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Resumen
El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antibacteriana de la N-acetilcisteina (NAC),
hidréxido de calcio [Ca(OH):] y su combinacion frente a Enterococcus faecalis, microorganismo
asociado a infecciones endododnticas persistentes. Se realiz6 un estudio experimental in vitro
mediante difusion en agar bilis esculina, utilizando 24 cajas de Petri inoculadas con la cepa
estandar E. faecalis (ATCC 29212). Se aplicaron los materiales en pozos del medio de cultivo y
la actividad antibacteriana se determin6 midiendo los halos de inhibicion (mm) a las 24, 48 'y 72
horas. Los datos se analizaron con pruebas de normalidad y comparaciones para muestras

relacionadas (p < 0,05).

Los resultados mostraron que la N-acetilcisteina present6 actividad antibacteriana moderada y
estable en el tiempo. La combinacion con hidréxido de calcio no evidencid efecto sinérgico, con
valores similares a la NAC sola y menores que el hidroxido de calcio individual. Se observé una
leve disminucion del efecto inhibitorio con el tiempo en todos los grupos evaluados. Se concluye
que el hidréxido de calcio mantiene la mayor eficacia frente a E. faecalis, sin ventajas al

combinarlo con NAC.

Palabras clave: Enterococcus faecalis; N-acetilcisteina; medicacién intracanal; endodoncia;

hidroxido de calcio; halos de inhibicién
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the antibacterial activity of N-acetylcysteine (NAC),
calcium hydroxide (Ca(OH):), and their combination against Enterococcus faecalis, a
microorganism frequently associated with endodontic infections. An in vitro experimental study
was conducted using the bile esculin agar diffusion, with 24 Petri dishes inoculated with a
standard strain of Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Wells were prepared in the culture
medium and the experimental materials were applied. Antibacterial activity was determined by
measuring inhibition halo diameter (mm) at 24, 48 and 72 hours. Data were analyzed using
normality tests (Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk), and paired comparison test (Wilcoxon

and Student’s t test) were applied as appropriate statistical significance was set at p < 0.05.

Results showed that N-acetylcysteine exhibited moderate and relatively stable antibacterial
activity over time. The combination of NAC with calcium hydroxide did not demonstrate a
synergistic effect, as inhibition values were similar to NAC used alone and lower than calcium
hydroxide used alone. The temporal analysis showed a slight reduction in inhibitory effect at 24,
48 and 72 hours for all the substances. Under the in vitro agar diffusion model used, calcium
hydroxide maintained the highest antibacterial efficacy against Enterococcus faecalis, while
NAC neither exceeded nor enhanced its effect when used in combination, showing no advantage

within the evaluated experimental model.

Keywords: Enterococcus faecalis; N-acetylcysteine; intracanal medication; endodontics;

calcium hydroxide; inhibition halos



Introduccion

El sistema de conductos radiculares presenta una anatomia altamente compleja,
caracterizada por la presencia de conductos laterales, istmos y tubulos dentinarios. Estas
caracteristicas anatomicas dificultan su limpieza durante el tratamiento endoddntico, lo que
origina zonas inaccesibles donde los microorganismos pueden persistir incluso después de la
instrumentacion y la irrigacion (Zou et al., 2024, p. 2). Estas complejidades anatémicas
favorecen la formacion de biofilms resistentes, definidos como comunidades microbianas
organizadas dentro de una matriz extracelular que limita la penetracion de los agentes
antimicrobianos y contribuye a la persistencia bacteriana (Jhajharia et al., 2015, p. 3). En este
sentido, los biofilms intrarradiculares constituyen microambientes protegidos que incrementan la
resistencia microbiana frente a la instrumentacion mecanica y a la irrigacion convencional
(Jayakumar et al., 2024, p. 1), lo que constituye uno de los principales factores implicados en el

fracaso endodontico.

Entre los patdégenos asociados a las infecciones persistentes, Enterococcus faecalis
destaca por su capacidad de sobrevivir en condiciones adversas del sistema de conductos
radiculares, penetrar los tabulos dentinarios y adherirse firmemente a la dentina, lo que le
permite persistir después de los procedimientos de instrumentacion e irrigacion y contribuir al
fracaso del tratamiento (Alghamdi y Shakir, 2020, p. 2). Ademas, posee mecanismos de
supervivencia que incluyen la tolerancia a ambientes con pH alcalino, la resistencia a la
privacion nutricional y la capacidad de formar biofilms, lo que favorece su adaptacion y
permanencia en conductos previamente tratados (Stuart et al., 2006, pp. 94-95). De forma
complementaria, la presencia de este microorganismo en zonas anatomicas complejas puede

favorecer la persistencia de la inflamacion periapical, al permanecer en contacto directo con los



tejidos perirradiculares, comprometiendo la reparacion tisular y el prondstico del tratamiento
endododntico (Siqueira y Rogas, 2008, pp. 1293-1294). Por ello, comprender su mecanismo de
supervivencia resulta fundamental para el desarrollo de estrategias de desinfeccion intracanal

mas eficaces.

