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RESUMEN

La terapia pulpar como tratamiento en dientes deciduos con compromiso pulpar es
una opcién para la preservacion de los dientes hasta su exfoliacion fisiologica; una
de las técnicas es la no instrumentada en la cual se coloca una pasta compuesta
por cloranfenicol, tetraciclina y éxido de zinc con eugenol (CTZ). El objetivo de este
estudio es el seguimiento de la evaluacion in vitro del efecto antimicrobiano del
compuesto CTZ almacenado, durante 12 semanas a partir de su elaboracién. Se
prepard el compuesto CTZ en proporciéon 1:1:2, se coloc6 una porcion en un frasco
transparente y la restante en un frasco ambar, se almacen6 durante 4 meses y se
realizaron pruebas de inhibicion bacteriana mediante exposicion directa del
compuesto CTZ con eugenol sobre los microorganismos: Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Escherichia coli.



INTRODUCCION

La denticiobn temporal tiene una importancia fundamental tanto por su estética,
fonacion, masticacion inclusive en el bienestar psicosocial del infante; ademas de
mantener el espacio necesario para la erupcion favorable de la denticién
permanente (1).

La caries es la principal enfermedad bucal presente en los pacientes pediatricos y
si no se emplea una adecuada cultura de prevencion, ésta puede progresar a un
dafio pulpar y puede ocasionar una pronta pérdida del diente afectado (2).

Un gran numero de casos de lesiones cariosas profundas requieren de un
tratamiento pulpar por lo que es importante evaluar y tratar de conservar el diente y
su integridad hasta el momento de su exfoliacion y que este pueda continuar
cumpliendo con sus funciones adecuadamente. Sin embargo, una de las
caracteristicas anatémicas que presentan los dientes temporales es la presencia de
conductos accesorios e intrincados que muchas veces imposibilita la correcta
eliminaciéon de la pulpa infectada, lo que se convierte en la causa de la falla en el

tratamiento (3).



CAPITULO 1

1. MARCO TEORICO

1.1 DENTICION PRIMARIA

La erupcién de la denticion primaria ocurre entre el sexto y treceavo mes de vida
posnatal y se toma de dos a tres afios para que ésta se complete, teniendo en total
veinte dientes presentes en esta denticion. La denticidn temporal se conforma por
3 grupos de dientes, incisivos, caninos y molares; son un total de 20 dientes una

vez erupcionados todos (4).

Aproximadamente, a los 24 meses de vida ya ha erupcionado por completo la

denticion primaria y a los 3.5 afios se han formado totalmente sus raices.

En lo que concierne al tamafio, morfologia dental, asi como la formacion, todo es
hereditario (4). Ademas, existen pocas correlaciones definitivas entre la erupcién de
dientes primarios y otros parametros fisiologicos como la maduracidén esquelética,

tamafo y sexo (5).

1.1.1 IMPORTANCIA DE LA DENTICION PRIMARIA

La susceptibilidad a la caries es funcion del tiempo de exposicion al ambiente bucal
y del tipo morfolégico, ademas, la susceptibilidad relativa de las distintas superficies

dentales es un factor que lo vuelve aun mas alarmante (6).

Se puede considerar erroneamente que las lesiones cariosas en denticion primaria
y la pérdida de estos dientes es solo algo pasajero y no se toma mayor importancia
pues pronto erupcionardn los permanentes; ésta creencia parece ignorar por
completo el papel de la denticién primaria en la masticacion, el habla y respiracion,
asi como su importancia para el mantenimiento de los espacios para la erupcion de

los dientes permanentes pues estos sirven de guia para su correcto
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posicionamiento, e incluso proporcionan crecimiento y desarrollo facial adecuado

por la estimulacion del crecimiento mandibular (7).

Se sefiala a la caries como el principal causante de patologia pulpar, pero, ademas
del factor bacteriano se encuentran otros factores como lo son traumaticos,
iatrogénicos e idiopéaticos que en repetidas ocasiones conllevan a la pérdida
prematura dental (7).

Su pronta pérdida puede dar como resultado un cambio en la longitud del arco con
desviacion mesial de los dientes permanentes y por consiguiente una maloclusion;
por lo cual es de extrema importancia realizar el tratamiento indicado para permitir
gue el diente cumpla con sus funciones adecuadamente hasta el momento de su

exfoliacion (8).

1.1.2 DIFERENCIAS ENTRE DENTICION TEMPORAL Y
PERMANENTE

En comparacién con la denticion permanente, los dientes primarios son mas
pequefios y las dimensiones de sus coronas mas reducidas, los cuellos son mas

delgados y sus raices mas divergentes.
Siendo mas especificos:
Las coronas de los dientes son mas anchas que largas en sentido mesiodistal.

Las raices de los dientes anteriores primarios son comparativamente mas largas y

delgadas.

Las raices de los molares primarios son mas largas, mas delgadas y también mas
divergentes, ademas se extienden mas alla de los contornos de la corona clinica
(8,9).
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1.1.3 DIFERENCIAS ENTRE LA MORFOLOGIA CAMERAL
Y RADICULAR EN LA DENTICION PRIMARIA

El ancho de las coronas es grande en todas las direcciones en comparacion con la
raiz y los cuellos de los dientes primarios, el espesor de la dentina que se encuentra
entre la cAmara pulpar y el esmalte es reducido; poseen cuernos pulpares altos y
camaras pulpares grandes y las raices son delgadas, divergentes y bastante largas

en comparacioén con el largo y ancho de las coronas (8,9).

1.1.4 ERUPCION DE LA DENTICION PERMANENTE

La formacidén de la denticion permanente fue descrita por Schour y Massler; la
presento en tres grupos; el primero, consiste en el primer molar, incisivos y caninos,
los cuales empiezan su formacién durante el primer afio, el segundo grupo
aproximadamente a los 4 afios, y siendo los restantes; el tercer grupo que consta
del tercer molar, se forma de cinco a seis afios después del segundo molar, aunque

su formacion y erupcion varian entre cada individuo (10,11).

Previo a la erupcion de la denticion permanente, deben haber exfoliado los dientes
primarios, este proceso consiste en la reabsorcion de las raices primarias; aunque,
no siempre toma su curso rutinario por lo que el diente permanente podria no
erupcionar, tomar una posicion fuera de lo normal o podria resultar en una retencién
prolongada del diente primario. Esto debido a varias situaciones como lo son una
pérdida prematura lo que conlleva a una pérdida de espacio, por un traumatismo

dental o por una morfologia particular (12).
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1.2. PULPA DENTAL

La pulpa dental es un tejido conjuntivo laxo de origen mesenquimatoso que se
encuentra en el interior de la camara pulpar y en las raices del diente. Constituye
junto con la dentina el complejo dentino-pulpar (13,14).

La pulpa dental cumple cuatro funciones béasicas para el diente que son; 1)
formacion de dentina, 2) funcion sensitiva a través de sus fibras nerviosas, 3)
funcion de nutricion a través de su rica microvasculatura y 4) provee de proteccion

al diente mediante la formacién de dentina terciaria o de reparacion (14).

1.2.1 CLASIFICACION DE LAS ENFERMEDADES
PULPARES Y PERIAPICALES

1.2.1.1 ENFERMEDADES PULPARES

Las enfermedades pulpares se pueden clasificar en pulpitis reversible, pulpitis

irreversible sintomatica, pulpitis irreversible asintomatica y necrosis pulpar.

En la pulpitis reversible, la pulpa se encuentra vital pero inflamada y con capacidad
de repararse una vez gue se elimine el factor irritante; en pulpitis irreversibles, la
pulpa se encuentra vital e inflamada, pero sin capacidad de recuperacién, aun
cuando se hayan eliminado los estimulos externos que provocan el estado
inflamatorio; se forma entonces un edema intersticial que va a incrementar la
presién intrapulpar, comprimiendo las fibras nerviosas, lo que da lugar a un dolor

muy intenso, espontaneo y provocado que la convierte en sintomatica. (15,16)

Una pulpitis irreversible asintomatica se desarrolla a partir de una pulpitis
sintomatica no tratada en la que ha cedido la fase aguda o en la que los estimulos
externos son leves o moderados, pero mantenidos en el tiempo debido a un

equilibrio entre las bacterias y las defensas, dado que las células de defensa son
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capaces de neutralizar la agresion bacteriana y hacer que permanezca asintomatica
a7).

La necrosis pulpar, es la descomposicién séptica o no, del tejido conjuntivo pulpar
gue cursa con la destruccion del sistema micro vascular y linfatico de las células y,

en dltima instancia, de las fibras nerviosas (15,16,17).

1.2.1.2 ENFERMEDADES PERIAPICALES

La clasificacion periapical se divide en periodontitis apical sintomatica (PAS),
periodontitis apical asintomatica (PAA), absceso apical agudo (AAA), absceso

apical cronico (AAC) y osteitis condensante (absceso apical cronico agudizado).

Tejidos apicales normales: El paciente se encuentra asintomatico y el diente
responde con normalidad a las pruebas de vitalidad, radiograficamente la [amina

dura y el espacio del ligamento periodontal se aprecian intactos (17,18).

PAS: Existe una respuesta dolorosa a la oclusién o a la percusién, sin embargo, las
respuestas a la vitalidad pulpar es variable; generalmente, en la radiografia se podra
observar el espacio del ligamento periodontal ensanchado y puede o no presentar

una radiolucidez apical asociada a la raiz del diente (17,18).

PAA: En esta no se muestran sintomas clinicos, no responde a las pruebas de
vitalidad pulpar, la radiografia muestra una radiolucidez perirradicular. El paciente

puede percibir “diferente” al percutir (17,18).

AAA: Este sera muy doloroso a la presion, masticacion, percusion y palpacion. Sin
respuesta a pruebas de vitalidad pulpar y exhibira grados de movilidad variables.
Radiograficamente, se puede apreciar un ensanchamiento del espacio del
ligamento periodontal hasta una radiolucidez perirradicular. Los tejidos faciales

préximos al diente casi siempre mostraran cierto grado de tumefaccion, es frecuente
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que el paciente presente fiebre y los ganglios linfaticos cervicales y
submandibulares sean sensibles a la palpacion (17,18).

AAC: El paciente no presentard normalmente sintomas clinicos, el diente no
respondera a las pruebas de vitalidad pulpar, la radiografia mostrard una

radiolucidez perirradicular (17,18).

