureus (26 mm), Pseudomonas aeruginosa (22 mm), Klebsiella
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pneumoniae (22 mm), Bacillus subtilis (21 mm), Escherichia coli (20 mm), Proteus vulgaris
(19 mm), Candida albicans (24 mm) y Aspergillus niger (17 mm).%® Segln los autores, a
actividad antimicrobiana del extracto metandlico de hojas de H. sabdariffa podria deberse a
la presencia de compuestos fendlicos como los flavonoides. En otro estudio, S. aureus fue el
microorganismo mas sensible al extracto metanodlico de H. sabdariffa. Por lo tanto, las
bacterias Gram positivas fueron mas sensibles que las Gram negativas. Se sabe que el patron
de inhibicion varia de acuerdo con la parte de la planta, el disolvente utilizado y el
microorganismo.®* Estos autores mencionan que la actividad antibacteriana del extracto
puede ser atribuido a los compuestos fitoquimicos que contiene especialmente los de
naturaleza fendlicos tales como &cido galico, quercetina, rutina y luteolina y anélogos, los
cuales han sido previamente reportados en literatura. El extracto acuoso de H. sabdariffa
mostré capacidad de inhibicion igual contra E. coli y S. aureus (40 mm), el extracto etandlico
exhibié mayor capacidad de inhibicién contra a E. coli (47 mm) que contra S. aureus (20
mm).% Kristen L y colaboradores demostraron que la actividad antimicrobiana de extractos
de H. sabdariffa, contra diferentes cepas de E. coli O157:H7 aisladas de 3 fuentes: clinica,
alimenticia y veterinaria. El halo de inhibicion mas bajo que se presentd fue de 7.00 mm
contra E. coli O157:H7 aislada de fuente clinica, mientras que el halo de inhibicion mas alto
fue de 15,37 mm contra el microorganismo aislado a partir de una fuente de alimento. Los
extractos metandlicos de H. sabdariffa inhiben cepas multirresistentes a antibiéticos de E.
coli, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae y Providencia
stuartii. Dicha actividad se atribuye a la variedad de compuestos encontrados en el extracto
tales como alcaloides, flavonoides, fenoles, polifenoles, saponinas, esteroles y triterpenos,
atribuyendo la actividad antimicrobiana a los alcaloides principalmente por su capacidad de
interferir con la divisién celular. En la mayoria de los articulos en los que se reporta el efecto
antimicrobiano in vitro de H. sabdariffa no se reporta cuales son exactamente los compuestos
responsables del efecto antimicrobiano observado, s6lo se supone o se plantean hipotesis de

los posibles compuestos con actividad antimicrobiana. &
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2.2  Antecedentes del problema

La resistencia bacteriana representa un problema de salud publica. Tanto es asi que, la
Organizacion Mundial de la Salud, considera la salud publica una prioridad en materia de
salud, debido a su impacto tanto en la salud (ya que proyecciones recientes indican que para
2050 se producirdn mas muertes por esta causa que las ocasionadas por cancer) como en su
impacto econémico (que, segln un estudio reciente en el Reino Unido, costara a la economia
mundial un estimado de 100 billones de dolares). La rapida aparicion de bacterias
multirresistentes y panresistentes a los antibidticos y antimicrobianos es un fendmeno
mundial que pone en duda la eficacia de estos. Implementar protocolos y recomendaciones
es esencial, asi como concienciar al personal sanitario, basandose en el conocimiento de la
generacion de resistencias y su impacto a lo largo de los afios.%® Este trabajo abarca dos areas,
una en la que se pretende conocer los estudios mas recientes en desinfeccion con extractos
de célicves de H. sabdariffa sobre bacterias orales, como se muestra en la tabla, 7 asi como
el uso de extractos naturales en la desinfeccion de puntas de gutapercha como se muestra en
la tabla 8.

Tabla 7. Estudios del efecto antibacteriano de los extractos de H. sabdariffa

Tipo de estudio Resultado
Ano/Autor

Baena-Santillan Experimental in Los extractos con acetato de etilo, acetona

ES, et al., 2022 vitro y &cido hibiscus presentaron mayor efecto
antimicrobiano que los enjuagues
comerciales.
S. mutans
S. aureus
S. sanguini
C. gingivalis ¢’

Padilla L, et al., Experimental

2022 Streptococcus mutans es sensible al 25 %

(9.72mm), 50 % (10.76 mm), 75 %
(13.59mm) y 100 % (14.23 mm). %8
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Unita L, etal., Experimental Hubo una diferencia significativa (p <
2018 0.05) entre la cantidad de colonias de
Streptococcus  sp. a  partir  de

concentraciones del 40 %, 20 %, 10% .%°

Sulistyani H, etal., Experimental invitro La  actividad  antibacteriana ~ mas
2016 significativa se observo contra
Fusobacterium  nucleatum, Prevotella
intermedia y Porphyromonas gingivalis
CMIl y CMB 7.2 mg/mL - 28.8 mg/mL vy

14.4 a >57,6 mg/mL. "°

Abdallah EM, et Experimental in vitro La mayor actividad antibacteriana de H.
al., 2016 sabdariffa célices fue registrado por S.
aureus (18.5+0.5 mm), seguido por P.
aeruginosa (1.5+0.5 mm), E. coli
(14.5+0,5 mm), P. vulgaris (14.5£0.5 mm),
y B. cereus (13.5£1.5 mm),

respectivamente. '

Tabla 8. Antecedentes de desinfeccion de puntas de gutapercha

Afo/autor  Tipo de Resultados

estudio

Carvalho Experimental La concentracién de 1 % y el 2,5 % de NaCIO y el 2 % de

CS, Pinto invitro. CHX fueron eficaces para descontaminar los conos durante
MS, Batista 30 segundos o 1 minuto para Enterococcus faecalis.”?

SF, et al.,

2020
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Jagyasi DR, Experimental La clorhexidina al 2 % mostr6 méaxima accion

Chandwani in vitro. antibacteriana contra E. faecalis y S. aureus, seguida del
ND, extracto de babul. También demostrd6 mayor eficacia en la
Gunwal descontaminacién de conos de gutapercha, seguida del
MK, et al., babul y el hipoclorito de sodio al 3 % en 5 minutos. Eficacia
2021. antimicrobiana; C. albicans; E. faecalis; S. aureus.”

Vanapatla ~ Experimental EIl hipoclorito de sodio (NaOCL), como grupo control,

A,NandaN, invitro. presentd un promedio de 5 UFC. La curcuma presento el
Satyarth S, promedio mas bajo, 55 UFC, y fue la mas eficaz de los
etal., 2022. grupos experimentales. EI neem y el calotropis presentaron

los promedios mas altos, 130 UFC y 200 UFC,
respectivamente, lo que las convierte en las soluciones

menos eficaces de las analizadas para Enterococcus

faecalis.™
Jain A, Experimental EI orden de accion antimicrobiana entre los diferentes
Lavania A, invitro. desinfectantes experimentales contra Staphylococcus
Sharma N, aureus y Enterococcus faecalis en la desinfeccion de conos
etal., GP fue el siguiente: Pancha Tulsi mayor a fibras de
2024 curcumina mayor a jugo de Amla mayor a aloe vera.”

Pauletto G, Experimental Comprobar la eficacia del hipoclorito de sodio (NaOCI) al

Guerim in vitro. 2,5 %, el hipoclorito de calcio [Ca (OCI) 2] al 25 % y la

PHF, clorhexidina (CHX) al 2 %. Los resultados demuestran que

Barbosa todas las soluciones probadas fueron efectivas en la

AB, et al, descontaminacién rapida de conos contaminados con C.
H 76

2024 albicans.

*UFC (Unidades Formadoras de Colonias)
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3. Planteamiento del problema

La caries es uno de los problemas mas comunes en nuestro pais y aunque registran bajo
impacto en la mortalidad, el informe sobre la situacion mundial de la salud bucodental 2020
publicado por la Organizacion Mundial de la salud (OMS) muestra que 45 por ciento de la
poblacion; es decir, 3.5 millones de personas, padecio este tipo de afeccion; tres de cada
cuatro personas vivian en paises de ingreso bajo y medio y la caries de los dientes

permanentes fue la mas prevalente de todas las condiciones evaluadas. *’

Segun el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SIVEPAB) en el 2018 reporta que,
aproximadamente personas adultas de 18 afios pierden 0.1 piezas dentales por caries,
asimismo, adultos entre 35 y 40 afios pierden 2.1 piezas dentales y de los 65 a 74 afios pierden

alrededor de 9.4 piezas dentales.”