En la préctica clinica, el hidroxido de calcio ha sido ampliamente utilizado como
medicacion intracanal debido a su accién antimicrobiana, atribuida principalmente a la liberacién
de iones hidroxilo y a la elevacidn del pH a niveles altamente alcalinos, creando un ambiente
desfavorable para la supervivencia de numerosos microorganismos (Siqueira 'y Lopes, 1999, pp.
361-362). No obstante, estudios han mostrado que la eficacia antimicrobiana de este material
puede verse influenciada por factores como la solubilidad del compuesto, la difusion i6nicay el
tiempo de contacto, lo que condiciona su capacidad para eliminar las bacterias resistentes como
Enterococcus faecalis (Kim y Kim, 2014, p. 245). Asimismo, se ha observado que su desempefio
varia en funcion de la formulacion empleada y de su combinacion con otros agentes (Teja et al.,

2023, p. 4).

Debido a estas limitaciones, surge la necesidad de explorar agentes alternativos con
mayor capacidad antibacteriana y antibiofilm que permitan optimizar la desinfeccion del sistema

de conductos radiculares.

En este contexto, la N-acetilcisteina es un derivado de la cisteina utilizado clinicamente
como agente mucolitico y precursor del glutation, con reconocidas propiedades antioxidantes.
Aunque no es un antibidtico, presenta actividad antimicrobiana y ha demostrado capacidad para
desorganizar biofilms bacterianos de patégenos, por lo que respalda su potencial en el &mbito

oral (Pei et al.,2018, p. 1). De hecho, se ha sefialado que la NAC puede disminuir la formacion
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de biofilm y reducir la matriz extracelular bacteriana y ademas facilita la penetracion de agentes

antibacterianos (Dinicola et al., 2014, pp.2942 -2943)

Estudios in vitro han demostrado que la N-acetilcisteina inhibe la formacion de biofilms
y es capaz de desestructurar biofilms maduros adheridos a superficies dentinarias, lo que se
traduce en una reduccién significativa de la viabilidad bacteriana (Moon et al., 2016, pp. 324-
326). De manera consistente, se ha reportado su eficacia en la eliminacion de biofilms
endoddnticos multiespecies, observandose una marcada disminucién de la carga bacteriana y
alteraciones estructurales de la matriz del biofilm, dependiendo del modelo experimental y del
método de evaluacion empleado (Choi et al., 2018, pp. 185-187). En concordancia, una revision
de alcance reciente sintetiza la evidencia experimental que respalda la eficacia antimicrobiana y
antibiofilm de la N-acetilcisteina, sefialando resultados comparables o superiores a los agentes
tradicionales utilizados en endodoncia, lo que destaca su potencial como alternativa para la

desinfeccion del sistema de conductos radiculares (Abdulrab et al., 2022, pp. 18-22).

Bajo este marco tedrico, evaluar la N-acetilcisteina (NAC), el hidroxido de calcio y su
combinacidn podria representar una estrategia de interés para superar la resistencia bacteriana y

mejorar el pronostico de los tratamientos endodonticos.

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antibacteriana mediante la medicion
de halos de inhibicién en ensayos in vitro, para comparar la eficacia de la N-acetilcisteina
(NAC), el hidroxido de calcio y su combinacion frente a Enterococcus faecalis. A partir de este
planteamiento surge la siguiente pregunta de investigacion: ¢Puede la N-acetilcisteina, solaoen
combinacion con hidroxido de calcio, presentar un mayor efecto inhibitorio frente a Enterococcus faecalis que

el hidréxido de calcio, en un modelo in vitro?
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Materiales Y Métodos
Disefio De Estudio

Se realiz6 un estudio experimental comparativo in vitro para evaluar la eficacia de
diferentes compuestos frente a la cepa estandar de Enterococcus faecalis (ATCC 29212). El
experimento se llevo a cabo en el Laboratorio de la Universidad de Los Hemisferios, previa

aprobacion del Comité de Etica y autorizacion formal para el uso de laboratorio.
Calculo De La Muestra Para EI Estudio

El estudio se realiz6 utilizando 24 cajas de Petri, evaluadas en tres tiempos
experimentales: 24, 48 y 72 horas, analizando los mismos pozos en cada intervalo para observar

la evolucion temporal del efecto de los compuestos.

De las 24 cajas, 4 contenian cuatro pozos cada una (tres correspondientes a los
tratamientos experimentales y uno destinado al control negativo con glicerina), mientras que las
20 cajas restantes contenian tres pozos por caja. En total se obtuvieron 76 pozos, de los cuales 72
correspondieron a los tratamientos experimentales y 4 a los controles negativos. Cada pozo se

consider6 una unidad experimental, anidada dentro de cada caja de Petri.

La seleccion de 24 cajas de Petri se baso en estudios previos con metodologias similares
de difusion en agar, y en variabilidad esperada en este tipo de analisis microbioldgicos, con el fin

de obtener un nimero adecuado de réplicas para la comparacion experimental.
Elaboracion Del Agar

El medio de cultivo fue agar bilis esculina (BEA) (HiMedia, Mumbai, Maharashtra,

India). Para la preparacion de las cajas de Petri, se dispensaron 30 mL de medio por placa,
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obteniéndose un volumen inicial de 180 mL para seis cajas, el cual fue ajustado a 200 mL para la

preparacion del medio de cultivo inicial.