1.2.1.3 MICROBIOLOGIA DE LA DENTICION PRIMARIA
CON DIAGNOSTICO DE NECROSIS PULPAR Y LESION
PERIRRADICULAR

Se ha demostrado en muchos estudios que los microorganismos juegan un papel

importante en la etiologia de la patologia pulpar y periapical (19,20).

Estudios realizados mediante cultivo microbiano convencional y técnicas
moleculares han demostrado que, en casos de necrosis pulpar y periodontitis
apical, la microbiota endodontica es similar tanto en denticidbn primaria como
permanente, ya que consistente en una infeccion polimicrobiana con predominio de

estreptococcos y bacterias anaerobias (21,22).

Si la pulpa queda expuesta, como ocurre por ejemplo en la caries esta queda
expuesta a toda flora oral; los Estreptococos alfa- hemoliticos, los Enterococcus y
Lactobacilos son los que se encuentran con mas frecuencia. A medida que aumenta
el espesor de la pulpa necrotica se establece un mayor nimero de especies
anaerobicas obligadas, entre las cuales se incluyen los cocos anaerdbicos Gram
positivos y los bacilos Gram negativos que estan favorecidos por la baja
concentracion de oxigeno existente en las zonas necroticas de la pulpa, tales como

Prevotella, Porphyromonas y Fusobacterium, entre otras (23,24).
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1.3 TERAPIA PULPAR

1.3.1 PULPOTOMIA

La pulpotomia se considera un tratamiento conservador para revertir el proceso
inflamatorio de la pulpa, evitando asi el dolor y manteniendo la funcion del diente,
limitdndose sélo a la remocién de la pulpa cameral, ademas, tiene un porcentaje de

éxito de entre el 79 y 100% cuando la técnica es empleada adecuadamente (25,26).

Si un diente con caries no se trata, o es inadecuadamente tratada una invasion
bacteriana de la corona a la pulpa, produce una respuesta inflamatoria; en esta
etapa, la inflamacion se limita a la pulpa coronaria, pero si el tejido afectado se
elimina y la entrada a los conductos radiculares se cubre con un adecuado agente,
el resto del tejido estad sano y es capaz de cicatrizar después de la amputacion de

la pulpa coronal afectada (27,28).

Esta indicada cuando exista en ausencia de fistula o absceso y con un sangrado
gue sea facil de controlar. Radiograficamente, no debe observarse ensanchamiento
del ligamento periodontal, radiolucidez periapical, interradicular o en furca, asi como

en el sucesor permanente, ni reabsorcion radicular interna (29).

En dientes en los que se presente una destruccion mas amplia o ya la inflamacién
no se localice solo en pulpa cameral, sino que ya ha llegado a comprometer otros
tejidos esta contraindicado el tratamiento de pulpotomia y se debera recurrir a la

pulpectomia o extraccion de acuerdo al caso (29,30).
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1.3.2 PULPECTOMIA

La pulpectomia es un tratamiento empleado cuando la pulpa se encuentra en estado
irreversible patolégico, en el cual se remueve todo el tejido pulpar, tanto coronal
como radicular, eliminando todas las bacterias que alli se encuentren (30). Esta
indicada en dientes primarios diagnosticados con pulpitis irreversible o necrosis, y
también cuando durante la realizacién de una pulpotomia la pulpa radicular exhiba

signos clinicos de pulpitis irreversible (31).

Es una técnica mecénica en la que con uso de instrumentos manuales se realiza la
limpieza de los conductos radiculares, con una solucion fisiolégica se lubrican y se
obturan con un material que cumpla con caracteristicas especificas para su
manipulacion, compatibilidad y que pueda permanecer sin afectar en la completa
exfoliacion de éste diente. Posterior a este tratamiento se debe realizar un control
radiografico y en un par de semanas deberia cursar sin ningun tipo de signos y

sintomas clinicos (32,33).

Sin embargo, la conformacion y topografia de los conductos radiculares de la
denticion primaria con curvaturas y la gran cantidad de conductos accesorios hacen
dificil garantizar una correcta y completa desinfeccion de los conductos radiculares,
es debido a estas mismas limitaciones lo que orienta al odontélogo a indagar sobre
materiales de obturacion que puedan compensar estas situaciones ya que el éxito
del tratamiento depende totalmente de la eliminacion de todas las bacterias que

pudieran estar presentes en una infeccion pulpar (34,35).
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1.4 TERAPIA ENDODONTICA NO INSTRUMENTADA
(NIET)

Un grupo de investigadores japoneses desarrollaron el concepto de la técnica
endodontica no instrumentada (NIET), en la cual se emplean una mezcla de
farmacos antibacterianos para la desinfeccion de la pulpa (36,37). Mass y Zilberman
en 1989 reportaron una técnica endoddntica en una sola cita para tratar molares

deciduos necréticos (38).

Ellos apoyan la hipétesis de que si hay una esterilizacion de la lesién podra

producirse la reparacion de los tejidos (LSTR) por sus siglas en inglés (39).

La técnica consiste en la colocacion de una pasta a base de componentes
antimicrobianos unidos a un vehiculo que se colocaran en la entrada de cada canal
de la raiz (40). Los medicamentos mas empleados para esta terapia son:
tetraciclinas, metronidazol, ciprofloxacino y, como vehiculos, el macrogol,

propilenglicol y eugenato (41).

1.4.1 PASTAS ANTIBIOTICAS

Las pastas antibioticas asumen un papel fundamental para que la reparacion de los
elementos dentarios se desenvuelva de acuerdo a los patrones bioldgicos normales
(42). Por tanto, se torna fundamental el utilizar un medicamento que imposibilite la

sobrevivencia de microorganismos.

Debido a la diversidad bacteriana que existe en los conductos radiculares, estas
pastas no pueden contener un solo antibiotico ya que seria poco probable disminuir

o eliminar la infeccion de los conductos radiculares (43,44).

La pasta CTZ es una de las mas conocidas para llevar a cabo la pulpectomia no

instrumentada (44).
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1.4.2 PASTACTZ

La pasta CTZ estd compuesta por cloranfenicol, tetraciclina y éxido de zinc mas
eugenol, fue sugerida por Soller y Cappiello, en 1959, para el tratamiento de molares
temporales con compromiso pulpar, siendo una técnica caracterizada por no
requerir de instrumentacién de los conductos radiculares (NIET) (45). Dicha pasta
esta compuesta de una parte de tetraciclina (500mg), una parte de cloranfenicol
(500 mg), dos partes de éxido de zinc tipo | (1000mg) y eugenol (una gota).

1.4.2.1 COMPONENTES DE LA PASTA CTZ

1.4.2.1.1 TETRACICLINA

Pertenece al grupo de las tetraciclinas, su estructura quimica es la tetraciclina, con
caracter anfotérico. Su nombre se origina por tener en su estructura 4 anillos
bencénicos fusionados. Actla contra cocos y bacilos Gram (+), Gram(-), y especies

bacterianas como Candidas, E. coli y Pseudomonas (46).

La tetraciclina es bacteriostatica, aunque puede llegar a ser bactericida en altas
concentraciones, accede al interior celular por un doble mecanismo de difusiéon
pasiva y transporte activo y se difunden al humor acuoso, saliva y orina,
concentrandose especialmente en tejido 6seo, encias y dientes; su excrecion es

fundamentalmente renal (47).

Posee un caracter altamente hidrofilico y baja volatilidad, algunas reacciones
adversas que podria ocasionar son nauseas, vomito, diarrea, urticaria, dermatitis y
puede producir reacciones de fotosensibilidad. Debe ser almacenado en un lugar

fresco y apartado de la luz (48,60).
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Los alimentos interfieren su absorcion, por lo que debe administrarse lejos de las
comidas; con lacteos y otros alimentos y medicamentos, como los antiacidos, forma
compuestos insolubles llamados quelatos de Ca, Fe, Zn, Mg, Al y Bi, y pierden su
actividad (49).

Est4 contraindicado cuando existe hipersensibilidad a tetraciclinas y alteracion
hepética o renal. Su toxicidad mas temida es a nivel 6seo y dentario, la primera se
ha descrito en los huesos de fetos y nifios pequefios provocando retardo en el
crecimiento por su accion sobre el esqueleto (47,49).

En el caso de alteraciones dentarias, aparecen en los nifilos menores de 10 afos,
caracterizados por una pigmentacion amarillenta brillante, que se oscurece con el

tiempo y se torna parda por efecto de la luz (49).

1.4.2.1.2 CLORANFENICOL

Perteneciente al grupo de los fenicoles, es un antibidtico bacteriostatico aislado
originalmente del Streptomyces venezuelae, eficaz contra Gram (+), Gram (-),
incluyendo hongos como Céandida albicans. Se absorbe bien por via oral, se
distribuye por todo el organismo, penetrando en SNC, donde alcanza
concentraciones terapéuticas. Se elimina por metabolismo hepatico en forma

inactiva y se excreta por via renal (50).

Es un solido cristalino blanco amarillento, estable en solucién acuosa y resistente a
la ebullicion, es bastante sensible a la luz por lo que se sugiere un almacenamiento

apartado de esta (51).

Su toxicidad puede cursar como 2 cuadros distintos de depresion medular: 1)
toxicidad directa y dependiente de la dosis (reversible, afecta sobre todo a la serie
roja, incidencia de 1/20 pacientes tratados, usualmente empieza a los 7 o 10 dias
de iniciado el tratamiento); 2) toxicidad idiosincrasica, no dependiente de la dosis,
(baja incidencia de 1/30.000 tratamientos, produce un cuadro de aplasia medular,

gue puede aparecer incluso meses después de finalizado el tratamiento y que suele
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ser fatal). 3) Sindrome gris del recién nacido, se debe a inmadurez hepética del nifio
para metabolizar el cloranfenicol. Se caracteriza por nauseas, vomitos, flacidez,

acidosis, hipotermia y color grisaceo (50,51).

Esta indicado siempre que no existan otras opciones mas seguras en tratamiento
de infecciones por Salmonella, Meningitis por H. influenzae, Infecciones por B.
fragilis e Infecciones por rickettsias; contraindicado en antecedentes de
hipersensibilidad, porfiria e insuficiencia renal; incrementa accion de

anticoagulantes orales e inhibe la accion de penicilinas y cefalosporinas (50).