La caries, las infecciones pulpares y periapicales son las causas principales de pérdida dental,
el tratamiento endoddntico es lo que se utiliza para rehabilitar algunos de estos dientes. Sin
embargo, nos encontramos con algunas dificultades a la hora de realizar este tipo de
tratamientos el primero son altos costos en la rehabilitacion de estos dientes; haciendo estos
tratamientos poco accesibles a la poblacion, motivo por el cual los pacientes optan por extraer
estas piezas dentarias. Lo que produce en el paciente una disfuncién en la masticacion,
fonacion, oclusién y estética. Otra dificultad a la que se enfrentan los clinicos, es la existencia
de bacterias de patdgenas como Enterococcus Faecalis que resisten al tratamiento y causa
reinfeccion al diente. Asimismo, una de las alternativas para la desinfecciéon de conductos
radiculares, es el uso del Hipoclorito de Sodio, el cual posee una alta alcalinidad, asi como
efectos adversos como ser irritante y puede causar ulceraciones en piel, mucosas y cérneas.
Las caracteristicas del hipoclorito de sodio confieren un potencial generador de necrosis
histica, que en ciertos pacientes, mediante contacto directo o vapores, provoca reacciones

alérgicas e incluso anafilacticas.

Por todo lo anterior, la ciencia se encuentra en blsqueda de nuevas alternativas para la

irrigacion y desinfeccion intraconducto, algunas de las cuales se han estancado por no
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encontrar alternativas que cumplan las caracteristicas para un buen irrigante (solvente de
tejidos o residuos, baja toxicidad, baja tension superficial, lubricante, eliminacion de capa
superficial o capa residual (barro dentinario), disponibilidad, costo moderado, fécil
utilizacion, buen tiempo de vida Util, no colorear superficies dentarias, soluble en agua, no
interferir con los materiales de obturacion, adecuado periodo de almacenamiento, facil
guardado, no sufra neutralizacién dentro del conducto). EI poco conocimiento de nuevas
alternativas ha llevado al profesional de la salud a seguir utilizando las mismas sustancias

por afios.2°

Esta investigacion se pretende aportar mediante un estudio in vitro el efecto antimicrobiano
de los extractos de Jamaica como alternativa para la desinfeccion de puntas de gutapercha en
comparacion con los principales irrigantes que se utilizan actualmente en endodoncia 'y como
alternativa bacteriostatica/ bactericida en microorganismos de infecciones secundarias
después del tratamiento endodontico frente a bacterias de resistencia como Enteroccocus
faecalis y Streptococcus sanguinis.8

La ciencia se encuentra en basqueda de nuevas sustancias que produzcan resultados
favorables, a costos asequibles y que sean una alternativa para pacientes sensibles a los
componentes de los productos utilizados para alcanzar los niveles de desinfeccion,
asimismo, sean equiparables a las soluciones quimicas utilizadas, para asi poder garantizar
el éxito en los tratamientos de endodoncia para prevenir reinfecciones en las piezas dentales,
asi como asegurar la correcta desinfeccion de materiales de obturacion como la gutapercha
cuyos indices de contaminacion aumentan el riesgo de estos eventos. En este sentido, se
busca mejorar los protocolos de desinfeccion con productos de origen natural que mejoren
las praxis de los endodoncistas y presenten menos efectos adversos los pacientes. Asi los
profesionales de la salud se veran beneficiados teniendo mejores protocolos de limpieza y

desinfeccién de los materiales utilizados durante el tratamiento de endodoncia.??
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111. JUSTIFICACION

La disbiosis en el microbioma oral genera enfermedades como la caries, enfermedad
periodontal o pulpar, las cuales, que tiene un alta prevalencia en las poblaciones y son las
principales casusa de pérdida dental. Las enfermedades pulpares y periapicales involucran la
descontaminacion de los canales radiculares a través de distintas técnicas odontologicas.
Dentro de estas técnicas esta el uso de irrigantes intraconducto, las cuales corresponden a
soluciones antimicrobianas comunmente de origen quimico- sintético cuyo objetivo es
complementar la desinfeccion del conducto radicular impidiendo la permanencia y
proliferacion de organismos para asi evitar el fracaso del tratamiento. Si bien, las soluciones
que se utilizan actualmente producen muchos beneficios al tratamiento endodontico, algunas
de ellas presentan ciertas desventajas como citotoxicidad, alto costo y poca actividad frente
a microorganismos de alta prevalencia en infecciones endodonticas donde predominan
especies Gram positivas, anaerobias facultativas, entre las que destacan Prevotella,
Fusobacterium, Lactobacillus, Streptococcus, Clostridium y Enterococcus faecalis asi
mismo se encuentran otras como Streptococcus sanguinis que no es propia del conducto se

encuentra también en la placa dento bacteriana.®®

Es importante considerar que existen productos naturales que presentan actividades
antimicrobianas similares o superiores a soluciones ya utilizadas, esto puede generar nuevas
propuestas en la formulacién de irrigantes y desinfectantes aplicados al campo de la
odontologia. El posible uso de estas alternativas seria beneficioso para la salud produciendo
materias primas mas accesibles que disminuirian el costo de estos tratamientos. Sin embargo,
tienen la limitacion de que aun se necesita mas investigacion para aprovechar sus

caracteristicas y asi lograr su implementacion como irrigantes de uso comun.®
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IV. HIPOTESIS

Existe efecto antimicrobiano de los extractos de célices de Hibiscus sabdariffa (jamaica) en

Enterococcus faecalis y Streptococcus sanguinis en un modelo in vitro en puntas de

gutapercha.
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V. OBJETIVOS

51  Objetivo General

Evaluar el efecto antibacteriano in vitro de los extractos de calices de Hibiscus Sabdariffa en
Enterococcus Faeacalis y Streptococcus sanguinis en un modelo in vitro puntas de

gutapercha.

5.2  Objetivos Especificos

1) Obtencion de los extractos acuoso, etandlico, acetdnico y de acetato de etilo a base de
calices de Hibiscus sabdariffa variedad Tecoanapa de Guerrero.

2) Determinar el efecto antibacteriano mediante la técnica de difusion en placa, de los
extractos calices acuosos, etanolicos, acetonicos y de acetato de etilo de calices de Hibiscus

sabdariffa sobre Enterococcus faecalis y Streptococcus sanguinis.

3) Conocer la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién Minima Bactericida
(CMB) utilizando técnica de macro dilucion y diluciones doble seriadas para los extractos
acuosos, etanolicos, aceténicos y de acetato de etilo de célices de Hibiscus sabdariffa sobre
Enterococcus faecalis y Streptococcus sanguinis.

4) Determinar la curva de muerte utilizando extractos acuoso, etanélico, aceténico y acetato
de etilo de célices de Hibiscus sabdariffa a 30, 60, 90 y 120 minutos sobre Enterococcus

faecalis y Streptococcus sanguinis.

5) Medir la adherencia bacteriana de Enterococcus faecalis y Streptococcus sanguinis sobre
puntas de gutapercha y probar efecto antimicrobiano de los extractos acusoso, etanolicos,

acetonicos y de acetato de etilo de calices de Hibiscus sabdariffa.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Materiales

6.1.1 Célices de Jamaica

Se emplearon célices de jamaica (Hibiscus sabdariffa) de la variedad Tecoanapa de Guerrero.
Los calices se deshidrataron en una estufa a 40 £2 °C por 7 dias, se colocaron en bolsa de
plastico estéril y se almacenaron y etiquetaron hasta su uso.

6.1.2 Cepas bacterianas

Se trabajo con cepa E. faecalis donada por Universidad Nacional Autbnoma de México
(UNAM) aisalda para el articulo comparison of Enterococcus faecium and Enterococcus
faecalis Strains isolated from water and clinical samples: antimicrobial susceptibility and
genetic relationship en 2013 para este trabajo y S. sanguinis (ATTC 1300)

6.1.3 Medios de cultivo

Agar para Métodos estandar (Bioxon, México) Caldo de soya tripticaseina (Bioxon, México),
Peptona de caseina (Bioxon, México).