El medio de cultivo se prepardé siguiendo las indicaciones del fabricante, quien
recomienda una concentracion de 63,5 g de agar BEA por cada 1000 mL de agua destilada; en

funcidn de esta proporcion, se utilizaron 12,7 g de agar BEA para el volumen preparado.

Antes del pesaje, se verifico que la balanza electronica (Traveler, Ohaus, EE. UU.)
estuviera nivelada sobre una superficie estable. Posteriormente, se colocd una bandeja plastica

desechable para pesar con precision el agar en polvo.

El volumen de agua destilada requerido se midi6 con una probeta graduada; luego se
transfirio a un frasco de vidrio con tapa roscada, previamente rotulado. Posteriormente, se afiadid
el polvo de agar, se mezcl6 mediante movimientos envolventes suaves hasta obtener una
preparacion homogénea. EI medio de cultivo fue esterilizado en autoclave vertical a 121 °C
durante 60 minutos, de acuerdo con el protocolo operativo del laboratorio. Posteriormente, se
dejo enfriar parcialmente antes de ser dispensado en las cajas de Petri. Este procedimiento se
repitid en diferentes momentos del estudio, manteniendo constantes las condiciones de

preparacion y esterilizacion del medio, hasta completar las 24 cajas necesarias para el estudio.

Dispensacion Del Agar

Se utilizaron cajas de Petri desechables, las cuales fueron colocadas en una camara de
flujo laminar y sometidas a desinfeccion superficial mediante exposicion a la luz ultravioleta
durante 20 minutos. El agar se dispenso cuidadosamente dentro de la cdmara, utilizando una
jeringa de 100 mL para asegurar la precision del volumen, distribuyéndose aproximadamente 30

mL por caja de Petri.
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Una vez solidificado el medio, las cajas se rotularon indicando el tipo de agar, la fecha 'y
el responsable del procedimiento. Las cajas fueron almacenadas en una funda hermética rotulada

y conservadas en refrigeracion hasta su uso.

Procedimiento De Siembra E Inoculacion Bacteriana

La cepa estandar Enterococcus faecalis (ATCC 29212) fue proporcionada por el

laboratorio de la Universidad, previamente sembrada y rejuvenecida a partir de un cultivo inicial.

Posteriormente, en la camara de flujo laminar y sobre una superficie limpia y aséptica, se
procedi6 a tomar una colonia de la caja previamente sembrada para inocularla en una caja de

Petri preparada con agar bilis esculina (BEA).

La siembra se realizd mediante la técnica de estrias. Primero, se traz6 una linea inicial
para depositar la muestra sobre la superficie del agar. A partir de esta linea, se realizaron estrias
en zigzag hasta cubrir aproximadamente un tercio de la caja de Petri. Luego, se gir el asa 'y,
desde las estrias ya sembradas, se continud con el proceso, realizando cuatro grupos adicionales
de cinco estrias cada uno, girando la caja progresivamente en cada seccién. Este procedimiento
asegurd una distribucion uniforme del in6culo y favorecio el crecimiento bacteriano en

condiciones controladas.

Para evitar la condensacion de particulas de agua que pudiera dafiar o diluir la muestra, la
placa inoculada se coloco invertida en una incubadora marca BIOBASE vy se incub6 a 37,5 °C
durante 24 horas. Esto permitié garantizar la viabilidad del microorganismo y descartar la

presencia de contaminantes antes de realizar los ensayos experimentales.
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Preparacion De La Suspension Bacteriana Segun El Estandar McFarland

Se utilizo el patron visual de McFarland 0,5 para estandarizar la concentracion del
inoculo bacteriano, garantizando una suspension con la densidad dptica adecuada para la siembra

bacteriana.

Se rotul6 un tubo de ensayo estéril de 10 mL, indicando el nombre del microorganismo
(Enterococcus faecalis), las iniciales del responsable, la fecha y la referencia al patron
McFarland 0,5, y se colocé sobre la gradilla. Posteriormente, se afiadieron 6 mL (6000 L) de

agua destilada estéril al tubo, y el tubo se mantuvo en la gradilla.

Con la ayuda de un asa metalica previamente calentada al rojo vivo y enfriada, se
tomaron siete colonias de Enterococcus faecalis previamente sembradas. Estas se introdujeron
cuidadosamente en el tubo. El asa se agité suavemente dentro del liquido para desprender las
colonias, posteriormente se retir0 y se flame6 nuevamente al rojo vivo para garantizar la

desinfeccion.

Finalmente, la turbidez de la suspensidn se ajusté cuidadosamente mediante comparacion
visual frente a un fondo lineado, lo que permitio identificar si la suspension estaba demasiado
clara (indicando una concentracion insuficiente) o demasiado turbia (indicando una

concentracion excesiva).