1.4.2.1.3 OXIDO DE ZINC-EUGENOL

El 6xido de zinc con eugenol (ZOE) es un compuesto a base de un polvo (6xido de
zinc) y liquido (eugenol) tiene un tiempo de fraguado y elasticidad, sin embargo, el
eugenolato de zinc le confiere una alta solubilidad, lo que lleva a perder estabilidad
(52).

En odontologia se utilizan como bases cavitarias, selladores de canales radiculares,
reconstrucciones provisionales, agentes cementantes y también se suele utilizar en
tratamientos de conductos radiculares como material obturador (52).

En el afio 2008 la Academia Americana de Odontopediatria consideraba el ZOE el
unico obturador de conductos, anteriormente era utilizado como protector pulpar
hasta que se demostr6 que al entrar en contacto con el tejido pulpar produce
inflamacion crénica y posteriormente muerte pulpar (52).

El material en polvo de tonalidad blanquecina contiene basicamente ZOE y como
aceleradores se utiliza alrededor de 1% de particulas de relleno de silice y sales de
zinc como acetato, propionato o sulfato. El liquido, contiene 85% de eugenol, acido
acético o propionico y pequefias cantidades de agua. Deben ser almacenados en
un lugar fresco y seco, mantener los recipientes perfectamente cerrados y en el

caso del eugenol, protegido de la luz (53,54).
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El eugenol, tiene la propiedad de aliviar el dolor de las piezas dentales que han sido
afectadas por algin agente externo, también posee la capacidad de bloquear la
conduccién nerviosa. Ademas, es capaz de inhibir la ciclooxigenasa, llegando a
producir una accién anestésica y antiinflamatoria. A bajas concentraciones
proporciona anestesia local de forma reversible (55).

Utilizado en concentraciones elevadas posee accién bactericida, por lo que provoca
dafio a la membrana celular, en cambio si se usa en bajas concentraciones tiene la
accion de estabilizar la membrana celular, lo cual evita el ingreso de las bacterias al
interior del canal radicular, también inhibe el desarrollo de microorganismos
fungicos, resultando eficaz contra infecciones bucales pero puede llegar a provocar
lesiones causticas o quemaduras superficiales cuando es colocado en forma directa
y en altas concentraciones en los tejidos blandos (55).

El rango de éxito clinico utilizando éste material varia del 68.7% al 86.1%; aunque,
a pesar de que se ha demostrado en varios estudios su efecto antibacteriano en
cultivos puros, estudios in vitro han demostrado que por si solo no podria inhibir a

E. coli, S. aureus o S. viridans (56,57).
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1.4.3 INDICACIONES DE LA PASTA CTZ

El uso de la pasta CTZ esté indicada en dientes temporales con diagnéstico de
necrosis pulpar, dientes temporales con raices reabsorbidas que por un motivo en
especifico deban permanecer en boca, nifios no colaboradores que tengan historia
de tratamiento pulpar previo y tratamiento de pulpitis irreversible en molares
permanentes jovenes con apices incompletos (58), ademas, en situaciones de
odontologia comunitaria donde el acceso a comunidades rurales sea dificil, aqui se
involucra el factor econdmico al no tener posibilidad de pagar dichos tratamientos y

gue no es posible contar con las facilidades operatorias completas.

1.4.4 TECNICA

Previa administracion de anestesia local y aislamiento absoluto del diente a tratar,
se retira el techo de la camara pulpar, irrigando con hipoclorito de sodio al 0.5% y
secando con torundas de algodon estéril, se procede con la manipulacién del
material CTZ y su colocacion sobre el piso de la camara pulpar; por ultimo, se coloca

el cemento de obturacién temporal (58).
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1.4.5. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE ESTA TECNICA
Ventajas

Elimina las bacterias aisladas de los conductos radiculares infectados, penetra en
los conductos accesorios y se ha observado éxito clinico con un 92% de efectividad
clinica (58, 59,60,61,62).

Desventajas

Puede presentar efectos secundarios tales como nauseas, vomito, diarrea, aumento
de urea sanguinea, urticaria, erupcion, dermatitis, coloracion permanente de dientes,
inhibicidon de desarrollo 6seo en nifios, sobreinfeccidn, anemia hemolitica, eosinofilia,
trombocitopenia, reacciones de fotosensibilidad, leucopenia y agranulocitosis, esto
debido a los antibidticos utilizados, asi como reacciones alérgicas a los

componentes y cepas resistentes a los antibidticos (58,63).
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1.4.6 BIOCOMPATIBILIDAD

Mattos y cols, en 2008, evaluaron la biocompatibilidad de la pasta CTZ; ellos
implantaron los componentes de esta pasta en el tejido subcutaneo de ratas con el
control del experimento a intervalos de 3, 7, 15 y 30 dias; posteriormente, se les
realizaron biopsias de las zonas de implantacion, obteniendo asi informacion de la
cantidad relativa de células inflamatorias o no en el sistema de prueba y se obtuvo

como resultado la biocompatibilidad de la pasta (69).

De Barros y cols, en 2007, evaluaron mediante analisis histologico, la
biocompatibilidad de una pasta antibidtica tras el tratamiento de pulpotomias en
perros. Se utilizaron cuatro perros machos adultos y se sometieron a pulpotomias.
La pasta antibiética (CTZ) se preparo con cloranfenicol, tetraciclina, 6xido de zinc y
eugenol. Después de 6, 8, 9 y 10 meses después de la pulpotomia, el analisis
histolégico de los dientes reveld un intenso proceso inflamatorio en la pulpa coronal
a los 6 meses de la pulpotomia, con células inflamatorias dispersas por toda la
region apical en este periodo. Este proceso se redujo parcialmente alos 8 y 9 meses
después de la pulpotomia, y desapareci6 totalmente al final del experimento, a los
10 meses. En conclusidn, el tratamiento con esta pasta antibidtica parecié ser

biocompatible en esas condiciones (44).

Lacativa y Loyola, en 2012, realizaron un estudio mediante la técnica de implante
intradseo para evaluar los materiales mas utilizados para la terapia pulpar en
odontopediatria; entre ellos la pasta CTZ; en dicho estudio se emplearon treinta
conejillos de indias los cuales recibieron un implante de cada lado de la sinfisis
mandibular inferior; tuvieron periodos experimentales de 4 y 12 semanas y al final
de los periodos de observaciéon se pudo concluir que solamente una de las pastas
estudiadas fue totalmente biocompatible y las demas incluyendo a la pasta CTZ

mostraron una biocompatibilidad relativa (64).
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De manera general, estos estudios desmuestran una biocompatibilidad aceptable
de la pasta CTZ, sin embargo, se necesitan mas estudios clinicos para asegurar

que esta pasta sea segura para su uso en pulpotomias en nifios.

1.4.7 TECNICAS DE LA EVALUACION BACTERIANA Y
GRUPOS FUNCIONALES DEL CTZ

Existen diferentes metodologias para evaluar el efecto y sensibilidad de farmacos
antibacterianos o antifungicos que han sido empleadas exitosamente en la
evaluacion del potencial biocida de algunos materiales. La técnica mas popular para
realizar pruebas de actividad antimicrobiana es la de difusion en agar (a través de

sensidiscos o difusion en pozo) (65,66).

Para evaluar los grupos funcionales de cualquier compuesto se encuentra la
espectroscopia de infrarrojo, en la cual la interaccion de la radiacion infrarroja con
la materia provoca en ésta alguna alteracion y guarda relacion con cambios en el

estado vibracional de las moléculas (67).

1.4.7.1. TECNICA DE DIFUSION EN AGAR

El agar Mueller Hinton, es un medio de cultivo rico, disefiado especialmente para
hacer ensayos de sensibilidad antimicrobiana y antifingica, recomendado por el
Comité de la Organizacion Mundial de la Salud sobre estandarizacion de pruebas
de susceptibilidad. Este Comité lo propuso ya en 1970 para determinar la
susceptibilidad de los microorganismos frente a los antimicrobianos, por no llevar
incorporados inhibidores como, por ejemplo, el PABA (acido p-aminobenzoico) que
anula la actividad de sulfamidas y antibioticos y debido también a su reproducibilidad
y aceptacion por las personas que trabajan en este campo. Desde entonces su

empleo se ha generalizado (65,68).
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Los estudios comparativos entre las pastas antimicrobianas in vitro, son realizados
con los microorganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Candida albicans y Bacilus subtilis; tomando en
cuenta esto, y agregando que son ideales para la realizar la prueba de difusion en
agar, los microorganismos seleccionados para este estudio son los mencionados a

continuacion:

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo, con un diametro de 0.5a 1.5 ym,
agrupado formando racimos de uvas, es anaerobio facultativo y su localizacion es
nasal y en mucosas; causante de infecciones simples sin complicaciones tales como
foliculitis, forunculitis, hasta infecciones severas como endocarditis, septicemias,

meningitis, neumonias o bacteriemias (69,70).

Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo aerobio Gram negativo, con un tamafio de 0.7-1-5 por
2.5 um, a pesar de ser una bacteria propiamente entérica, se han reportado estudios
en donde se ha aislado esta cepa en pacientes portadores de protesis removibles y

también en paladar y lengua de pacientes regulares (71,72).

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo, anaerobio y considerado
oportunista, tiene un diametro de 0.5 a 1.5 ym; su localizaciéon mas frecuente es en
las vias respiratorias, pero puede aprovecharse de cualquier tejido necrotico o con
mala perfusion. Ha sido aislada de infecciones endoddnticas recurrentes e

infecciones orales importantes (73,74,75,76).
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Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis es un anaerobio coco Gram positivo, tiene un tamafo entre
0.5 y 0.8 ym, se considera un patdégeno oportunista y se encuentra de manera
normal en el tracto gastrointestinal de los seres humanos, es causante de
infecciones nosocomiales del torrente sanguineo, el sitio quirdrgico y el tracto
urinario (73,74). Esta significativamente mas asociada con los casos asintomaticos
de infecciones endoddnticas primarias que con los sintomaticos, ademas, se ha

encontrado en casos de terapia endodontica fallida (77,78).