6.1.4 Reactivos y disolventes

Agua destilada, acetato de etilo (J.T. Baker, USA) Acetona (J.T. Baker USA) Etanol (J.T.
Baker, USA) Tween 80 (Sigma, México)

6.1.5 Irrigantes y desinfectantes

Hipoclorito de sodio (Cloralex®, México), EDTA® 17% zeyco ®, Glucanato de
clorhexidina solucion al 2 % zeyco®

6.1.6 Puntas de gutapercha

Marca Meta Biomedic® tamafio M

6.1.7 Equipo

Autoclave eléctrica (Yamato, SM 200, Japon) agitador vortex (scientific, industries, USA),
balanza analitica (OHAUS, USA), bomba de vacio (BUCHI, Vaccum Pumpl V- 700, Suiza),
incubadora bacterioldgica (LAB. Line, Ambi Hi Low Chamber, USA), campana de flujo
laminar (LANCONCO, USA), cuenta colonias (AMERICAN Optical Quebec, USA), parilla
eléctrica (Cimerec, USA), refrigerador (Vendo, México) evaporador rotatorio (BUCHI,

Rotavapor R- 215, Suiza).
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6.2 Métodos
6.2.1 Obtencion de extactos de calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa)

Acuoso: Las muestras secas (100 g) se pesaron y se colocaron asépticamente en matraces
estériles. Se afadié agua destilada (1200 mL) se calentaron a ebullicion durante 10 minutos
y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Después, la fase liquida se filtro con papel filtro
Whatman No. 4. El filtrado se sometid a secado y evaporacion en estufa con recirculacion de
aire (LAB Line, AMBI Hi Low Chamber, USA) durante 24 horas a 50+2 °C para eliminar
por completo el agua. Los extractos obtenidos (considerdndolo como extracto concentrado)

se colocaron en un frasco transparente limpio, el cual se refrigerd hasta su uso.’®

Para los extractos obtenidos con etanol, acetona y acetato de etilo, porciones de 100 gramos
de célices de jamaica se colocaron en frascos de vidrio y se agregd a cada frasco 900 mL de

etanol al 96 %, acetona o acetato de etilo.%

Los matraces se almacenaron a temperatura ambiente durante siete dias con agitacion manual
(una vez al dia). Después de este periodo de extraccidn, la fase liquida, se colocd en un
embudo Biichner al cual se le coloco papel filtro Whatman No. 4. Los extractos filtrados se
concentraron en un rotaevaporador (Blchi R- 215). Los disolventes se eliminaron por
completo de los concentrados en una estufa con recirculacion de aire (Lab- Line, Ambi Hi
Low Chamber, USA) durante 24 horas a 50+2 °C. Los extractos obtenidos se colocaron en

un frasco transparente limpio y se refrigerd hasta su uso.%

6.2.2 Efecto antimicrobiano in vitro de los extractos
6.2.2.1 Preparacion de las cepas bacterianas

Cada una de las cepas se inoculé en tubos con 3 mL de Caldo de Soya Tripticaseina (TSB,
Bioxon, Becton Dickinson, México) y se incubo a 352 °C durante 24 horas.
Posteriormente se realizaron diluciones decimales de los cultivos para producir una

concentracion final de 10’ UFC /mL.%7
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6.2.2.2 Preparacion de los extractos

Se prepararon solucionesal 10 % de cada extracto de calices de H. sabdariffa (etandlico,
acuoso, acetonico y de acetato de etilo). Para el extracto de etanol y acuoso se utiliz6 agua
destilada y para el extracto aceténico y acetato de etilo, se emple6 una solucién de agua
destilada con tween 80 al 20 % todos los extractos pasaron por tratamiento térmico o

esterilizacion en autoclave.8®

6.2.3 Efecto antimicrobiano por técnica de difusion en agar

Alicuotas de 100 pL fueron tomadas de la segunda dilucion de cada cultivo bacteriano y se
colocaron en sobre la superficie de Agar Métodos Estandar (AME) y se distribuyé en el agar
por la técnica de extension en superficie. Se colocaron discos de papel (Whatman No. 5, 6
mm de diametro) sobre la superficie del agar inoculado. Alicuotas de 20 pL de cada extracto
y los irrigantes intraconducto se colocaron en cada disco de papel (concentracién fina en
disco: 2 mg de extracto). Una vez que el liquido de los discos fue absorbido por agar, las
placas se incubaron por 24 horas a 35+ 2 °C. La medicion de las zonas de inhibicion fue con
ayuda de un vernier digital. Cada experimento se realizd por triplicado y se calcularon los

valores promedio para cada extracto. 8°

6.2.4 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Bactericida
(CMB)

El prop6sito de esta prueba fue determinar la sensibilidad de los microorganismos frente a
cada compuesto con actividad antimicrobiana, para esto se utilizé el método de dilucion en
caldo. Este estudio, utilizé extractos de célices H. sabdariffa utilizando 4 solventes (agua,
etanol, acetona, acetato de etilo). Se prepararon tubos de Caldo de Soya de Tripticaseina
(TSB) con diferentes concentraciones de los extractos. Se utiliz6 agua destilada estéril como

control negativo. %

Los tubos se inocularon con una suspension de microorganismos de 1x10° UFC/mL. Todos
los tubos inoculados se incubaron a 35+2 °C durante 24 h. La concentracion minima

inhibitoria (CMI) fue la dltima dilucion del compuesto que inhibi6 el crecimiento bacteriano

44



sin observar turbidez en los tubos. Para determinar la concentracion minima bactericida
(CMB), se inocularon tubos con TSB en Agar de Soya Tripticaseina (AST) usando la técnica
de vertido en placa y se incub6 a 352 °C durante 24-48 h. La CMB se definié como la

concentracion mas baja de los extractos que no mostrd crecimiento de colonias en AST. %!

6.2.5 Curva de muerte

La curva de muerte o curva de letalidad es un método mediante el cual se determina la
actividad in vitro de diferentes concentraciones de un antibidtico frente a un microorganismo
durante un periodo de tiempo. Se trata, por tanto, de una técnica que mide la cinética de
muerte bacteriana mediante el recuento de colonias que permanecen viables tras la
exposicion al antibiotico en relacion al indculo original. Este método se ha usado
tradicionalmente para evaluar el comportamiento de nuevos antibidticos y ademas puede
ayudar a comprender la causa del fallo de un determinado tratamiento en el que resulte crucial

una actividad bactericida.®?

Este método permite establecer la actividad de dos antibioticos (el analisis de la dinamica de
tres antibioticos es sensiblemente mas complejo, pero también es factible) en combinacion.
Al igual que las otras técnicas que permiten determinar sinergias in vitro, el método de curvas
de muerte también estd basado en recomendaciones metodoldgicas consensuadas, ya que no
existen normas de estandarizacion para métodos que emplean combinaciones de

antibiéticos.®®

Una vez determinadas las CMIs y decididas las concentraciones a probar (maltiplos y
submultiplos de la CMI) se harén las curvas de muerte de cada extracto por separado y las de
los compuestos que se haya decidido combinar. Para estas combinaciones se enfrentaran, en
medio liquido, el indculo bacteriano normalizado y las diferentes concentraciones elegidas
de dos (eventualmente, tres) extractos. Se incluird un tubo de control de crecimiento del
microorganismo sin antibio6tico que permitira establecer los recuentos del indculo frente a los
cuales se haran, posteriormente, los célculos para establecer el comportamiento de las
diferentes concentraciones de la combinacion a lo largo del tiempo. Las concentraciones que
se estudian habitualmente corresponden a valores de 1XCMI, 2xCMI y 4xCMI. En ciertos

trabajos se incluyen valores sub CMI, sin embargo, como el objetivo ultimo de los ensayos
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in vitro en el laboratorio de Microbiologia es obtener resultados que tengan aplicacion
clinica, en muchos casos se eligen las concentraciones que son mas probables de alcanzar en
el foco de la infeccidn. Si esto no es posible, se utiliza la concentracion maxima que se

alcance en el suero del paciente.®

Posteriormente, segin los tiempos elegidos, se haran los recuentos de colonias, mediante
diluciones del in6culo, incluyendo el tiempo inicial (t=0) y, sucesivamente, a los 30, 60, 90,
120 minutos. En esos puntos se sembrara, en el medio sélido apropiado, una alicuota del
indculo, debidamente diluido, que permita realizar el recuento tras la incubacion requerida.
Las placas se incubaron durante 24 horas y posteriormente se realizé un recuento del nimero
de unidades formadoras de colonias crecidas por mililitro (UFC/ mL) teniendo en cuenta el

factor de correccién debido a las diluciones realizadas. °°

6.2.6 Adherencia bacteriana a las puntas de gutapercha

En términos generales, para la adhesion bacteriana, influyen cuatro elementos: material,
microorganismos, antimicrobianos y mecanismos de defensa. La influencia del material es
mas importante en los estadios iniciales de la adhesién, pudiendo influir el mismo material,
su rugosidad o su energia superficial; si es que existe una influencia del material en la
adhesion bacteriana, esta reside en las caracteristicas de la pelicula adquirida y en la
especificidad de las proteinas adsorbidas salivares (receptores), que puedan ser
condicionadas por la composicion del material o por las caracteristicas de superficie de este.®

Para este experimento in vitro se realizo el siguiente porecedimiento:

1.- Se activaron las cepas de E. faecalis y S. sanguinis en caldo de soya tripticaseina con un

crecimiento de 24 horas.
2.- Se colocd el caldo en caja estéril y se expuso la punta de gutapercha durante 60 minutos.