Una vez obtenida la turbidez equivalente al patron McFarland 0,5, la suspension se
consider6 estandarizada y lista para su uso en los ensayos experimentales, manteniendo

condiciones asépticas durante todo el procedimiento.
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Siembra De La Suspension Bacteriana En Agar

Una vez ajustado el patron McFarland 0,5 y rotulada cada caja, el procedimiento se
realizo frente a un mechero encendido para garantizar condiciones de esterilidad. Con una

micropipeta se tomaron 100 pL de la suspension previamente preparada.

La suspensidn se depositd en el centro de la superficie del agar y la punta desechable

utilizada se elimin6 inmediatamente en un recipiente para descarte.

Posteriormente, con el asa de Drigalski previamente esterilizada mediante inmersion en
alcohol, paso por la llama y posterior enfriamiento), se procedio a distribuir la suspension de
manera uniforme sobre toda la superficie del agar. Este protocolo se aplicd de forma idéntica en

cada una de las cajas incluidas en el estudio.

Preparacion De Los Pozos En EI Medio De Cultivo

Con un mechero Bunsen encendido para mantener condiciones asépticas, las cajas de
Petri se colocaron frente a la llama y se destaparon cuidadosamente; con la ayuda de una punta
descartable de micropipeta con la parte ancha, se realizaron tres o cuatro pozos previamente
marcados (= 6 mm de didmetro), segun la distribucidn experimental en cada caja. Los pozos se
realizaron equidistantes entre si y a una distancia uniforme del borde de la placa, para
estandarizar la difusion de los materiales. Posteriormente, con un asa metalica previamente
calentada al rojo vivo y enfriada, se retiraron los residuos de agar previamente cortados,

asegurando una perforacion limpia y estéril.

Una vez listos los pozos, se dispensaron 10 L de agar bilis esculina (BEA) previamente

fundido y enfriado a aproximadamente 45 °C en el fondo de cada pozo. Esta fina capa de agar



16

semiliquido sirvié como base para los tratamientos, evitando la dispersion del material
experimental sobre la superficie del medio y garantizando una delimitacién precisa del area de

aplicacion, sin alterar la integridad del agar ni comprometer la muestra.

Preparacion Y Dosificacion De Los Materiales Experimentales

Todos los polvos empleados en las formulaciones fueron pesados previamente con una
balanza analitica de precision Galaxy HR-250AZ (SHS). Para el procedimiento, cada sustancia
se coloco en una bandeja pléastica descartable para pesaje de laboratorio y, con la ayuda de una
espatula estéril, se transfirieron cuidadosamente los polvos a la balanza para obtener la cantidad

exacta requerida para cada mezcla, garantizando asi una medicion precisa.

Se decidi trabajar empleando una proporcion de 0,6 g de polvo y 0,8 mL de glicerina.
En el caso de formulaciones que combinaban dos polvos y un liquido, se utilizd una proporcion
de 0,6:0,6:1,6 (g:g:mL) de glicerina, establecida con el fin de obtener mezclas homogéneas, de
consistencia intermedia, que facilitaron su aplicacion sobre el medio de cultivo sin causar

dispersion ni exceso de densidad.

Se empled glicerina de la marca Laturi (frasco de 100 mL), utilizada como agente
humectante y vehiculo para la preparacion de las mezclas experimentales.
Cada mezcla se prepard en las proporciones previamente descritas, asegurando una textura
uniforme y adecuada para su dispensacion. Posteriormente, la mezcla resultante fue cargada en
una jeringa estéril de 3 mL, de la cual se dispensaron 0,15 mL (1,5 lineas) de la sustancia en los

pozos del medio de cultivo, garantizando un volumen homogeéneo en cada aplicacion.

Las formulaciones se prepararon tantas veces como fueran necesarias, manteniendo

constantes las proporciones y el volumen aplicado en cada pozo.
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De esta manera, se aseguré la homogeneidad, la precision y la reproducibilidad en la

aplicacion de los tratamientos en cada ensayo experimental.

El hidréxido de calcio se consideré el grupo de referencia (control positivo) por su
actividad antimicrobiana conocida y se compar6 con NAC y Ca(OH). + NAC. La glicerina se
utilizé como control negativo en pozos independientes para confirmar que el vehiculo no
presentaba actividad antibacteriana; la presencia de un halo habria indicado interferencia del

vehiculo.

Fichas De Recoleccion De Datos

La recoleccion de datos se realizé de forma manual y visual, registrando el diametro del
halo de inhibicion (mm) de Enterococcus faecalis en una ficha de observacion para cada
compuesto experimental. El procedimiento se llevo a cabo sobre una mesa luminosa limpia y
aséptica, con un mechero de Bunsen encendido para garantizar un ambiente estéril, trabajando

siempre cerca de este.

La primera lectura de las placas se realizé a las 24 horas, verificando que no existieran
contaminantes ni alteraciones en las cajas de Petri del estudio. Con la ayuda de un calibrador
digital Vernier marca Truper, se realizo la primera medicion y se efectuaron dos mediciones
adicionales por pozo para mejorar la precision y reducir el margen de error. El diametro de la
zona de inhibicién se midi6 en milimetros (mm) considerando el diametro del halo e incluyendo

el diametro del pozo.