1.4.7.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO

Es una técnica que permite la identificacion de los grupos funcionales de un
compuesto al ser analizado; esto, debido a que cuando una molécula absorbe
radiacion infrarroja, la vibracion intramolecular con frecuencia igual a la de la
radiacion, aumenta en intensidad, lo que genera sefiales con frecuencias que
corresponden a la vibracion de un enlace especifico. La region infrarroja se divide
en tres regiones denominadas infrarrojo cercano (NIR), infrarrojo medio (MIR) e
infrarrojo lejano (FIR). Una de sus grandes ventajas es su versatilidad, ya que
permite estudiar practicamente cualquier muestra con independencia del estado en
gue se encuentre: liquidos, disoluciones, pastas, polvos, fibras, films, gases o
superficies son algunos ejemplos; tiene una mayor aplicacion en la caracterizacion
e identificacion de materiales, andlisis de productos farmacéuticos y de sintesis,
analisis de contaminantes, ciencia forense, biomedicina, agricultura, alimentos,

adhesivos y polimeros, entre otros (79).

El espectro infrarrojo se obtiene al pasar radiacion a través de una muestra y
determinar qué fraccion de esta radiacion incidente ha sido absorbido. La energia

particular a la que aparece cada pico en un espectro guarda relacion con la
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frecuencia de vibracién de una parte de la molécula. Como en otros procesos de
absorcion de radiacion electromagnética, la interaccion de la radiacion infrarroja con
la materia provoca en ésta alguna alteracién. En el caso que nos ocupa, esta
alteracion guarda relacion con cambios en el estado vibracional de las moléculas
(80).

El espectro vibracional de una molécula se considera una propiedad fisica Unica y
por tanto caracteristica de esta molécula por lo que nos es de gran utilidad para
realizar andlisis cuantitativos y cualitativos (79,67).

Mediante este método se puede determinar la degradacion de los medicamentos
resultando en cualquier cambio estructural en las particulas que lo conforman con

el paso de tiempo y evaluar ademas su funcionalidad (79,67).
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2. ANTECEDENTES

Desde tiempos atras, se han realizado estudios con respecto al uso de la pasta CTZ,
asi tenemos que Cappiello y Soller realizaron un estudio en 100 pacientes, entre 2
y 5 afios de edad, que presentaban dientes temporales, con indicacién de terapia
pulpar. Los resultados clinicos y radiograficos fueron excelentes, en las
pulpectomias se observd una ausencia de sintomatologia dolorosa, remision de la
fistula, ausencia de movilidad dental y un retorno normal de la funcién masticatoria
(80).

En Londrina, Brasil, un estudio clinico y radiografico realizado por Walther, en 1965,
se utilizo la pasta CTZ, en molares temporales, con necrosis pulpar, teniendo como
tratamiento una pulpectomia. Se observo un 70% de éxito en las intervenciones
clinicas. El estudio fue realizado en 116 pacientes, a los que se les realizaron 216
pulpectomias. Se considerd como éxito clinico aquellos dientes que al menos con 6
meses después del tratamiento no presentaron recidiva del proceso infeccioso,
alteraciones clinicas visuales de los tejidos periodontales y de soporte, asi como la

desaparicion de la lesion clinica inicial (81).

Costa y col (1994). Evaluaron la toxicidad de esta pasta antibiotica en ratones,
administrandola de forma subcutanea en tubos de polietileno, observando que era

menos irritante que el éxido de zinc y eugenol, después de 90 dias (82).

Oliveira y cols (2006). Realizaron un estudio con 40 nifios entre 3 y 6 afios de edad
los cuales fueron tratados, a un grupo se les realizé pulpotomia usando formocresol
y otro grupo con CTZ, fueron evaluados a 3, 6 y 9 meses, el grupo de CTZ demostré
un 80% de éxito en el tratamiento mientras que el grupo tratado con formocresol

s6lo mostré éxito en el 60% de los participantes (83).

Bruno y cols (2006). Evalu6 los parametros hematologicos y bioquimicos en la
sangre de 7 perros machos y adultos, sometidos a pulpotomias de molares y
premolares, utilizando cemento antibiético compuesto por cloranfenicol, tetraciclina,

oxido de zinc y eugenol, como obturador de la camara pulpar, se extrajo sangre 48
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horas previas, 30, 60 y 90 dias después de las pulpotomias, para evaluaciones
hematoldgicas y bioguimicas. Se concluy6 que el uso de cemento antibidtico en
pulpotomias realizadas en perros parece carecer de efectos toxicos, siguiendo la
metodologia probada (31).

Gonzalez y Trejo (2010). Reportan un solo caso de un molar necrético donde
observaron la remisién de los sintomas a dos semanas de realizar el tratamiento
con pasta CTZ y la estabilizacion de la lesién cuatro y seis meses después,
atribuyendo el éxito a la inhibicion de la actividad microbiana por parte de la pasta
antibidtica y su bajo efecto irritante al no estar en contacto directo con los tejidos

periapicales (3).

Pérez Hernandez y col (2012). Compararon la efectividad clinica y radiografica de
la pasta CTZ comparandola con la técnica convencional de pulpectomia en nifios
de cuatro a ocho afos. Los resultados mostraron la eliminacion de la sintomatologia
clinica a las dos semanas de tratamiento, y esta se mantuvo durante tres y seis
meses; radiograficamente la presencia de radiolucidez fue mayor con la pasta CTZ

gue con la pulpectomia de manera significativa (84).

Siegl y col (2015). Evaluaron las radiolucencias en la furca y el comportamiento de
molares deciduos tratados endoddnticamente con diferentes técnicas simplificadas
(G1: pasta Guedes-Pinto y G2: pasta CTZ) durante 12 meses. Observaron que los
signos clinicos fueron similares en ambos grupos, sin embargo, los dientes tratados
con CTZ mostraron una reduccion del area radioltcida en la furca después de 6 y
12 meses (56).

Grewal (2018). Realizé un estudio en el que demostré con un seguimiento de 36
meses con comparacion entre la técnica de pulpectomia convencional y la LSTR
(esterilizacidon de lesiones y reparacion de los tejidos) sélo un 6.8% de los dientes
tratados con LSTR se asociaron con pérdida de hueso interradicular alrededor de la
corona del sucesor permanente mientras que un 71% tratados con pulpectomia

convencional reportaron alguna lesién al sucesor permanente (20).
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CAPITULO 2

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La complicacién pulpar en la denticion temporal sigue siendo un problema muy
comun en la denticién temporal, ya que sigue existiendo un alto indice de caries en
los nifios, segun el Global Burden of Disease Study, en 2017, mas de 530 millones
de nifios de todo el mundo tenian caries dental en los dientes primarios (85). En
relacién con los tratamientos pulpares, especificamente en las pulpectomias, una
de las principales limitaciones en el éxito en el mismo, es la gran variabilidad
anatomica de los conductos radiculares que provoca que sea muy dificil la completa
desinfeccion de los mismos provocando las fallas de dichos tratamientos (34,35).
Una opcion distinta para los problemas antes mencionados es la utilizacion de
técnicas alternativas como lo son la pulpectomia no instrumentada, con diferentes
tipos de medicamentos, que ademas de aportar un beneficio clinico también aporta
incluso un beneficio econdmico, en especial para la poblacion con dificil acceso a
los servicios de salud (39).

La literatura refiere varias pastas antibidticas, una de ellas, la pasta CTZ, ha
demostrado ser una de las que presentan mayor éxito clinico, algo que resulta
importante destacar es que no existe una estandarizacion para el correcto
almacenamiento del compuesto para asi conocer si alguna de las variables en el
entorno puede afectar considerablemente sus propiedades, ademas es importante
evaluarlo a través del tiempo para que el operador tenga el conocimiento de cuanto
tiempo es que puede seguir confiando en su efectividad posterior a su
elaboracién(59,60,61).
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2. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe una alteracion significativa en la efectividad antimicrobiana de la pasta

CTZ en relacion a su tiempo de almacenamiento?

3. JUSTIFICACION

La pulpectomia, es un procedimiento del conducto radicular para eliminar el tejido
pulpar que se encuentra infectado o necrético debido a caries o trauma (31); la
técnica mas empleada es la instrumentacion y desinfeccion de los conductos
radiculares, pero, la denticion temporal al presentar una anatomia de dificil acceso,
es dificil llegar a toda la superficie de estos, por tal motivo, se menciona a la técnica
de no instrumentacion una opcion como auxiliar en la pulpectomia evitando la
reinfeccion y que inclusive en zonas con poca acceso a servicios odontologicos
tiene gran demanda por su facilidad y eficacia; en ésta técnica se emplea la pasta
CTZ la cual esta compuesta por un par de antibidticos y oxido de zinc de uso
odontologico (34,35,45).

Hoy en dia, la pasta CTZ ha podido demostrar su efectividad en el tratamiento de
necrosis pulpar en denticion primaria. Aunque su empleo data del afio 1959, hasta
este momento no se tiene la suficiente informacién que sustente del todo su

efectividad.

El establecer un tiempo para el almacenado en relacién con la conservacion de sus
propiedades antimicrobianas basado en la investigacion, ademas de dar certeza de
su manejo adecuado para mejorar el pronostico del tratamiento, permitird
considerarlo como una alternativa vélida en la atencién odontolégica de zonas
rurales o aisladas donde las facilidades operatorias no son posibles de considerar y
proponerlo incluso como tipo de tratamiento para los servicios de salud dental

publicos.
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En el presente estudio se continuard con la investigacion para tener informacion
acerca de si el método de almacenamiento influye realmente en la disminucién de
las propiedades antimicrobianas del compuesto CTZ y se pretende dar a conocer el
tiempo adecuado en que puede estar almacenado a partir de su elaboracién para
gue pueda estar garantizada su efectividad y asi poder tener un adecuado uso

clinico.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antibacteriana del compuesto CTZ en funcién de su

almacenamiento posterior a 4 meses mediante un estudio in vitro.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Evaluar el efecto antibacteriano del CTZ posterior a 4 meses de

almacenamiento.

o Evaluar la efectividad antibacteriana del CTZ posterior a un almacenamiento

en un contenedor de cristal &mbar o uno transparente.

o Evaluar el efecto antimicrobiano del compuesto CTZ en las especies

bacterianas P. aeruginosa, S. aureus, E. faecalis y E. coli.

6. HIPOTESIS

La actividad antimicrobiana del CTZ se vera afectada debido al tiempo de
almacenamiento resultando en zonas de inhibicibn menores cuando se utiliza 4

meses después en un frasco transparente.
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CAPITULO 3

1. METODOLOGIA
1.1. TIPO DE ESTUDIO

Experimental. Evaluacion del compuesto CTZ a partir de los 4 meses de su

elaboracion, durante 12 semanas.