3.- En unabolsa esteril con 9 mL de agua peptonada se  frotd la punta de gutapercha durante

1 minuto.
4.- Se procedio a realizar diluciones y a sembrar por técnica de vertido en placa.

3.- Se incubaron las cajas a 37 °C por 24 horas y se procedié a realizar el conteo de UFC/mL.
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6.2.7 Desinfeccion de puntas de gutapercha con extractos de célices de jamaica

(Hibiscus Sabdariffa)

1.- Se contamin6 un grupo de 3 puntas de gutapercha por extracto (acusoso, etanolico,
acetonico y acetato de etilo) asi como de irrigantes (hipoclorito de sodio NaCIO, EDTA® y

clorhexidina con las cepas previamente activas durante 1 hora.

2.- Con pinza estéril se trasportaron a cajas Petri estériles que contenian las soluciones

desinfectantes y se expusieron durante 5 minutos a descontaminacion.

3.- Se llevaron a una bolsa estéril que contenia 9 mL de agua peptonada se frot6 manualmente
por 1 minuto y se procedio a sembrar por técnica de vertido en placa con agar métodos

estandar. Se incubaron a 37 °C por 24 horas y se procedid a contar las UFC/ mL.%

6.2.7 Manejo de RPBI después de la experimentacion.

La Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al Ambiente, define como residuos
peligrosos a todos aquellos residuos que por sus caracteristicas corrosivas, reactivas,
explosivas, toxicas, inflamables y bioldgico-infecciosas, que representan un peligro para el
equilibrio ecoldgico o el ambiente; mismos que seran manejados en términos de la propia
ley, su reglamento y normas oficiales mexicanas que expida la Secretaria de Medio Ambiente
y Recursos Naturales previa opinidn de diversas dependencias que tengan alguna injerencia
en la materia, correspondiéndole a la citada Secretaria del Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT) su regulacion y control.%®

En México esta regulado a través de la norma oficial mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-
2002, proteccion ambiental - salud ambiental - residuos peligrosos biolégicoinfecciosos -

clasificacion y especificaciones de manejo.

La clasificacion de estos residuos enmarca que los que utilizamos durante esta
experimentacion se encuentran en su clasificacion. En los apartados numerados como siguen

en esta norma:

4.2. Los cultivos y cepas de agentes bioldgico-infecciosos.
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4.2.1 Los cultivos generados en los procedimientos de diagndstico e investigacion,

asi como los generados en la produccion y control de agentes biolégico-infecciosos.

4.2.2 Utensilios desechables usados para contener, transferir, inocular y mezclar

cultivos de agentes bioldgico-infecciosos.

Se siguio el protocolo de fases de manejo para estos residuos. Para su envasado y posterior

desecho como se muestra en la tabla 9:
a) ldentificacion de los residuos.

b) Envasado de los residuos generados.

Tabla 9. Tipo de residuos estado fisico, envasado y color.

Tipo de residuo Estado fisico Envasado Color
Sangre Liquidos Recipientes Rojo
herméticos
Cultivos y cepas de  Patoldgicos Soélidos Bolsa polietileno Rojo
agentes infecciosos
Sélidos
Patoldgicos Sélidos Bolsa polietileno Amarillo
Residuos no Solidos/ liquidos Bolsas de Rojo
anatomicos polietileno/
recipientes
herméticos
Objetos Sélidos Recipientes rigidos Rojo
punzocortantes polipropileno
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Las bolsas se llenaron al 80 % de su capacidad, cerrandose antes de ser transportadas al sitio
de almacenamiento temporal y no podran ser abiertas o vaciadas. Estas bolsas tuvieron el

siguiente manejo:

c¢) Almacenamiento temporal.

d) Recoleccion y transporte externo.
e) Tratamiento.

f) Disposicion final

6.3  Contexto de la investigacion

Tipo y disefio de estudio: Experimental in vitro.
Este estudio se realizo en el Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria (ICBI) ubicado en

ciudad del conocimiento Pachuca- Tulancingo km 4.5, Carboneras C.P. 42184 Pachuca de

Soto, Hidalgo; en los laboratorios del Area de Quimica en Alimentos.
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6.4 Diagrama de metodologia general.

Obtencicn de extractos de calices
de Hibiscus sabdarifia

Térnica de difusion en placa
! P CMI y CMB
con discoz
|
Sembrade por tacnica de Conceniraciones
difusion dilnidas a partir de
100 mg mL
Impregnacion de discos de |
papel 20 pL de solucidn
| CRII se mide an tuba

Incobacion 24 h

Medicicn de halas con
vernier electronico.

CMIE ze mide caja
Pairi

Acuoso, etanslic,
aceténico v acetato de etilo

—

Curva de muerts Rmm Desinfeccion con
bacteriana a puntas i
Concentracion Chil Contaminacion 30 C inacidn 30
¥ CME en indculo minutos =
o |
Eolza con 9 mL sgua l::"3!'“'-'im':.il:l'll duranta
peptonads minaeg
Siembra a los 0, 30,
60,90 ¥ 120 mimutos |
Frotzmisnta 1 Siembra por vertido
minwta en placa
Caanteo de UFC Ziembra de dilecidn Cmmfl de UFC
despugés da 24 h ERE después de 24 b
Conteo de TTFC
despuéz de 24 b

Figura 1. Esquema de metodologia general.

Fuente: Elaboracion propia

50



6.5  Definicion de variables (dependientes, independientes)

Tabla 10. Definicién de variables

Variable Definicion

Operacional

Tipo variable

Efecto Un antimicrobiano es una

antimicrobiano  sustancia quimica que a bajas

concentraciones actua contra
los microorganismos

destruyéndolos o inhibiendo

su crecimiento

Enteroccocus Bacteria Gram positiva y

faecalis anaerobia facultativa presente
en las infecciones secundarias
0 persistentes después del

tratamiento endodéntico

Extractos de Soluciones preparadas con

calices de Hibiscus sabdariffa y

jamaica solventes

Hipoclorito de  Compuesto quimico NaClO

sodio utilizado como biosida o

desinfectante

Halos de inhibicion en
cajas Petri
Concentracion Minima
Inhibitoria y
Concentracion Minima

bactericida

Unidades Formadoras de

Colonia

En mililitros y

concentracion %

Mililitros y %

concentracion

Cuantitativa
Intercalar/ Escalar
y de razén
Variable

dependiente

Cuantitativa
Razon
Variable

independiente

Cuantitativa
Intercalar/ escalar
Variable

independiente

Cuantitativa
Intercalar/ escalar
Variable

independiente
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EDTA®

Zeyco®
solucion al 17
%

Gluconato de
clorhexidina al

2 % zeyco®

Acido etileno
diaminotetraacetico), es un
agente quelante, posee
radicales libres que se unen a
iones metalicos de un
determinado complejo
molecular fijandolos por
quelacion. Utilizado como

irrigante en endodoncia

Sustancia antiséptica y de
accion bactericida y

fungicida.

Mililitros y %

concentracion

Mililitros y %

concentracion

Cuantitativa
Intercalar/ escalar
Variable

independiente

Cuantitativa
Intercalar/ escalar
Variable

independiente

6.6 Analisis Estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado. Se realizd un andlisis exploratorio de datos

para comprobar los supuestos de igualdad de varianzas y distribucion normal de errores de

los resultados obtenidos de la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos de calices de

H. sabdariffa e irrigantes intraconducto.

Los resultados, se analizaron con el programa estadistico Statgraphics® para el andlisis de

varianza de una sola via (ANOVA). Se realizd6 comparacion de medias con la prueba de

Tukey.
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VII. RESULTADOS

7.1 Rendimiento de extracto segun solvente utilizado

Segun el solvente utilizado por 100 g de calices secos, se obtuvieron rendimientos de entre
1.88 a 34.8 % de extractos de calices de H. sabdariffa. EI mayor rendimiento se obtuvo con

agua (extracto acuoso) y el menor con el acetato de etilo (Tabla 11).

Tabla 11. Rendimiento de los extractos de calcies de H. sabdariffa variedad Teconoapa

de Guerrero por 100 g con diferentes solventes

Rendimiento del extracto

Jamaica Tecoanapa de Guerrero en agua 34.8 %
Jamaica Tecoanapa de Guerrero en acetona 4%
Jamaica Tecoanapa de Guerrero en acetato de etilo 1.8%
Jamaica Tecoanapa de Guerrero en etanol 18 %

7.2 Valores de pH de los extractos e irrigantes y desinfectantes utilizados en
endodoncia

Con un potenciometro se midio los diferentes pH de los extractos e irrigantes utilizados en
endodoncia. Los valores de pH de todas las soluciones examinadas se reportan en la Tabla
12. Como se observa, el valor del pH mas acido lo presento el extracto de acetona y el menos
acido el acuso. Por otro lado, los irrigantes clorhexidina presento un pH cercano a la
neutralidad. Mientras que hipoclorito y EDTA se pueden consideran alcalinos. Esta

informacidn coincide con la reportada con otros autores.