Las mediciones posteriores de los halos de inhibicion se realizaron a las 48 y 72 horas, lo

que permitio un seguimiento adecuado del efecto de los compuestos evaluados. Entre cada punto



18

de medicidn, las placas se almacenaron a 37,5 °C y se retiraron Unicamente para la lectura de los

halos, retomandolas inmediatamente a la incubadora para mantener condiciones constantes.

Eliminacion De Las Muestras

Debido a que las cajas de Petri utilizadas eran de material pléstico, se procedi6 a su
desinfeccion mediante inmersion, para lo cual se llen6 una bandeja pléstica hasta dos tercios de

su volumen con hipoclorito de sodio al 5,25 %.

Las cajas se mantuvieron en la solucién durante un periodo de 24 horas para asegurar la

eliminacién del microorganismo estudiado.

Posteriormente, las cajas de Petri fueron desechadas en una bolsa roja debidamente

rotulada, cumpliendo con las normas de bioseguridad establecidas para residuos bioldgicos.

Resultados

Pruebas De Normalidad De Los Halos De Inhibicién (mm)

Tabla 1

Analisis Estadistico: Pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov / Shapiro-Wilk

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
TIEMPOS - SUSTANCIAS Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Ca(OH) 0,185 24 0,032 0,889 24 0,013
24 horas NAC 0,165 24 0,090 0,948 24 0,242
Ca(OH) + NAC 0,126 24 0,200 0,921 24 0,063
Ca(OH): 0,221 24 0,004 0,811 24 0,000
48 horas NAC 0,214 24 0,006 0,760 24 0,000
Ca(OH) + NAC 0,138 24 0,200 0,935 24 0,123
Ca(OH) 0,399 24 0,000 0,503 24 0,000
72 horas NAC 0,197 24 0,016 0,938 24 0,144
Ca(OH): + NAC 0,081 24 0,200 0,990 24 0,997

Fuente: Elaboracion propia
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Se evalud la distribucién de los datos mediante pruebas de normalidad (Kolmogorov-
Smirnov y Shapiro-Wilk). Debido a que parte de las variables presentd valores de significacion p
< 0,05, se determino que no todas las muestras seguian una distribucion normal. Por ello, el analisis
principal se realizd con la prueba no paramétrica de Wilcoxon para muestras relacionadas. De
manera complementaria, se reportd la prueba t de Student para muestras emparejadas como

contraste. Se considero estadisticamente significativo un valor de p <0,05.

Comparacion Entre Las Muestras A Las 24 Horas

Tabla 2

Comparacién de sustancias a las 24 horas mediante la prueba de Wilcoxon y t de Student.

Media Desviacion

Comparaciones 2 a 2 N (mm)  estandar Wilcoxon (p)  tde Student (p)
Par 1 Ca(OH): 24 20,71 0,42 0,000 0,000
NAC 24 16,57 0,21
Ca(OH): 24 20,71 0,42
Par2  CoOH).+NAC 24 1661 030 0,000 0,000
NAC 24 16,57 0,21
Par3 Ca(OH):+NAC 24 16,61 0,30 0,304 0,532

Fuente: Elaboracion propia

A las 24 horas de evaluacion, se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los compuestos evaluados. El hidroxido de calcio presentd los mayores halos de inhibicion
frente a Enterococcus faecalis, en comparacion con la N-acetilcisteina y con la combinacién
Ca(OH): + NAC (p < 0,05). Estos hallazgos fueron consistentes al aplicar pruebas relacionadas

(Wilcoxon y t de Student), segun se reporta en la tabla.
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En contraste, la N-acetilcisteina y su combinacion Ca(OH). + NAC mostraron valores de
inhibicion similares entre si, sin diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05). Esto
sugiere que, a las 24 horas, la combinacion Ca(OH). + NAC no incrementd el halo inhibitorio

respecto a NAC utilizada de forma individual.

El control negativo (glicerina) se utiliz6 para verificar la ausencia del efecto
antibacteriano del vehiculo; sus resultados no se incluyeron en el analisis comparativo debido a

que no formo parte de los grupos experimentales evaluados estadisticamente.

Comparacion Entre Las Muestras A Las 48 Horas

Tabla 3

Comparacion de sustancias a las 48 horas mediante la prueba de Wilcoxon y t de Student.

Media Desviacion

i 2a2 N Wil
Comparaciones 2 a (mm)  esténdar ilcoxon (p) t de Student (p)

Ca(OH) 24 20,61 0,47

Par 1 0,000 0,000
NAC 24 15,65 0,34
Ca(OH)2 24 20,61 0,47

Par 2 0,000 0,000
Ca(OH):+NAC 24 1541 0,19
NAC 24 15,65 0,34

Par3 Ca(OH):.+NAC 24 1541 0,19 0,007 0,013

Fuente: Elaboracion propia

A las 48 horas de evaluacion, el hidréxido de calcio present6 los mayores halos de
inhibicion frente a Enterococcus faecalis, evidenciando una mayor actividad antibacteriana en
comparacioén con la N-acetilcisteina y con la combinacion Ca(OH). + NAC (p < 0,05).
Asimismo, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la N-acetilcisteina y la
combinacion Ca(OH): + NAC, siendo la N-acetilcisteina la que mostré mayores halos de

inhibicion (p < 0,05).
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Estos resultados indican que, a las 48 horas, la combinacion con NAC no potencié el
efecto inhibitorio del hidréxido de calcio y presentd valores inferiores incluso respecto a la N-

acetilcisteina utilizada de forma individual.