1.1.2. UNIVERSO DE ESTUDIO

CTZ con sus componentes: Tetraciclina, Cloranfenicol y ZOE sin endurecedor, en

proporcion 1:1:2.

Especies bacterianas:
« Pseudomonas aeruginosa.
e Staphylococcus aureus.
« Enterococcus faecalis.

e Escherichia coli.

1.2. VARIABLES

INDEPENDIENTES

« Condiciones de almacenamiento

e Tiempo de almacenamiento

o [Especies bacterianas seleccionadas para el estudio.

DEPENDIENTES

e Cambios estructurales del compuesto

e Zonas de inhibici6én bacteriana
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Tabla 1. Operacionalizacion de las variables

Variable Definicion Definicion Unidad de |Naturaleza| Escala de
conceptual operacional medicién de la medicién
variable
Zonas de Diametro de halo
inhibicion formado alrededor de | Difusion en mm Cuantitativa | Intervalo
bacteriana los discos de Agar. (milimetros) | continua
papel(81). vernier
digital,
calibrado,
con exactitud
de £0.03mm.
Duracion de las cosas | 20,22,24,26,28
Tiempo sujetas a mudanza semanas semanas [ Cuantitativa ,
(86). almacenado. discreta | Razon
Estado, situacion Recipiente en Frasco de
Condicion de especial en que se el cual se vidrio Cualitativa | Nominal
almacenamiento halla algo(87). almacenara. ambar o
transparente.
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1.3. CRITERIOS DE SELECCION

o CRITERIOS DE INCLUSION

Antibiéticos componentes de la pasta CTZ que tengan al menos 12 meses
antes de alcanzar su fecha de caducidad: cloranfenicol 250 mg, tetraciclina
250mg y oxido de zinc sin endurecedor.

Especies bacterianas que cumplan con los estandares para estos tipos de
investigacion:  Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,

Enterococcus faecalis, Escherichia coli.

o CRITERIOS DE EXCLUSION

Especies bacterianas que no cumplan con los estandares para estos tipos

de investigacion.

o CRITERIOS DE ELIMINACION
Cajas de Petri con cepas contaminadas
Preparado de consistencia inadecuada.

Contaminacion de cualquiera de los elementos de la pasta antibiotica
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1.4. TAMANO DE MUESTRA

Tres discos de sensibilidad fueron impregnados de CTZ por cada cultivo de
bacterias (Tabla 2). Se realizaron las pruebas cada dos semanas por 3 meses
(Tabla 3).

Tabla 2. Numero de discos por prueba de sensibilidad

No. preparado PREPARADO 1 PREPARADO 2
Tipo de frasco o <
Ambar Transparente Ambar Transparente

S. aureus 3 3 3 3
E. faecalis 3 3 3 3
E.coli 3 3 3 3
P.aeruginosa 3 3 3 3

Total de discos por 48

prueba

Tabla 3. Cantidad total de discos evaluados

SEMANA | 20 22 24 26 28 TOTAL

DISCOS |48 48 48 48 48 240
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1.5. MATERIALES

Incubadora de cultivo INCUCELL MMM Group.
Gabinete de seguridad Thermo Scientific.
Espectrofotometro Multiskan Go.

Autoclave CRISTOFOLI.

Vernier electronico digital Control Company.
Medios de cultivo:

Agar Mueller-Hinton OXOID.Inglaterra.
Componentes del CTZ:
Cloranfenicol, laboratorio LIFERPAL, capsulas de 250mg, no.de lote 18H088,

caducidad agosto 2023.

Tetraciclina, laboratorio MAYO, céapsulas 500mg, no.de lote P15DS015,
caducidad abril 2023.

Oxido de zinc sin endurecedor marca VIARDEN, caducidad noviembre 2021
Eugenol marca VIARDEN, caducidad octubre 2022.

Consumibles:

Hisopos, cajas de petri, pipetas estériles desechables, guantes, campos,

discos de papel filtro, puntas de micro pipetas.
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1.6. METODO
1.6.1 PREPARACION DEL CTZ

Se empled tetraciclina y cloranfenicol en capsulas de 250 mg (Figura 2 y 3).

Se realizaron dos preparados de la mezcla, en donde en cada formulacién se realiz6
como sigue: La pasta CTZ se realiza en proporciones 1:1:2 siendo asi para la
formulacion 1, en el cual se utilizaron 12 g de tetraciclina, 12 g de cloranfenicol y 24
g de ZOE sin endurecedor, los cuales fueron pesados en una balanza analitica
(Figuraly4). Los 48 g de CTZ se dividieron para colocar 21 g en un envase ambar
y 21 g en un frasco transparente. Por otro lado, 3 g fueron colocados en un frasco
transparente y 3 g en un frasco ambar para realizar el estudio de Espectroscopia de

Infrarrojo (Figura 5).

Para la formulacion 2, de igual forma que para la 1, se utilizaron 12 g de tetraciclina,
12 g de cloranfenicol y 24 g de ZOE sin endurecedor; los 48 g resultantes se
dividieron para colocar 21 g en un envase ambar y 21 g en un frasco transparente;
3 g fueron colocados en un frasco transparente y 3 g en un frasco ambar para

realizar el estudio de Espectroscopia de Infrarrojo (Figura 5).

Figura 1. Oxido de _ .
zinc sin endurecedor Figura 2. Cloranfenicol Figura 3. Tetraciclina
y eugenol

~ JU1] P -
Cevvocetin = W ATTANT]

X L
- b
. Lol

Figura 4. Balanza Figura 5. Compuesto CTZ separado y
analitica almacenado

7_'_E_T~RACICLW5
& CAM CON 16 CAPSULAS
[
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1.6.2. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Se suspendieron 3.8 g de agar nutritivo Mueller-Hinton (MH) (Figura 6) por cada 100
ml de agua bidestilada en un matraz (Figura 7), posteriormente, se calenté hasta
100°C con agitacion magnética y se dejo en ebullicién durante 1 min hasta que
estuvo totalmente disuelto. EI matraz se colocé en la autoclave y se esteriliz6 a
121°C durante 15 min; se dejé enfriar y se colocaron 20 ml de agar en cada caja de
petri de 10 cm de diametro (Figura 8), por otro lado, se colocaron 10 ml de agar en
5 cajas de petri de 5 cm de diametro para la elaboracién del cultivo joven, una vez

gelificadas, se sellaron, rotularon para llevar a refrigeracion.

Figura 6. Agar Mueller-Hinton y

matraz de cristal
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1.6.3 ELABORACION DE CULTIVO JOVEN DE 24 HORAS

En la campana de bioseguridad previamente desinfectada con luz UV durante 10
min, se colocan las cajas de petri preparadas con agar nutritivo y se utilizé un asa

metalica por cada especie de bacteria a inocular (Figura 10).

Se esterilizo el asa metalica en un mechero, se tomo la caja de petri con el agar MH
y se colocaron los contenedores de bacteria (Figura 9), con ayuda del asa metalica
se realizé un cultivo mediante la técnica de sembrado por estrias (Figura 11). Se
esterilizé nuevamente el asa en el fuego, y se repitié este método para el in6culo de

cada bacteria.

Cada caja de petri inoculada, se rotulé y sell6 con cinta parafilm y se colocaron en

la incubadora de bacterias durante 24 hrs.

Figura 9,10 y 11. Cepas bacterianas seleccionadas en su medio de conservacion,
trabajo en la campana de Gauss e indculo de bacteria mediante técnica de estriado
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1.6.4. ESTANDARIZACION DE LA SUSPENSION

Una vez realizado el cultivo joven de cada cepa bacteriana, se realizé en la campana
electronica el ajuste de la solucién. En un tubo de ensayo estéril se colocaron 7ml
de solucion salina isoténica (0.85 % de cloruro de sodio) estéril, con ayuda de un
asa metélica estéril se toman de 1 a 2 colonias bacterianas del cultivo joven
seleccionado y se colocaron en el tubo de ensayo (Figura 12), agitando
vigorosamente en vortex por 15 s para homogeneizar la solucién (Figura 13). Con
ayuda de un densimetro o una escala estandar de McFarland, se ajusté a la

densidad celular de 0.5 en dicha escala (Figura 14).

Figura 12,13 y 14. Estandarizacion de la suspension, agitacion y densitometro
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1.6.5. ELABORACION DE ENSAYO ANTIMICROBIANO

Se colocaron 400ul de la solucion previamente ajustada en cuatro cajas de Petri con
agar MH (Figura 17), con ayuda de un hisopo estéril se realiza la técnica de
sembrado por estrias (Figura 18); se colocaron tres discos de papel filtro estériles
previamente impregnados con el compuesto CTZ (Figura 19) el cual consistié en 35
mg de polvo medido con una cucharilla prefabricada, al cual se colocaron 160 yl de
eugenol (Figura 15 y 16), se rotul6 y sell6 con cinta parafiim y se llevaron a la
incubadora de bacterias a 37°C de 24 a 48 hrs. Se realizé el mismo procedimiento
por cada cepa bacteriana.

Figura 15y 16. Porciones y mezcla del compuesto

Figura 17,18 y 19. Ajuste de solucidn, in6culo de bacterias y ensayo
antimicrobiano

Una vez transcurrido el tiempo en la incubadora se procedio a recabar, procesar e

interpretar resultados.

Se tomaron 4 medidas de los didmetros de las zonas de inhibicion por cada disco
con ayuda de un vernier electronico y se registraron en la base de datos de Excel.

Cada experimento iniciando desde el in6culo de bacterias, hasta la obtencion de
resultados se realiz6 cada 15 dias por un periodo de 3 meses.
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1.6.6. ANALISIS DE GRUPOS FUNCIONALES

El andlisis de grupos funcionales, se realizé en el laboratorio de espectroscopia del
Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada de la UNAM campus Juriquilla

mediante espectroscopia de infrarrojo (FT-IR).

Las muestras fueron analizadas en un equipo de espectrofotometro de infrarrojo
Marca Bruker Modelo Vector 33, y una resoluciéon de 4 cm* mediante la técnica de
transmitancia total atenuada (ATR); para la cual, las muestras solamente fueron

colocadas en el cristal.

1.7. ANALISIS DE RESULTADOS

Los datos de las medidas de las zonas de inhibicion fueron registrados en una base

de datos en Excel.

Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante ANOVA de Una Via
(p<0.05), ademas, se realizaron contrastes post- hoc de comparacion multiple de
Tukey, Dunnett y Sidak; se empleé Graphad Prism 5 e IBM SPSS Statistics 26.

1.8. INFRAESTRUCTURA

o Laboratorio de Investigacion interdisciplinaria ENES UNAM Leon.
o Laboratorio de Espectroscopia del Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia

Avanzada de la UNAM campus Juriquilla.
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CAPITULO 4
1. RESULTADOS

Se registraron las zonas de inhibicion bacteriana quincenalmente de cada cepa a
evaluar, se tomaron registros fotograficos de las mas representativas en cada grupo,

posteriormente, se registraron en la base de datos de Excel.

Se realizé andlisis ANOVA de Una via para comparar la media de mas de dos
grupos y con tamafos de muestra similares (Tabla 4). Fue realizado el analisis para
observar si entre los grupos (FA) frasco ambar y (FT) frasco transparente, hubo
diferencia significativa (p= <0.05) a la semana 20, 22, 24, 26 y 28.

Tabla 4. ANOVA de Una via entre la media de cada
grupo de bacterias

S. aureus | E. faecalis | E.coli | P.aeruginosa
NUumero de 10 10 10 10
muestras
NuUmero de 240 240 240 240
valores
Diferencia Si Si Si Si
significativa
de medias
(p<0.05)

En el caso de S. aureus, la media de la semana 20(S20) del grupo A (dmbar) fue de
37.80 +£4.20; del grupo T (transparente) fue de 38.51 + 3.15; en la semana 28 (S28)
la media del grupo A fue de 35.51+ 3.52 y la del grupo T fue de 35.43+ 2.16. Al
realizar ANOVA de una via, se obtuvo diferencia significativa en ambos grupos; el
grupo ambar con un valor de p=0.043y el grupo transparente con valor de p=0.001.
(p=<0.05) (Tabla 5). Lo que quiere decir que hubo una disminucion de la media de
las zonas de inhibicion bacteriana en ambos grupos, comparando la primera

semana con la uUltima semana de evaluacion para S. aureus.
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Tabla 5. Estadistica descriptiva de S. aureus

20A 20T 22A 22T 24A 24T 26A 26T 28A 28T
Namero de
valores 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
Minimo 26.33 31.32 28.32 33.76 29.45 34.25 31.45 32.22 30.28 31.09
Media 37.78 38.5183 38.8696 | 37.5196 35.5254 39.5392 | 36.5142 | 36.4137 | 35.5129 | 35.4363
Maximo 45.01 46.31 49.28 43.76 49.22 45.49 40.67 42.63 47.57 38.64
Desviacion
estandar 4.20733 3.15615 4.40748 | 2.85943 6.64443 3.72580 | 2.69409 | 2.97707 | 3.52370 | 2.16963

En E. faecalis, la media de la semana 20(S20) del grupo A fue de 31.87 + 1.97; del
grupo T fue de 30.50 + 1.72; en la semana 28 (S28) la media del grupo A fue de
31.35+1.97 yla del grupo T fue de 30.05 + 3.03. Al realizar ANOVA de Una Via, se
obtuvo diferencia significativa en ambos grupos; el grupo ambar con un valor
p=0.001 y el grupo transparente con un valor p=0.016. (p=<0.05) (Tabla 6). Lo que
quiere decir que hubo una disminucién de la media de las zonas de inhibicion
bacteriana en ambos grupos, comparando la primera semana con la ultima semana

de evaluacion para E. faecalis.

Tabla 6. Estadistica descriptiva de E. faecalis

20A 20T 22A 22T 24A 24T 26A 26T 28A 28T
Namero de
valores 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
Minimo 27.91 28.17 30.68 28.56 20.53 24.09 28.19 25.55 25.53 22.62
Media 31.8733 30.5029 | 32.5600 32.4037 27.5471 32.3946 | 32.0429 30.7775 31.3533 | 30.0550
Méaximo 35.34 33.68 34.79 36.71 33.81 40.69 36.59 34.30 34.37 35.62
Desviacion
estandar 1.97620 1.72901 | 1.13195 1.89469 3.98595 5.11498 | 1.79236 1.89713 1.97288 | 3.03027

En E. coli, la media de la semana 20(S20) del grupo A fue de 36.16 + 2.85; del grupo
T fue de 37.34 + 2.57; en la semana 28 (S28) la media del grupo A fue de 35.46 +
2.06 y la del grupo T fue de 36.15 + 2.82. Al realizar ANOVA de Una Via, se obtuvo
diferencia significativa en el grupo ambar con valor p=0.001. (p=<0.05) (Tabla 7). Lo
gue quiere decir que hubo una disminucion de la media de las zonas de inhibicién
bacteriana en ambos grupos, comparando la primera semana con la ultima semana

de evaluacion para E. coli.
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Tabla 7. Estadistica descriptiva de E. coli

20A 20T 22A 22T 24A 24T 26A 26T 28A 28T
Namero de
valores 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
Minimo 29.79 32.47 34.47 31.19 33.38 31.48 32.24 33.63 32.24 26.52
Media 36.1654 37.3450 | 39.6721 | 37.8442 37.6746 38.2688 | 38.5013 | 37.3208 | 35.4675 | 36.1562
Méaximo 41.72 43.24 47.79 42.57 43.83 43.48 44.31 42.15 39.04 40.48
Desviacion
estandar 2.85626 257161 | 2.98724 | 3.30480 2.79295 3.11297 | 3.06654 | 2.13839 | 2.06657 | 2.82413

En P.aeruginosa, la media de la semana 20(S20) del grupo A fue de 31.68 + 3.44;
del grupo T fue de 30.64 + 2.50; en la semana 28 (S28) la media del grupo A fue
de 33.13+1.62 yla del grupo T fue de 30.64 + 1.64. Al realizar ANOVA de Una Via,
se obtuvo diferencia significativa en ambos grupos; tanto el grupo ambar como el
transparente con un valor p=0.001. (p=<0.05) (Tabla 8). Lo que quiere decir que
hubo una disminucion de la media de las zonas de inhibicion bacteriana en ambos
grupos, comparando la primera semana con la ultima semana de evaluacion para

P. aeruginosa.

Tabla 8. Estadistica descriptiva de P. aeruginosa

20A 20T 22A 22T 24A 24T 26A 26T 28A 28T
Numero de
valores 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
Minimo 28.20 26.46 30.03 29.16 28.73 28.46 30.60 29.75 30.00 26.84
Media 31.6838 30.6483 32.5433 32.8333 36.5617 32.3717 34.1025 32.1208 33.1358 30.6421
Maximo 46.13 37.44 36.67 36.12 51.02 35.54 37.64 34.94 35.77 33.68
Desviacion
estandar 3.44691 2.50459 1.39958 1.61866 6.86080 1.84890 1.78192 1.53246 1.62456 1.64914

Al realizar el analisis ANOVA de Una via para cada especie bacteriana, se obtuvo
diferencia estadisticamente significativa al menos en un grupo de los
microorganismos analizados (p<0.05); por ello, se decidié utilizar contrastes post-
hoc de comparacién mdiltiple (Dunnett, Sidak y Tukey) para saber en qué

comparacion entre grupos se encontraba la significancia.
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1.1. EFECTO ANTIMICROBIANO EN FUNCION DEL
TIEMPO DE ALMACENAMIENTO

Se separaron los resultados obtenidos del grupo A (d&mbar) y grupo T (transparente).
Previamente realizado el andlisis ANOVA de Una via, se procedio a realizar el
analisis de comparacién mdultiple de Dunnet, para evaluar si existia diferencia
significativa en la inhibicion bacteriana obtenida en las pruebas realizadas (semana
22, 24,26 y 28) siempre comparandola con la semana inicial (semana 20), se realiz6
de la misma forma tanto para el grupo A como para el grupo T y la comparaciéon se

realizo entre cepa bacteriana.

Los resultados significativos (p=<0.05) fueron en S. aureus en la semana 26 y 28
del grupo A; en la semana 24 del grupo A de E. faecalis, en el grupo A de E. coli
semana 22 y 26; en P. aeruginosa en el grupo A de la semana 24 y en el grupo T
semana 22, 24 y 26. A continuacion se detallan los valores obtenidos por cepa

bacteriana.
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Staphylococcus aureus

Grupo A:

En el grupo A, las medias de
las zonas de inhibicion
bacteriana disminuyeron en
las semanas 24,26 y 28, con
respecto a la media de la
semana inicial; mientras que
aumenté solamente en la
semana 22 (Figura 20).

No se mostraron datos
estadisticamente
significativos en este grupo.

(Tabla 9).

Figura 20. Gréfica del grupo A de S. aureus
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Tabla 9. Analisis de comparacion multiple de Dunnett del grupo A

de S. aureus
Comparacion | Medial | Media 2 Diferencia | Intervalo | Valor | Significancia
maltiple  de | (Semana | (Semana | de media | de p estadistica
Dunnett inicial) de confianza
contraste) 95%
Inicial vs 22A | 37.7800 | 38.8696 1.08958 -2.1223 816 No
a 4.3015
Inicial vs 24A | 37.7800 | 355254 -2.25458 -5.4665 248 No
a.9573
Inicial vs 26A | 37.7800 | 36.5142 -1.26583 -A.4777 728 No
a 1.9460
Inicial vs 28A | 37.7800 | 355129 | -2.26708 | -5.4790 | .244 No
a.9448
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Grupo T:
Figura 21. Gréfica del grupo T de S. aureus
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con diferencia estadisticamente significativa 1) en la semana 26 con una diferencia
de medias de -2.10458 y un valor (p=.058); 2) en la semana 28 con una diferencia
de medias de -3.08208 y un valor (p=.002) (Tabla 10).

Tabla 10. Analisis de comparacion multiple de Dunnett del grupo T

de S. aureus
Comparacion | Medial | Media 2 Diferencia | Intervalo | Valor | Significancia
multiple de (Semana | (Semana | de media | de p estadistica
Dunnett inicial) de confianza
contraste) 95%
Inicial vs 22T | 38.5183 | 37.5196 -.99875 -3.1572 608 No
a 1.1597
Inicial vs 24T | 38.5183 | 39.5392 1.02083 -1.1376 590 No
a3.1793
Inicial vs 26T | 38.5183 | 36.4138 -2.10458 -4.2630 058 Si
a.0538
Inicial vs 28T | 38.5183 | 354363 | -3.08208" | -5.2405 | .002 Si
a-.9237
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Enterococcus faecalis

Grupo A:

En el grupo A, las medias
que disminuyeron con
respecto a la semana
inicial fue la de la semana
24, mientras que las que
se vieron aumentadas
fueron las de la semana

22 y 26 (Figura 22).