Tabla 12. Valores de pH de los extractos de calices de H. sabdariffa e irrigantes

intraconducto
pH

Gluconato de clorhexidina 2 % 6.379
Hipoclorito 5,7 % 13.424
EDTA 17 % 9.366
Jamaica Tecoanapa de Guerrero en agua 2.596
Jamaica Tecoanapa de Guerrero en acetona 1.939
Jamaica Tecoanapa de Guerrero en acetato de etilo 2.081
Jamaica Tecoanapa de Guerrero en etanol 2.012
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7.3  Efecto antimicrobiano por técnica de difusion en agar

Los extractos de calices de H. sabdariffa de la variedad Teconoapa de Guerrero presentaron
efecto antimicrobiano contra los microorganismos estudiados tabla 13. El extracto que
mostro un comportamiento similar a la clorhexidina e hipoclorito para E. faecalis fue el
extracto acetonico de célices de H. sabdariffa donde EDTA fue el mas efectivo para esta
cepa. Para S. sanguinis los extractos que tuvieron un efecto antimicrobiano parecido a la
clorhexidina fuerdn el de acetona y acetato de etilo; siendo el hipoclorito de sodio el que mas
zona de inhibicion tuvo.Existe pcoa informacion que describa el efecto antimicrobiano de H.
sabdariffa uno de ellos fue realizadé por Sulistyani quien muestra efecto bacteriostatico

contra ocho bacterias patogenas orales como S. mutans y S sanguinis.”

Tabla 13. Diametros de halos de inhibicion de extractos de calices de Hibiscus sabdariffa
variedad Tecoanapa de Guerrero e irrigantes comerciales contra dos cepas de bacterias

patdgenas orales.

T i . s
Cepa  Acuoso? Acetona! Acetato de Etanol! Clorhexidina®  EDTA Hipoclorito

etilo!

E.
faecalis  7-39t057° 10.44+0.45% 7.960.69® 7.73x08g: 1252¥109° 20.12%3.19° 12.4541.09°

s.
sanguinis 7.03:0.52%  10.46+2.0°  8.48:022° 8.96:0.72%  9.9240.72% 5114164 151+ 181

! Media de 3 réplicas del diametro de inhibicién (mm) desviacion estandar. Valores con letras diferentes en la
misma fila por patdgeno expresan diferencia significativa con un o= 0.05 prueba de Tukey. Valores con letras

diferentes expresan diferencias significativas o= 0,05 mediante la prueba de Tukey para cada cepa.

7.4 Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida de
extractos de calices de Hibiscus sabdariffa

La CMI (Concentracién Minima Inhibitoria) es la concentraciébn mas baja de un agente

antimicrobiano que detiene el crecimiento de un microorganismo, mientras que la CMB
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(Concentracion Minima Bactericida) es la concentracion mas baja de ese agente que mata el
microorganismo, eliminando al menos el 99.9 % del indculo inicial. Se obtuvieron las
concentraciones de los extractos acetonico, etandlico, acetato de etilo y acuoso de célices de
H. sabdariffa variedad Tecoanapa de Guerrero como se muestra en la tabla 14. Estos valores
oscilaron entre los 12.5 mg/mL y 50 mg/ mL, y podemos observar que estos extractos

resultaron bactericidas para las cepas estudiadas.

Tabla 14. Concentracion minima inhibitoria (CMI), concentracion minima bactericida
(CMB) y relacion CMI/CMB de célices de Hibiscus sabdariffa variedad Teconoapa de
Guerrero contra dos cepas patdgenas orales.

Cepa Acuoso? Etanol! Acetato de etilo!  Acetonal
CMI* CMB* CMI/ CMI* CMB* CMI/ CMI* CMB* CcMI/ CMI* CMB* CcMI/
CMB* CMB* CMB* CMB*
S. 25 125 2 125 125 1 25 25 1 25 25 1
sanguinis
E. 50 25 2 50 25 2 25 25 1 25 25 1
faecalis

! Medida de 3 réplicas *mg/mL una sustancia se considera bactericida cuando su relacion CMI/CMB es<a 4 y

bacteriostatico cuando esta relacion es >4.

7.5 Efecto de los extractos de calices de Hibiscus sabdariffa en la sobrevivencia de E.
faecalis y S. sanguinis.

La cinética microbiana es el estudio cuantitativo del crecimiento, la actividad y la
supervivencia de los microorganismos y de los mecanismos que los rigen. Se enfoca en las
tasas de los procesos microbianos (como crecimiento, muerte, reproduccion y metabolismo)
y su relacién con factores ambientales (nutrientes, temperatura). Las figuras 2 a 9 muestran
el comportamiento de células viables al utilizar las concentraciones de CMI y CMB de los
distintos extractos en las cepas E. faecalis y S. sanguinis a distintos tiempo TO= 0 minutos,
T1= 30 minutos, T2= 60 minutos, T3= 90 minutos y T4= 120 minutos de incubacion
respectivamente y su posterior vertido en placa, incubacion a 35 °C por 24 horas, los
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resultados expresados en UFC por mL, la cual reduce drasticamente desde el T1=exposicion
del extracto a 30 minutos comparado con el control positivo y similar a los irrigantes y
desinfectantes intraconducto.

Inactivacion de E. faecalis con extracto
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Figura 2. Efecto del extracto acuoso de calices de Hibiscus sabdariffa variedad Tecoanapa de Guerrero sobre
recuentos de células viables de E. faecalis en intervalos de tiempo. Los datos se presentan como media
desviacion estandar de tres experimentos independientes. Los resultados se expresan en UFC mg/mL en un
promedio de medida de 3 réplicas. Clx= clorhexidina Hp= Hipoclorito CMI= Concentracion Mininima
Inhibitoria del extracto CMB=Concentracion Minima Bactericida del extracto
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Figura 3. Efecto del extracto etanolico de Hibiscus sabdariffa variedad Tecoanapa de Guerrero sobre
recuentos de células viables de E. faecalis en intervalos de tiempo. Los datos se presentan como media
desviacion estandar de tres experimentos independientes. Los resultados se expresan en UFC mg/mL
en un promedio de medida de 3 réplicas. Clx= clorhexidina Hp= Hipoclorito CMI= Concentracion
Mininima Inhibitoria del extracto CMB=Concentracién Minima Bactericida del extracto

Figura 4. Efecto del extracto de acetato de etilo de calices de Hibiscus sabdariffa variedad
Tecoanapa de Guerrero sobre recuentos de células viables de E. faecalis en intervalos de tiempo. Los
datos se presentan como media desviacion estdndar de tres experimentos independientes. TO= 0
minutos T2=30 minutos T3=60 minutos T3=60 minutos T4=90 minutos T5=120 minutos, los
resultados se expresan en UFC mg/mL en un promedio de medida de 3 réplicas. Clx= clorhexidina
Hp= Hipoclorito CMI= Concentracion Mininima Inhibitoria del extracto CMB=Concentracion

Minima Bactericida del extracto
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Figura 5. Efecto del extracto de acetona de célices de Hibiscus sabdariffa variedad Tecoanapa de
Guerrero sobre recuentos de células viables de E. faecalis en intervalos de tiempo. Los datos se
presentan como media desviacion estdndar de tres experimentos independientes. Los resultados se
expresan en UFC mg/mL en un promedio de medida de 3 réplicas. CIx= clorhexidina Hp= Hipoclorito
CMI= Concentracion Mininima Inhibitoria del extracto CMB=Concentracién Minima Bactericida del

extracto
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Inactivacion de S. sanguinis con extracto acuoso
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Figura 6. Efecto del extracto acuoso de calices de Hibiscus sabdariffa variedad Tecoanapa de Guerrero
sobre recuentos de células viables de S. sanguinis en intervalos de tiempo. Los datos se presentan como media
desviacion estandar de tres experimentos independientes. Los resultados se expresan en UFC mg/mL en un
promedio de medida de 3 réplicas. Clx= clorhexidina Hp= Hipoclorito CMI= Concentracién Mininima
Inhibitoria del extracto CMB=Concentracion Minima Bactericida del extracto
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Inactivacion de S. sanguinis con extracto etanolico
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Figura 7. Efecto del extracto etanolico de calices de Hibiscus sabdariffa variedad Tecoanapa de Guerrero
sobre recuentos de células viables de S. sanguinis en intervalos de tiempo. Los datos se presentan como media

desviacion estandar de tres experimentos independientes. Los resultados se expresan en UFC mg/mL en un
promedio de medida de 3 réplicas. Clx= clorhexidina Hp= Hipoclorito CMI= Concentracién Mininima