Comparacion Entre Las Muestras A Las 72 Horas

Tabla 4

Comparacién de sustancias a las 72 horas mediante la prueba de Wilcoxon y t de Student.

Media Desviacion

Comparaciones 2 a 2 N (mm)  estandar Wilcoxon (p) t de Student (p)
Ca(OH): 24 20,29 1,46
Par 1 NAC 24 15555 0,21 0,000 0,000
Ca(OH): 24 20,29 1,46
Par2  Ca(OH).+NAC 24 1544 0,15 0,000 0,000
NAC 24 1555 0,21
Par3  Ca(OH).+NAC 24 1544 0,15 0,076 0,061

Fuente: Elaboracion propia

A las 72 horas de evaluacion, el hidréxido de calcio presentd mayores halos de inhibicion
frente a Enterococcus faecalis, en comparacion con la N-acetilcisteina y con la combinacion de

Ca(OH)2 + NAC (p < 0,05), mostrando el mayor efecto inhibitorio en este tiempo. .

En contraste, no se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre la N-
acetilcisteina y la combinacién Ca(OH). + NAC (p > 0,05), lo que indica valores de inhibicién

similares entre ambos compuestos.
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Estos resultados sugieren que, a las 72 horas, la incorporacion de NAC no potencio el
efecto inhibitorio del hidroxido de calcio, manteniéndose una actividad comparable a la NAC

utilizada de forma individual.

Comparacion entre 24 horas, 48 horas y 72 horas en cada una de las sustancias (como

cambia cada sustancia en el tiempo)

Hidroxido de Calcio (Ca(OH)2).

Tabla 5

Comparacion temporal del hidroxido de calcio (Ca(OH):) a las 24, 48 y 72 horas mediante
pruebas de Wilcoxon y t de Student (Valores medios + desviacion estandar y diferencias entre
tiempos).

Media Desviacion

Comparaciones 2 a 2 N (mm)  estandar Wilcoxon (p) t de Student (p)

24 horas 24 20,71 0,42

Par 1 0,021 0,134
48 horas 24 20,61 0,47
24 horas 24 20,71 0,42

Par 2 0,019 0,157
72 horas 24 20,29 1,46
48 horas 24 20,61 0,47

Par 3 0,157 0,274
72 horas 24 20,29 1,46

Fuente: Elaboracion propia

El hidréxido de calcio presentd una ligera disminucion progresiva en el tamarfio del halo
de inhibicion a lo largo del tiempo de evaluacion. Al comparar las mediciones temporales, se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre las 24 y 48 horas, asi como entre las

24y 72 horas (p < 0,05), registrandose los mayores valores de inhibicion a las 24 horas.

En contraste, no se identificaron diferencias estadisticamente significativas entre las

mediciones realizadas a las 48 y 72 horas (p > 0,05), lo que indica que el efecto antibacteriano
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del hidréxido de calcio se mantuvo relativamente estable después de las 48 horas. Los resultados
se representan con pruebas para muestras relacionadas (Wilcoxon y t de Student), segun

corresponde.

N-acetilcisteina (NAC).

Tabla 6

Comparacién temporal de N-acetilcisteina (NAC) a las 24, 48 y 72 horas mediante pruebas de
Wilcoxon y t de Student (Valores medios + desviacidn estandar y diferencias entre tiempos).

Comparaciones Media

Desviacion )
N . Wilcoxon (p) t de Student (p)

2A 2 (mm) Estandar

24 horas 24 16,57 0,21 0,000 0,000
Par 1

48 horas 24 15,65 0,34

24 horas 24 16,57 0,21 0,000 0,000
Par 2

72 horas 24 15,55 0,21

48 horas 24 15,65 0,34
Par 3 0,259 0,190

72 horas 24 15,55 0,21

Fuente: Elaboracion propia

La N-acetilcisteina mostré una disminucion gradual en el tamafio del halo de inhibicion a
lo largo del tiempo. Al comparar las mediciones temporales, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las 24 y 48 horas, asi como entre las 24 y 72 horas (p <

0,05), evidenciandose los mayores valores a las 24 horas.

En contraste, no se identificaron diferencias estadisticamente significativas entre las
mediciones realizadas a las 48 y 72 horas (p > 0,05), lo que indica que la actividad antibacteriana

de la N-acetilcisteina se mantuvo relativamente estable después de 48 horas. Las comparaciones



24

se reportan mediante pruebas para muestras relacionadas (Wilcoxon y t de Student), segun se

muestra en la tabla.

Ca(OH); + NAC.

Tabla 7

Comparacion temporal de la combinacion Ca(OH): + NAC a las 24, 48 y 72 horas mediante
pruebas de Wilcoxon y t de Student. (Valores medios + desviacion estandar y diferencias entre
tiempos).