Se encontraron valores

con diferencia estadisticamente significativa en la semana 24 con una diferencia

Figura 22. Gréfica del grupo A de E.

faecalis
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entre medias de -4.32625 y un valor (p=0.001) (Tabla 11).

Tabla 11. Analisis de comparacion multiple de Dunnett del grupo
A de E. faecalis

Comparacion | Medial | Media 2 Diferencia | Intervalo | Valor | Significancia
multiple de | (Semana | (semana de media | de p estadistica
Dunnett inicial) de confianza
contraste) 95%
Inicial vs 22A | 31.8733 | 32.5600 68667 -1.0103a | .710 No
2.3836
Inicial vs 24A | 31.8733 | 27.5471 -4.32625° | -6.0232a | .001 Si
-2.6293
Inicial vs 26A | 31.8733 | 32.0429 16958 15274 a | 997 No
1.8665
Inicial vs 28A | 31.8733 | 31.3533 -.52000 -2.2170a | .863 No
1.1770




Grupo T:

En el grupo T, las medias
gue aumentaron fueron
las de la semana 22, 24,
26 con respecto a la
semana inicial; la media
de la semana 28 apenas
y disminuyé (Figura 23).
No

valores con

se encontraron
diferencia

estadisticamente

este

significativa  en

grupo. (Tabla 12).

Figura 23. Gréfica del grupo T de E.

faecalis

fona de inhibicidn {mmj)

Enterococcus faecalis grupo T

& Inicial
W Tranzparente
D& sviacion
edtandar
| | L ] L}
& A Y P vy
i
Semana

Tabla 12. Analisis de comparacion multiple de Dunnett del grupo T

de E. faecalis
Comparacion | Medial | Media 2 Diferencia | Intervalo Valor | Significancia
multiple de (Semana | (Semana | de media | de p estadistica
Dunnett inicial) de confianza
contraste) 95%
Inicial vs 22A | 30.5029 | 32.4037 1.90083 -.2560 a 100 No
4.0577
Inicial vs 24A | 30.5029 | 32.3946 1.89167 -.2652 a 103 No
4.0485
Inicial vs 26A | 30.5029 | 30.7775 27458 -1.8823a | .993 No
2.4315
Inicial vs 28A | 30.5029 | 30.0550 - 44792 -26048a | 961 No
1.7090




Escherichia coli

Grupo A:

En el grupo A, la
diferencia de medias se
vio aumentada en la
semana 22,24 y 26;
disminuyé solo en la
semana 28, esto con
respecto a la semana

inicial (Figura 24).

Figura 24. Gréfica del grupo A de E. coli
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Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la semana 22, con

una diferencia de medias de 3.50667 y un valor (p=.001); asi como en la semana

26 con una diferencia de media de 2.33583 y un valor (p=.015) (Tabla 13).

Tabla 13. Analisis de comparacion multiple de Dunnett del grupo A

de E. coli
Comparacion | Medial | Media 2 Diferencia | Intervalo | Valor | Significancia
multiple de (Semana | (Semana | de media | de p estadistica
Dunnett inicial) de confianza
contraste) 95%
Inicial vs 22A | 36.1654 | 39.6721 3.50667" 1.5217a | .001 Si
5.4916
Inicial vs 24A | 36.1654 | 37.6746 1.50917 - 4758 a 189 No
3.4941
Inicial vs 26A | 36.1654 | 38.5013 2.33583" | .3509a | .015 Si
4.3208
Inicial vs 28A | 36.1654 | 35.4675 -69792 | -2.6829a | .797 No
1.2871
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Grupo T:

En el grupo T, las medias
de las zonas de inhibicién
disminuyeron apenas en la
semana 26 y 28; mientras
gue hubo un aumento en
la semana 22y 24, esto en
comparaciéon con la

semana inicial (Figura 25).

Figura 25. Gréfica del grupo T de E. coli
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No se observaron valores con diferencias estadisticamente significativas en ninguno

de los grupos. (Tabla 14).

Tabla 14. Analisis de comparacion multiple de Dunnett del grupo T

de E. coli

Comparacion | Medial | Media 2 Diferencia | Intervalo de | Valor p | Significancia

multiple de (Semana | (Semana | de media | confianza estadistica

Dunnett inicial) de 95%

contraste)

Inicial vs 22A | 37.3450 | 37.8442 49917 -1.5169 a 929 No
2.5152

Inicial vs 24A | 37.3450 | 38.2688 92375 -1.0923 a 616 No
2.9398

Inicial vs 26A | 37.3450 | 37.3208 | -.02417 | -2.0402a | 1.000 No
1.9919

Inicial vs 28A | 37.3450 | 36.1563 | -1.18875 | -3.2048a | .396 No
.8273
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Pseudomonas aeruginosa

Grupo A:

En el grupo A, se
observa un aumento en
los valores de las medias
en la semana 22, 24, 26
y 28 (Figura 26); se
mostré una diferencia
estadisticamente
significativa a la semana
24, con una diferencia
entre medias de 4.87792
y un valor (p=0.001)

(Tabla 15).

Figura 26. Gréfica del grupo A de P. aeruginosa
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Tabla 15. Analisis de comparacion multiple de Dunnett del grupo A de P. aeruginosa

Comparacion | Medial | Media2 Diferencia | Intervalo Valor p | Significancia
multiple de (Semana | (Semana | de media | de estadistica
Dunnett inicial) de confianza
contraste) 95%
Inicial vs 22A | 31.6838 | 32.5433 85958 -1.7517 831 No
a 3.4708
Inicial vs 24A | 31.6838 | 36.5617 4.87792" 2.2667 001 Si
a 7.4892
Inicial vs 26A | 31.6838 | 34.1025 | 2.41875 -.1925 .078 No
a5.0300
Inicial vs 28A | 31.6838 | 33.1358 | 1.45208 -1.1592 449 No
a4.0633
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Grupo T:

En el grupo T, se muestra
un aumento en las
medias de la semana 22,

24 y 26 y apenas una

disminucion en la
semana 28, en
comparacién  con la
semana inicial (Figura
27).

Figura 27. Gréfica del grupo T de P. aeruginosa
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Se observé una diferencia estadisticamente significativa en 1) semana 22 con

diferencia de media de 2.18500 y un valor (p=0.001), 2) semana 24 con diferencia

de media de 1.72333 y un valor (p=.007), 3) semana 26 con diferencia de media de
1.47250 y un valor (p=.025) (Tabla 16).

Tabla 16. Analisis de comparacion multiple de Dunnett del grupo T de P. aeruginosa

Comparacion | Medial | Media2 | Diferencia Intervalo Valor p | Significancia

multiple de (Semana | (Semana | de media de estadistica

Dunnett inicial) de confianza

contraste) 95%

Inicial vs 22A | 30.6483 | 32.8333 2.18500" 8523 a 001 Si
3.5177

Inicial vs 24A | 30.6483 | 32.3717 1.72333* 3907 a 007 Si
3.0560

Inicial vs 26A | 30.6483 | 32.1208 1.47250* 1398 a 025 Si
2.8052

Inicial vs 28A | 30.6483 | 30.6421 -.00625 -1.3389a | 1.000 No
1.3264
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La diferencia entre las medias iniciales (semana 20) en comparacién con las otras
semanas, muestra una diferencia significativa de forma un tanto repetitiva en la
semana 24, aunque, ademas en algunos casos se observan diferencias
significativas en la semana 26 y 28.

1.2. EVALUACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO
SEGUN LAS CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

Para evaluar el efecto antibacteriano del CTZ en funcién de las condiciones de
almacenamiento, se realiz6 un andlisis de comparacion multiple de Sidak, en el cual
se analiz6 la media obtenida de cada semana del grupo A y en comparacion con la

media de la misma semana del grupo T; se realiz6 en cada especie bacteriana.

Se tomaron en cuenta Unicamente las comparaciones con significancia estadistica
(p=<0.05). Se obtuvo diferencia significativa en el grupo Ay T de la semana 24 en
E. faecalis, en ésta la media del grupo T fue mayor; también se encontro diferencia

significativa en el grupo Ay T de la semana 24 en la especie bacteriana P.

aeruginosa, en este caso, la media del grupo ambar fue mayor.
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Staphylococcus aureus

Al realizar la comparacion
de los grupos A con los
grupos T de cada semana
(Figura 28), no se observo

diferencia

estadisticamente

significativa en ninguno de
los grupos, tomando en
cuenta que los valores de
P deberian ser (p = <0.05)

(Tabla 17).

Figura 28. Gréfica del grupo Ay el grupo T
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Tabla 17. Analisis de comparacion multiple de Sidak entre el grupo Ay el grupo T

de S. aureus

Comparacion | Media 1 | Media 2 | Diferencia | Intervalo | Valor | Significancia

multiple de | (Semana | (Semana | de media | de p | estadistica

Sidak inicial) | de confianza

contraste) 95%

20A vs 20T | 37.7800 | 38.5183 | -.73833 |-4.3797 a | 1.000 No
2.9030

22A vs 22T | 38.8696 | 37.5196 | 1.35000 |-2.2913a | 1.000 No
4.9913

24A vs 24T | 35.5254 | 39.5392 | -4.01375* | -7.6551a | .015 Si
-.3724

26A vs 26T | 36.5142 | 36.4138 10042 | -3.5409 a | 1.000 No
3.7417

28A vs 28T | 35.5129 | 35.4363 07667 | -3.5647 a | 1.000 No
3.7180
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Enterococcus faecalis

Comparando el grupo
A con el grupo T de
Enterococcus faecalis
de cada semana
(Figura 29), se
encontro significancia
estadistica en la
semana 24, con una
diferencia de media

del grupo T mayor que

Figura 29. Gréfica del grupo Ay el grupo T
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la del grupo A (diferencia de -4.84750 mm, p=0.001) (Tabla 18)

Tabla 18. Analisis de comparacion multiple de Sidak entre el grupo Ay el grupo T de

E. faecalis
Comparacion | Medial | Media2 | Diferencia | Intervalo | Valor | Significancia
multiple de | (Semana | (Semana | de media de p estadistica
Sidak inicial) de confianza
contraste) 95%

20A vs 20T | 31.8733 | 30.5029 1.37042 -1.2120a | .978 No
3.9528

22A vs 22T | 32.5600 | 32.4037 15625 -2.4262 a | 1.000 No
2.7387

24A vs 24T | 27.5471 | 32.3946 | -4.84750 | -7.4299a | 0.001 Si
-2.2651

26A vs 26T | 32.0429 | 30.7775 1.26542 -1.3170a | .994 No
3.8478

28A vs 28T | 31.3533 | 30.0550 1.29833 -1.2841a | .991 No
3.8807
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Escherichia coli

Al realizar la
comparacién en
Escherichia coli, de
los grupos T con los
grupos A de cada
semana (Figura 30),
no se encontré
significancia

estadistica valor

(p=<0.05) (Tabla 19).