Inhibitoria del extracto CMB=Concentraciéon Minima Bactericida del extracto
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Inactivacion de S. sanguinis para extracto acetato de etilo
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Figura 8. Efecto del extracto de acetato de etilo de calices de Hibiscus sabdariffa variedad Tecoanapa de
Guerrero sobre recuentos de células viables de S. sanguinis en intervalos de tiempo. Los datos se presentan
como media desviacién estandar de tres experimentos independientes. Los resultados se expresan en UFC
mg/ml en un promedio de medida de 3 réplicas. Clx= clorhexidina Hp= Hipoclorito CMI= Concentracion

Mininima Inhibitoria del extracto CMB=Concentracion Minima Bactericida del extracto
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Inactivacion de S. sanguinis con extracto de acetona
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Figura 9. Efecto del extracto acuoso de acetona de calices de Hibiscus sabdariffa variedad Tecoanapa de
Guerrero sobre recuentos de células viables de S. sanguinis en intervalos de tiempo. Los datos se presentan
como media desviacién estandar de tres experimentos independientes. Los resultados se expresan en UFC
mg/mL en un promedio de medida de 3 réplicas. Clx= clorhexidina Hp= Hipoclorito CMI= Concentracion

Mininima Inhibitoria del extracto CMB=Concentracién Minima Bactericida del extracto.

7.6 Adherencia bacteriana a puntas de gutapercha

Es importante conocer el numero aproximado de microorganismos que se adhieren a una
punta de gutapercha contaminada intensionalmente con cepa activa de E. faecalis, la tabla 15
muestra un promedio del nimero de bacterias que se adhieren al cono de gutapercha cuando

se expone a una contaminacion de 30 minutos.
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Tabla 15. Adherencia bacteriana de E. faecalis a los conos de gutapercha

a) E. faecalis

Conteo
Promedio por punta de 3.16X10% UFC/mL
gutapercha

*Medida de 3 réplicas por punta de gutapercha

Asimismo, para S. sanguinis se realiz6 contaminacion intencional de 3 puntas para hacer un
conteo promedio del numero de UFC que se adherian a estos conos, la tabla 16 muestra un
promedio del nimero de bacterias que se adhieren al cono de gutapercha cuando se expone

a una contaminacion de 30 minutos.
Tabla 16. Adherencia bacteriana de S. sanguinis a los conos de gutapercha

b) S. sanguinis

Conteo

Promedio por punta 7.2x10* UFC/mL
de gutapercha

*Medida de 3 réplicas por punta de gutapercha

7.7 Desinfeccion de puntas de gutapercha

Los conos de gutapercha se crean en circunstancias asépticas y tienen propiedades
antibacterianas, en particular debido al componente de Oxido de zinc, pero pueden
contaminarse por aerosoles, almacenamiento inadecuado y manipulacion fisica. Por lo tanto,
antes de utilizar las puntas de gutapercha como material de relleno, se requiere un protocolo
rapido de desinfeccion en la consulta, la tabla 17 expresa en porcentaje de efectividad en
reduccion de E. faecalis una vez aplicado el tratamiento con los controles positivo, negativo

y extractos de célices de H. sabdariffa en una descontaminacion rapida por 5 minutos.
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Tabla 17. Desinfeccion de puntas utilizando los extractos de calices de H. sabdariffa

para E. faecalis

a) E. faecalis
Acetona Acetato de Etanol Acuoso Clorhexidina EDTA Hipoclorito Agua (+)
etilo
99 % 99 % 9% 9% 99 % 99 % 99 % 0%

*Medida de 3 réplicas por punta de gutapercha

En esto entendido, la tabla 18 expresa en porcentaje de efectividad en reduccién de S.
sanguinis una vez aplicado el tratamiento con los controles positivo, negativo y extractos de

H. sabdariffa en una descontaminacién rapida por 5 minutos.

Tabla 18. Desinfeccion de puntas utilizando los extractos de célices de H. sabdariffa

para S. sanguinis

¢) S.sanguinis

Acetona  Acetato de Etanol  Acuoso Clorhexidina EDTA Hipoclorito Agua (+)
etilo

100 % 100 % 100% 100 % 100 % 99 % 100 % 0 %

*Medida de 3 réplicas por punta de gutapercha.
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VIII DISCUSION

Es importante contemplar la naturaleza de las puntas de gutapercha que al ser un material
termoplastico se encuentra en evases pre esterilizados, existen estudios que han mostrado que
una vez abiertos en la temporalidad de un de uso muestran un grado de contaminacién. Por
lo que, la deteccion de estos microorganismos plantea la preocupacion por una posible
contaminacion al momento de obturar el diente, y este riesgo no puede considerarse
insignificante. Debido a esto, suelen desinfectarse utilizando productos quimicos que
producen efectos adversos, en los pacientes y en la estructura del mismo material. Es por ello
que la ciencia se encuentra en busqueda de productos naturales que como distintos autores
mencionan tinene efectividad antimicrobiana similar a estos desinfectantes quimicos. El
éxito de la terapia endodontica depende de mantener una continuidad aséptica desde el

momento de la preparacion del diente de acceso hasta la restauracion.®

En la medicina convencional, Hisbiscus sabdariffa se ha utilizado durante mucho tiempo
principalmente para tratar enfermedades inflamatorias e infecciosas. Se ha demostrado en
numerosos estudios que los extractos de H. sabdariffa tienen propiedades antimicrobianas

contra una variedad de patgenos como virus, hongos y bacterias.®®

Nuestro objetivo fue evaluar el efecto antimicrobiano de extractos de célices de H. sabdariffa
variedad Tecoanapa de Guerrero en un modelo in vitro en puntas de gutapercha. Al tener
evidencia cientifica de que dichos extractos tienen efecto sobre algunas otras cepas bucales,
tomando en cuenta que existe poca evidencia cientifica del comportamiento de estos
extractos en la microbiota oral; la mayoria de estudios estan enfocados en bacterias de tipo
gastrointestinal.”® Los extractos obtenidos con solventes de diferentes polaridades tuvieron
distinto rendimiento en extracto seco siendo el de mayor rendimiento el acusoso con 34.8 %,
el de etanol con 18 %, de acetona 4 % vy el de menor rendimiento el de acetato de etilo con
1.8 % a partir de 100 g de célices secos de H. sabdariffa; estos fueron similares a los
rendimientos obtenidos por otros autores y se utilizaron para realizar pruebas antimicrobianas

en comparacion con los irrigantes intraconducto.®®

El pH de nuestros extractos en solucion fue mayormente acido entre 1.9 y 2.5, esto debido a

los componentes de los calices (acido hibiscus, acido citrico, acido malico, acido tatarico)
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reportados por otros autores mientras los irrigantes intraconducto tuvieron clorhexidina pH
de 6.3, hipoclorito 13.4 y EDTA® 9.3.1%°

La bibliografia cuenta con mdltiples estudios que demuestran la efectiva descontaminacion
de conos de gutapercha con soluciones como el hipoclorito de sodio desde concentraciones
al 2.5 % en un tiempo estimado de 1 a 5 minutos. Para la clorhexidina al 2% en los mismos

tiempos. Resultados que coinciden con los descritos en este trabajo.1%

Sin embargo, para soluciones como el EDTA®, se han descartado bibliograficamente sus
propiedades antimicrobianas ya que es utilizado, en mayor proporcion para remover barrillo
de los tubulos dentinarios, y su uso se alterna con alguna otra solucién por lo cual no se
considera antimicrobiano; esta propiedad ha sido poco explorada cientificamente, sin

embargo, en este estudio demostro efectos antimicrobianos contra las cepas estudiadas. %

Asimismo, se han utilizado otros extractos para la descontaminacién efectiva de conos de
gutapercha obteniendo una media de UFC para extractos de nemeen 131.81, pancha tulsi
2.12, fibras de curcumina 17.47, jugo de amla 65.59 y aloe vera 99.71 para E. faecalis
espectivamente. Por lo que nos aventuramos a decir, que, las alternativas con extractos
naturales pueden alcanzar un grado antibacteriano similar a las soluciones quimicos
sintéticos utilizados actualmente por lo menos para materiales de tipo termoplastico como la
gutapercha.®* Sin embargo, los estudios encontrados y el presente tienen ciertas limitaciones
que pueden ser de relevacia como pudieran ser el analisis de la topografia de estas puntas de
gutapercha expuestas a estos extractos en diferentes tiempos y analizadas por microscopia,
ya que esta se puede ver dafiada en su estructura por el pH de estos extractos. Como ya ha
sido demostrado, para desinfectantes como el hipoclorito de sodio, que sugiere no exponer

estas puntas por mas de 5 minutos debido a que presentan deterioro en su estructura. 1%
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8.1 Efecto antimicrobiano por técnica de difusion en agar