Comparaciones Media

Desviacion )
N . Wilcoxon (p)  t de Student (p)
2 A2 (mm) Estandar
24 horas 24 16,61 0,30
Par 1 0,000 0,000
48 horas 24 1541 0,19
24 horas 24 16,61 0,30
Par 2 0,000 0,000
72 horas 24 15,44 0,15
48 horas 24 15,41 0,19
Par 3 0,568 0,573
72 horas 24 15,44 0,15

Fuente: Elaboracion propia.

La combinacion de Ca(OH): + NAC mostrd una disminucion gradual en el tamafio del
halo de inhibicién a lo largo del tiempo de evaluacion. Al comparar las mediciones temporales,
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las 24 y 48 horas, asi como entre

las 24y 72 horas (p < 0,05), registrdndose los mayores halos de inhibicién a las 24 horas.

En contraste, no se identificaron diferencias estadisticamente significativas entre las

mediciones realizadas a las 48 y 72 horas (p > 0,05), lo que indica la actividad antibacteriana de
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la combinacién se mantuvo relativamente estable después de las 48 horas. Los resultados se

presentan mediante pruebas para muestras relacionadas (Wilcoxon y t de Student).

Resumen General De Las Medias + Desviacion Estandar De Los Halos De Inhibicion (Mm)

Para Todas Las Sustancias En Los Tres Tiempos De Evaluacion

Tabla 8

Resumen de tabla estadistica de muestras emparejadas

Sustancias 24 Horas 48 Horas 72 Horas
Ca(OH): 20,71 20,61 20,29
NAC 16,57 15,65 15,55
Ca(OH): + NAC 16,61 15,41 15,44

Fuente: Elaboracion propia.

El andlisis comparativo general del comportamiento temporal de las sustancias evaluadas,
el hidréxido de calcio presentd consistentemente mayores halos de inhibicién frente a
Enterococcus faecalis en todos los tiempos de evaluacién, aunque con una ligera disminucion

progresiva.

La N-acetilcisteina y la combinacion Ca(OH). + NAC mostraron valores de inhibicion
similares entre si y consistentemente inferiores al hidréxido de calcio, con una disminucién leve

y un comportamiento estable a partir de las 48 horas.
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Discusion

El hidréxido de calcio presentd los mayores valores de halo de inhibicién en los tres
tiempos evaluados, lo que concuerda con su reconocida accion antimicrobiana en modelos in
vitro de difusién en agar. Este comportamiento se atribuye principalmente a su elevado pHy a la
liberacién de iones hidroxilo, los cuales generan un ambiente desfavorable para la supervivencia
bacteriana mediante la alteracion de las membranas celulares y la desnaturalizacion de las
proteinas bacterianas (Gomes et al., 2002, p. 156). No obstante, aunque su eficacia
antimicrobiana ha sido documentada, una revision sistematica evidencio que el hidroxido de
calcio continta siendo uno de los medicamentos intracanal mas utilizados; sin embargo, su
capacidad para eliminar completamente las bacterias de los conductos radiculares es limitada

cuando se evalla mediante técnicas de cultivo (Sathorn et al., 2007, p. 8).

Asimismo, se ha documentado que Enterococcus faecalis puede resistir condiciones
altamente alcalinas, especialmente cuando se encuentra en fase estacionaria 0 sometida a estrés
nutricional, lo que restringe la accién antimicrobiana prolongada de este material (Portenier et
al., 2003, pp. 140-141). Estos hallazgos fueron consistentes con los resultados estadisticos
obtenidos mediante pruebas para muestras relacionadas (Wilcoxon y t de Student), donde se

observaron diferencias significativas entre los grupos (p < 0,05).

De manera concordante, se ha reportado que el hidréxido de calcio presenta mayor
actividad antibacteriana frente a Enterococcus faecalis en comparacion con otros medicamentos
evaluados mediante ensayos in vitro, evidenciado por mayores zonas de inhibicién en agar, lo

que respalda los resultados obtenidos en el presente estudio (Govindaraju et al., 2021, S158).
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El analisis temporal evidencié una disminucion progresiva del efecto antibacteriano del
hidroxido de calcio entre las 24 y 72 horas, reflejada en la reduccion del diametro de los halos de
inhibicion. Este comportamiento puede explicarse considerando que la actividad antibacteriana
del hidréxido de calcio depende de la disociacion en iones hidroxilo, los cuales elevan el pH del
medio a niveles altamente alcalinos; ademas, estudios experimentales han demostrado que la
liberacion de iones y el mantenimiento del pH alcalino pueden variar con el tiempo y segun las
caracteristicas fisicoquimicas del sistema, influyendo directamente en la actividad del material
(Carvalho et al., 2016, p. 329). En este sentido, los resultados obtenidos en el presente estudio
sugieren que el mayor efecto inhibitorio observado a las 24 horas podria relacionarse con una
mayor disponibilidad inicial de iones hidroxilo, mientras que la disminucion registrada a las 48 y

72 horas refleja una reduccion progresiva de su efecto antibacteriano.