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto antibacteriano de los extractos de
calices de H. sabdariffa por técnica de difusion en placa para E. faecalis y S. sanguinis.
Este estudio nos sirvié para determinar la medida de halos de inhibicién de nuestros

extractos e irrigantes intraconducto. %4

Los extractos de calices de H. sabdariffa a una concentracion del 10 % tuvieron efecto
antimicrobiano contra los microorganismos estudiados; el analisis de varianza de una sola
via (ANOVA) mostré diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05),
mostrando inhibicion similar de nuestros extractos con los desinfectantes de uso actual
obteniendo halos para E. faecalis desde 7.39 mm y 10.46 mm comparado con el efecto de
las soluciones desinfectantes intraconducto esta actividad asemeja a nuestro extracto de
acetato de etilo y acetona con las mediciones obtenidas por hipoclorito y clorhexidina.
Para S. sanguinis las mediciones ocilaron entre 7.03 milimetros (mm) hasta 10.46 mm

asemejando nuestros 4 extractos a las mediciones obtenidas para clorhexidina.

Especificamente, las zonas de inhibicidn mayores se lograron con los extractos de acetato
de etilo y acetona. En general, se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre el efecto antimicrobiano de los extractos y desinfectantes intraconducto frente a las

especies patdgenas estudiadas.

Baena Santillan y colaboradores en el 2021, mostraron didmetros de inhibicion mayores
con extractos en distintos solventes hasta de 13.5 mm de diametro con dos distintas
variedades de H. sabdariffa sobre S. sanguinis. Reportando especificamente para para S.
sanguinis, con el extracto de acetato de etilo de H. sabdariffa variedad Tecoanapa de

Guerrero (13.8 mm).%’

Es importante recalcar que, las diferencias observadas en el efecto antimicrobiano de los
extractos de célices de H. sabdariffa se pueden atribuir a la presencia de diferentes tipos
de moléculas antimicrobianas en cada tipo de extracto ya que cada extracto se obtuvo con

un solvente de diferente polaridad.®”’

Por tanto, los resultados sugieren la presencia de antimicrobianos diferentes (en tipo y

concentracion) y con una polaridad especifica en cada tipo de extracto. De hecho,
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recientemente se ha informado que algunas de las moléculas responsables del efecto
antimicrobiano de los célices de H. sabdariffa son el &cido hibiscus y el &cido
protocatéquico, que son moléculas con diferente polaridad, y se extraen de los célices de
H. sabdariffa con disolventes de diferente polaridad. Ademas, es posible que en cada uno
de los extractos de H. sabdariffa existan otros compuestos antimicrobianos, ademas del
acido hibiscus y el acido protocatéquico, que ain no han sido reportados y que también

estan participando en el efecto antimicrobiano de los extractos. ¥
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8.2 Concentracién Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida de los
extractos de calices de Hibiscus sabdariffa.

Para determinar el potencial uso de los extractos de calices de H. sabdariffa como
antimicrobianos en la industria farmacéutica, se han establecido las Concentraciones
Minimas Inhibitorias (CMI) y las Concentraciones Minimas Bactericidas (CMB), en este
entendido, se realizaron dichas pruebas para los extractos acuoso, etanolico, acetonico y
de acetato de etilo sobre E. faecalis y S. sanguinis.

Para S. sanguinis, el extacto acuoso tuvo CMI de 25 mg/mL y CMB de 12.5 mg/mL en
cuanto a los extractos etan6lico CMI y CMB de 12.5 mg/mL de acetato de etilo y acetona
la CMI y CMB fueron de 25 mg/mL, estas fueron mayores a los reportados por otros
autores como Baena Santillan, por 5 mg/mL reportando para el extracto acuoso una CMI
y CMB de 20 mg/mL; para el extracto etandlico una CMI de 10 mg/mL y CMB de 20
mg/mL y para extractos de acetato de etilo y acetona una CMI y CMB de 20 mg/mL, esto
debido problemente a que nuestra técnica de dilucion doble seriada fue disminuyendo de
una concentracion inicial, decreciendo por mitad de 100 a 50, 25 y 12,5 mg/mL en cada
tubo de ensayo lo que nos acerco a las mediciones de la autora ya mencionada.®’

Para E. faecalis, se reporta mediciones con extracto acuso 50 mg/mL de CMI y CMB de
25 mg/mL; extracto de etanol 50 mg/mL de CMI y CMB de 25 mg/mL; para extractos de
acetato de etilo y acetona reportan una CMI y CMB de 25 mg/mL,; esta informacién no
pudo ser comparada con otros autores ya que no exiten pruebas de estos extractos con
esta cepa; probablemente el aumento de la concentracion se deba a que es una cepa
anaerobia facultativa que resite un poco mas a los cambios de pH y temperatura.
Finalmente, el efecto antimicrobiano de los extractos de célices de H. sabdariffa, se
determin6 como bactericida ya que todos tuvieron un promedio entre 1 y 2. Un compuesto
se considera bactericida cuando la proporcion de CMB / CMI es <4 y bacteriostatico

cuando es >4.57

8.2.1 Determinacion del efecto bactericida/bacteriostatico de las soluciones de
ensayo.
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Todos los extractos de célices de H. sabdariffa, exhibieron actividad bactericida contra
las cepas patdgenas en este estudio. Para S. sanguinis el extracto etanolico, acetato de
etilo y acetona tuvieron valor de 1, mientras que el acuoso tuvo un valor de 2 lo que es
coincidente con el estudio de Baena Santillan en el 2020. Para E. faecalis el extracto
acuoso Yy etanolico tuvieron un cociente de 2 y para extracto de acetato de etilo y acetona
de 1 es importante recordar que cuando el cociente se encuentra entre 1y 4, relacion
CMI/CMB, se considera una solucién batericida. Sin embargo algunos otros autores los
consideran bacteriostaticos comparado con otras especies de tipo gastrointestinal

resistentes a antibioticos.®’

8.3 Efecto de los extractos de calices de Hibiscus sabdariffa en la sobrevivencia de E.

faecalis y Streptococcus sanguinis.

El objetivo de este estudio fue determinar la curva de muerte para E. faecalis y S.
sanguinis, en estas pruebas se obtuvieron resultados del conteo de celulas viables UFC
expuestas a las concentraciones de CMI y CMB para cada extracto comparado con los
irrigantes comerciales pudiendo obserbar que el conteo de celulas disminuye a cero a
partir del tiempo O minutos en el caso de los tres irrigantes, para nuestros extractos se
tuvo el mismo comportamiento en las concentraciones bactericidas, y para las
concentraciones inhibitorias se necesito 30 minutos de exposicién para lograr reducir a
cero la taza de viabilidad para ambas cepas. Esta informacién no pudo ser comparada con
otros autores, ya que como hemos mencionado anteriormente, existen pocos estudios de

cepas bucales expuestas a extractos naturales.®’

8.4 Adherencia bacteriana y desinfeccién de puntas de gutapercha.

Debido a que los conos gutapercha son labiles al calor, tanto la esterilizacion con calor
himedo como con calor seco son ineficaces ya que modifican la estructura de la

gutapercha. Como resultado, los desinfectantes quimicos como el hipoclorito de sodio se

emplean comunmente para la esterilizacion en frio, que demora entre 1 y 25 minutos.
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Se ha demostrado que la inmersion de las puntas en una solucién de hipoclorito de sodio
(NaOCl) al 5,25 % durante 1 minuto es el método mas eficaz para desinfectarlas sin causar
alteraciones topogréaficas. Sin embargo, se ha documentado la deposicion de cristales en
la superficie de los conos o puntas de gutapercha en todas las concentraciones, lo que

obstruye la union de los selladores con los conos y provoca microfiltraciones. 104

Existen pocos estudios que comprueban la eficacia de extractos naturales en la
descontaminacion de puntas de gutapercha Vanaplata y colaboradores realizaron un
estudio utilizando puntas de gutaperha y extractos naturales compararando las medias de
unidades formadoras de colonias (UFC) en todos los grupos, y se observo una diferencia
estadisticamente significativa entre ellos (p < 0,01). El hipoclorito de sodio (NaOCL),
como grupo control, mostré un promedio de 5 UFC. La cdrcuma presenté el promedio
mas bajo, 55 UFC, y fue la mas eficaz de los grupos experimentales. EI neem vy el
calotropis presentaron los promedios mas altos, 130 UFC y 200 UFC, respectivamente,

lo que las convierte en las soluciones menos eficaces de las analizadas.”

Existe evidencia solida que demuestra la contaminacion de conos o puntas de gutapercha
en el ambiente clinico, el numero de microrganismos que se adhieren a estos en una
experimentacion in vitro es mayor al ser intencional para E. faecalis se obtuvd un
promedio de 3.16X10% UFC/mL en cada punta y para S. sanguinis de 7.2X10%. Teniendo

mayor contaminacion con esta ultima cepa esto expuesto a una contaminacion
intencionada de 30 minutos, ya que con tiempos menores no se lograban adherir a ellas
por las condiciones que presentan las mismas puntas (materiales antimicrobianos en su
composicion, superficie pulidas para evitar adherencia). En cuanto a su desinfeccion,
todos los extractos e irrigantes mostraron una eficiencia de entre 99 y 100 % de eficacia
para su descontaminacion en 5 minutos, esto nos permite pensar en no saltar nunca la
descontaminacion de este material de obturacion, ya que a pesar de sus caracteristicas,
corren el riesgo de contaminacion; asimismo, que los extractos de calices de H. sabdariffa
tienen caracteristicas antibacterianas similares al EDTA, clorhexidina e hipoclorito, lo
que abre una oportunidad para estas soluciones naturales en el area de desinfeccion

intraconducto.
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Los tratamientos herbales han ganado popularidad a medida que las personas buscan
opciones mas econdmicas, accesibles y naturales. Sin embargo, la informacion sobre su

aplicacion en endodoncia y desinfeccion de conos de gingivitis adn es insuficiente.”

IX CONCLUSIONES

e Para las pruebas de halo de inhibicion, los extractos con mayor efecto fueron acetona
y acetato de etilo. Sin embargo, todos mostraron una actividad similar a los
desinfectantes intraconducto especialmente a clorhexidina e hipoclorito.

e Todos los extractos tuvieron una actividad bactericida en las cepas patégenas
estudiadas.

e La prueba de viabilidad celular mostro que las cepas necesitan un minimo de entre 0
a 30 minutos para lograr esta actividad bactericida.

e La adherencia bacteriana de E. faecalis en un cono de gutapercha es de
aproximadamente 3.16X10% UFC/mL.

e La adherencia bacteriana de S. sanguinis en un cono de gutapercha es de
aproximadamente 7.2x10* UFC/ mL.

e La desinfeccion de conos de gutapecha mostré una efectividad de entre el 99% y
100% de reduccién del nimero de unidades formadoras que se adhieren a estos conos

0 puntas de gutapercha.
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X RECOMENDACIONES

Derivado del siguiente estudio surgen las siguientes recomendaciones:

Las infecciones polimicrobianas son comunes en los conductos radiculares. Este
estudio, por otro lado, analiza la eficacia de los tratamientos herbales contra E.
faecalis para desinfectar los conos de gutapercha antes de la obturacion. Se necesita
mas investigacion para evaluar la eficacia del desinfectante contra otras bacterias y

organismos como hongos, virus y levaduras.

Al clinico en préctica de tratamiento de endodoncia se recomienda siempre realizar
desinfeccion de las puntas de gutapercha ya que a pesar de las caracteristicas
conferidas a las puntas de gutapercha estas son susceptibles a la contaminacion
durante su manipulacion.

Se sugiere estudios que impliquen conocer si dichos extractos ademas de conferir
descontaminacidon muestren si hay efectos en la topografia de estas puntas.

Se sugieren estudios que muestren interaccion en desinfeccion de otros
microorganismos o cepas.

Posibles pruebas de descontaminacion intraconducto en algin modelo in vivo para

uso como alternativa irrigante.
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FRESENTE

Titulo del Proyecto: Efecto antibacteriano de los extractos de cilices de Hiblscas sabdariffa
en Enterecoccus facealls ¥ Streploceccus sanguinls en un modelo i vitrn 0 puntss de

wutapercha.

Le informamos que su proyecto de referencia ha sido evaluaio por ¢l Conuzd de Flica ¢
Iavestigacion del Instines d¢ Ciensias de fa Salud y las opiniones acerca de Yos Socumentos

preseniados Lo CNCUENtran 3 coalssasion;

Declsida
o Apcotuadon

Estc protocole tene vigenca el & de febrers de 2024 al 6 de febrers de 2028

anodcm;mwamplixién.kmpmmkng:mcumquc&m
enviz 31 Comité un reporte Je progreso de avance de dw proyecto a2l menos 60
5 antes de la focha de tdeminog Js su vigencia.

Le rogamas stender las indicacionss fealicadas por of revisor, ¥ eaviar nucvamente una version
comegida &e 4a peotocolo para una sueva ¢ '
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Pars la v aidacidn & eute dosuments mfome o wpuiomss oddign on e seviide
Validador & Dovumentos del sito wib oficad Jel Comas wEENopwEoV'.
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LISTADE COTEJO
Instrucclanes:
A cantinuactén, encantrara un Jistado de lns diferenies clemenios 2 evaluar en un pratnnola

de Investigacién. Para cada llem, Identiflque v selecclone st o) elemento se enpsenuin
presenic o no. S§ tene alguna observacion final, al 1emino de este dotumenio eaconiras

un espaclo deade colocalo.
Fecha de evaluacldn: martes, 30 de enero de 2024
tdentificackén del proyecta
Efecio antihactestann de Ins extracins de cillees de Hibiscus
Ticulo sabdariffa eo Enlcrecancus faecalls y Surepincocoss sanguinis en
un madela In vitrm oo pardas de pulapefcda.
Elementas metodnldgicos
S No NIA
La pestificacian e 12 Investigaclie =i hasada en la
I |mvisldne 2calizada y esablece la pertinencia del | 0 (m)
pEnyrcio.
EL cbjetiva de La Invesiigacian es claro v Eacilble, = a O
La peegunia de imvestigacidn s redevanie desde el = 5 O
praria de vista clezziflico.
P Hay una cahesracla ezere | pregunia de lnvestigacion y = - -
¢l disenn de 12 Envestizacidn,
. | 1os meétndns y téenkcas plassendas san adecuados para - - o
* | consepar el obietivo de la Investigacida.
6 Las sécnlcas de analisls propaestas son adecundas para 2 3 O
el manca de los dales.
Parliclpackén de seres humanaos en o] estudlo
S No NIA
En o] caso de que se requicra el reclutamiczea de
7 | paricipantes,  exisle  una  deseripeion clara  del ] 0 =
pencedimdento para reclucarins.
g | Se incluye La pandesaciéa de Benediclos y riesges para ) A 2
Jas Inlereses individasales o de la comunidad.
9 | Se inclove o compenmiso de respetar | Inlepridad, a jm] 0 =

Cortwtpen Nacamlasle Comlagi O Vs
Coarretars PanSuca Actopm. Ty Agata
Thaatn Mlugn Weda ©F 429

Tosdbona 82 (7T Y F2000 a1 4308
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<< | dignidad v la suinnnméa de Jas paritclpantes.

10 Se  Incluye wa porsentacking adecuada del - - =
cansrzzimienio indformada.

- i::'::cw)v un peocediniento adecunda de peoteccldn de - - -

12 Se Incluye wn procedindentio aproplade para  repocte - - o
e raenios advessns

13 Se Incluyen Jas peslbles resgos o dafos 2 Ins - - =
panicipantes

Manejo de animales de experimentacién
hY | No NIA

Se describen las candicianes paga el alnjJamienin de los

1| aninales. - - A
Se describen las candiciones para L2 allmentaclan y

15 penvisiin de agua. D D 4
Se cescriben las 16mmicas de analpesia y anrswesia g

= llevarin o caba en Ins anlmales oaando sean - - .
sametidas a procedimicrzas goo puedan cxesar dolar o
malestia a los mismoes
Se deseriben s téonkeas de cutamasla que senin

! empleadas on la investipaclin, 0 D 2

Comentarios adiclonales

Es wra nestipacion seresante, que pucde contribule en b blsgoeda de sustancihs
krigasees y desinfecianies a pardr de cilices de Jamalea y cample con lns elementns para
que se pueda Devar a caba. Salo se suglere incbair Infoemacian del mancjo de les residucs
peligrasns hielégico-Infocciasas (RPBD al final de los experimezsas, de acserda con

necmas aficlales.
Dictansen recomendada
Bl Aprobado .A; £ 0O Rechazadn
mndificacinnrs
Cotwt o on Mptwnds L Comiadundn wn
Carretar d Pacrocs Actogan, Lan Ao
Tiaiats Yawge Wisxa CF a2
Tosdtonc 32 (210 I 22000 1 4304
mE a3n )7\ ’T\ I EASQACn KA whe e w4
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