En el presente estudio, la N-acetilcisteina mostré halos de inhibicion bacteriana menores
en comparacion con el hidréxido de calcio en todos los tiempos evaluados, aunque con una
actividad relativamente estable a lo largo del periodo de analisis. Estos resultados indican que la
NAC presenta una actividad antimicrobiana moderada en condiciones in vitro, sin alcanzar la
eficacia antimicrobiana observada para el hidroxido de calcio. Estos hallazgos pueden explicarse
considerando que la N-acetilcisteina ha demostrado una mayor eficacia en la inhibicion y
destruccion de biofilms de Enterococcus faecalis, mas que en la eliminacién de bacterias en
estado plancténico, lo que podria limitar su desempefio en modelos de difusidn en agar utilizados

para evaluar halos de inhibicién (Quah et al., 2012, pp.83-84).

En los ensayos de difusion en agar, el tamafio del halo de inhibicion no depende
Unicamente de la potencia antimicrobiana del agente, sino también de su capacidad de difusion

en el medio, y sus propiedades fisicoquimicas, como la solubilidad y la viscosidad del compuesto
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en el agar (Balouiri et al., 2016, pp. 72-74). Asimismo, se ha descrito que los resultados pueden
variar segun el tipo de técnica empleada (disco o pozo), debido a diferencias en la forma de
liberacion y difusion del agente en el medio, lo que puede modificar la magnitud de las zonas de
inhibicidn observadas (Valgas et al., 2007, pp. 371-372). En el caso de medicamentos evaluados
mediante este tipo de ensayos, el vehiculo usado también influye en la liberacion y difusion del
principio activo; los compuestos como glicerina, propilenglicol, polietilenglicol pueden
modificar el comportamiento de las sustancias en pruebas de difusion en agar (Nalawade et al.,

2016, pp. 336-338)

En cuanto a la combinacion de Ca(OH). + N-acetilcisteina, los resultados no
evidenciaron un efecto sinérgico estadisticamente significativo en la actividad antibacteriana
frente a Enterococcus faecalis, evaluada mediante la medicion de los halos de inhibicion. Los
valores observados fueron comparables a los de la NAC utilizada de forma individual, sin
observarse un incremento significativo en los tres tiempos analizados. Estos resultados pueden
interpretarse considerando que la N-acetilcisteina ha sido descrita como un agente con actividad
antimicrobiana limitada en comparacion con el hidréxido de calcio, cuya accion se orienta a la
interferencia con la estructura del biofilm y la adhesién bacteriana, mas que a un efecto

bactericida directo frente a E. faecalis (Ulusoy et al., 2016, pp. 214-216).

Conclusiones

En las condiciones in vitro evaluadas, el hidroxido de calcio present6 la mayor actividad
antibacteriana frente a Enterococcus faecalis en todos los tiempos analizados, evidenciada por

los mayores didmetros de halos de inhibicion.



29

La actividad antibacteriana del hidroxido de calcio mostré una disminucion progresiva
entre las 24 y 72 horas, lo que indica que su efecto inhibitorio es mas pronunciado en las fases

iniciales de contacto con el microorganismo.

La N-acetilcisteina present6 una actividad antibacteriana moderada frente a
Enterococcus faecalis, con halos de inhibicién de menor magnitud en comparacion con el

hidroxido de calcio, pero con un comportamiento relativamente estable a lo largo del tiempo.

La combinacion del hidréxido de calcio con la N-acetilcisteina no evidencié un efecto
sinérgico en la actividad antibacteriana, ya que los valores obtenidos fueron comparables a los de

la N-acetilcisteina utilizada de forma individual en los tres tiempos evaluados.

En conjunto, los resultados del presente estudio indican que el hidroxido de calcio
continda siendo el material con mayor eficacia dentro del modelo experimental empleado,
mientras que la NAC no aport6 una ventaja adicional cuando se utilizé en combinacion con este

compuesto.

Limitaciones

El presente estudio presenta las limitaciones que deben considerarse al interpretar los
resultados. Al tratarse de un estudio in vitro, las condiciones experimentales no reproducen
completamente el entorno clinico del sistema de conductos radiculares, donde intervienen
multiples factores bioldgicos y fisicoquimicos. Asimismo, la actividad antibacteriana fue
evaluada mediante la prueba de difusion en agar, la cual depende de la capacidad de difusién de
los materiales en el medio y no permite diferenciar entre un efecto bactericida y bacteriostatico.
Ademas, la evaluacion se realizé exclusivamente frente a Enterococcus faecalis en su forma

plancténica, sin considerar biofilms maduros, que presentan una mayor resistencia y relevancia
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clinica. Finalmente, no se analizaron posibles efectos citotoxicos ni la interaccion con los tejidos

periapicales, por lo que los resultados no deben extrapolarse directamente a la practica clinica.

Recomendaciones

Se recomienda que futuros estudios utilicen modelos experimentales distintos al de
difusion en agar, con el fin de evaluar la actividad antibacteriana de los materiales en
condiciones mas cercanas al entorno clinico. Asimismo, se sugiere incorporar metodologias
especificas para la evaluacion de biofilms y ampliar el analisis mediante diferentes

concentraciones y tiempos de exposicion en otros modelos experimentales.
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