Figura 30. Gréfica del grupo Ay el grupo T
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Tabla 19. Analisis de comparacion multiple de Sidak entre el grupo Ay el grupo T de

E. coli
Comparacion | Medial | Media2 | Diferencia | Intervalo | Valor | Significancia
multiple de | (Semana | (Semana | de media de p estadistica
Sidak inicial) de confianza
contraste) 95%

20A vs 20T | 36.1654 | 37.3450 | -1.17958 | -3.8418a | .999 No
1.4827

22A vs 22T | 39.6721 | 37.8442 | 1.82792 -.8343 a 674 No
4.4902

24A vs 24T | 37.6746 | 38.2688 -59417 | -3.2564a | 1.000 No
2.0681

26A vs 26T | 38.5013 | 37.3208 | 1.18042 | -1.4818a | .999 No
3.8427

28A vs 28T | 35.4675 | 36.1563 -.68875 | -3.3510a | 1.000 No
1.9735
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Pseudomonas aeruginosa

Al realizar la comparacién

Figura 31. Gréfica del grupo Ay el grupo T

de P. aeruginosa
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Tabla 20. Analisis de comparacion multiple de Sidak entre el grupo Ay el grupo T

de P. aeruginosa

Comparacion | Medial | Media2 | Diferencia | Intervalo | Valor | Significancia
multiple de | (Semana | (Semana | de media de p estadistica
Sidak inicial) de confianza
contraste) 95%

20A vs 20T | 31.6838 | 30.6483 1.03542 | -1.7232a | 1.000 No
3.7940

22A vs 22T | 32.5433 | 32.8333 -.29000 | -3.0486a | 1.000 No
2.4686

24A vs 24T | 36.5617 | 32.3717 | 4.19000 | 1.4314a | 0.001 Si
6.9486

26A vs 26T | 34.1025 | 32.1208 1.98167 | -.7770a | .574 No
4.7403

28A vs 28T | 33.1358 | 30.6421 | 2.49375 | -.2649a | .134 No
5.2524
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1.3. EFECTO ANTIMICROBIANO DEL COMPUESTO CTZ
EN CADA ESPECIE BACTERIANA

Para analizar el efecto antimicrobiano de cada especie estudiada, se realizé el
analisis de comparacion multiple de Tukey, para el cual, se tomé la media obtenida
de los resultados a la semana 20, 22,24,26 y 28 y se agruparon de acuerdo a su

cepay modo de almacenamiento.

« Grupo ambar Figura 32. Grafica de medias de

zona de inhibicion del grupo @mbar
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(Figura 32).

Se observé diferencia estadisticamente significativa en la comparacion entre las
medias de los microorganismos: S. aureus con E. faecalis (diferencia de 5.760,
p=<0.001); en S. aureus con P. aeruginosa (diferencia de 3.230, p=<0.05); en E.
faecalis con E. coli (diferencia de -6.42, p=<0.001); y, en E. coli con P. aeruginosa

(diferencia de 3.89, p=<0.05). Escherichia coli y Staphylococcus aureus fueron los
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microorganismos que mostraron una mayor inhibicion bacteriana, mientras que
Pseudomonas aeruginosa y Enterococcus faecalis mostraron una menor inhibicién
bacteriana durante todo el estudio, siendo almacenados en un medio de
almacenamiento ambar (Tabla 21).

Tabla 21. Analisis de comparacion multiple de Tukey entre la media de zona de
inhibicion obtenida por cada microorganismo para el grupo ambar

Comparacion multiple | Diferencia | Intervalo de Valor p | Significancia
de Tukey, grupo ambar. | de media | confianza 95% estadistica
S. aureus vs E. Faecalis 5.760 2.544 2 8.976 okl Si

S. aureus vs E.coli -0.6612 -3.877 a 2.555 ns No
S. aureus vs 0.01361 a
P. aeruginosa 3.230 6.445 * Si
E. faecalis vs E.coli -6.421 -9.637 a -3.205 okl Si
E. faecalis vs -5.746 a
P.aeruginosa -2.530 0.6858 ns No
E.coli vs P. aeruginosa 3.891 0.6748 a 7.107 * Si
*=p<0.05
**=p<0.01
***=p<0.001
ns=no significativo
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e Grupo transparente

En este la especie

grupo,
bacteriana con la mayor media de
inhibicion durante todo el estudio
fue Staphylococcus aureus con
una media de 37.48+1.63; seguido
por Escherichia coli con una media
de 37.38%+0.79, en tercer lugar
Pseudomonas aeruginosa con una
media de 31.72 + 1.01 v,
Enterococcus faecalis con una

media de 31.22 +1.10. (Figura 33).

Figura 33. Gréfica de medias de
zona de inhibicion de grupo
transparente por microorganismo
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Se observé diferencia estadisticamente significativa en la comparacion entre las

medias de los microorganismos: S. aureus con E. faecalis (diferencia de 6.259,

p=<0.001); en S. aureus con P. aeruginosa (diferencia de 5.762, p=<0.001); en E.

faecalis con E. coli (diferencia de -6.160, p=<0.001); y en E. coli con P. aeruginosa

(diferencia de 5.664, p=<0.001). Staphylococcus aureus y Escherichia coli

mostraron una mayor media de inhibicion bacteriana, mientras que Pseudomonas

aeruginosa y Enterococcus faecalis mostraron una menor inhibicion bacteriana

durante todo el estudio, en un medio de almacenamiento transparente (Tabla 22).
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Tabla 22. Analisis de comparacion multiple de Tukey entre la media de zona de

inhibicion obtenida por cada microorganismo para el grupo transparente

Comparacion multiple | Diferencia | Intervalo de Valor | Significancia
de Tukey, frasco de media | confianza 95% p estadistica
transparente.
S. aureus vs
E. faecalis 6.259 4.131 a 8.386 foleiel Si
S. aureus vs E.coli 0.09842 -2.029 a 2.226 ns No
S. aureus vs
P. aeruginosa 5.762 3.634a27.890 | *** Si
E. faecalis vs E.coli -6.160 -8.288 2-4.033 | *** Si
E. faecalis vs
P. aeruginosa -0.4965 -2.624 2 1.631 ns No
E.coli vs P.aeruginosa 5.664 3.536a7.791 | *** Si
*=p<0.05
**=p<0.01
***=p<0.001

ns=no significativo
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1.4. ANALISIS DESCRIPTIVO DE ESPECTROSCOPIA DE
INFRARROJO

El estudio de espectroscopia de infrarrojo se realiz6 para evaluar los cambios
estructurales que podia llegar a presentar el compuesto CTZ conforme transcurria
el tiempo de almacenamiento y era expuesto parcial o completamente a la luz

ambiental.

Se compar6 gréaficamente a los compuestos FT (frasco transparente) y FA (frasco
ambar) tanto la mezcla 1(FT1 y FT2) como la mezcla 2(FAl y FA2) cada dos

semanas.

Figura 34. Espectroscopia de infrarrojo
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En las gréficas previas, se pueden observar los picos de absorcién para cada

compuesto, estos picos de grupos funcionales son

nanocompuesto.

la conformacion del

A continuacion, se muestran los picos de absorcién para cada compuesto que
conforma la pasta CTZ (Tabla 23). (88,89)

Tabla 23. Grupos funcionales por compuesto

Picos de absorcion
para Cloranfenicol

Picos de absorcion
para Tetraciclina

Picos de absorcion
para 6xido de zinc

(cm™) (cm™) (cm™)
3081 1458 3105
1691 1357 3441
1559 1247-1000 1611
1521 577-501 1555
662 965 1392
1518 1440
3243 1019

1041

1117
950

946

693

624

620

465

568

En los grupos FT1, FT2, FA1 y FA2 no se observan cambios significativos en su

estructura, lo que significa que no existe ningun cambio estructural en los

componentes del CTZ.
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2. DISCUSION

A partir de que fue descrita la pasta CTZ en 1959 por Soller y Cappiello, se comenzé
Su uso, aun sin la informacion suficiente que evidenciara del todo su eficacia ni su
correcto almacenamiento; sélo existe un manual en el que se menciona que la pasta
CTZ debe ser almacenada en un frasco ambar por un periodo de 2 semanas, al
parecer por las caracteristicas en sus componentes al ser fotosensibles, pero carece

de evidencias. (90)

Es importante evaluar los efectos sistémicos que produce la pasta CTZ, se han
realizado estudios en animales,(Bruno, Costa y cols) en donde se observa que se
produce una reaccion inflamatoria aguda a los siete dias con predominio de células
mononucleares, pero, posteriormente a los 30 dias desaparece esta reaccion
inflamatoria sugiriendo que son biolégicamente aceptables al entrar en contacto con
el tejido conectivo y favorecer la reparacion, por lo que se puede argumentar que
resulta biocompatible con el tejido vivo; sin embargo, aun se necesita indagar en
ésta area de oportunidad pues aunque es prometedor, es necesario demostrar una

total aceptacion del compuesto de manera sistémica en humanos. (25,81)

En el presente estudio se utilizaron cepas con diferencia biologica, se emplearon
durante todo el estudio P. aeruginosa, E. aureus, E. faecalis y E. coli; pertenecientes
a la microbiota residente de la cavidad oral y en diagndésticos de enfermedad pulpar
y perirradicular. (72,73,76,77)

La Asociacion Americana de Odontopediatria (2021) sefiala que el tratamiento
de pulpectomia convencional puede ocasionar defectos en el esmalte del diente
sucesor dependiendo de la edad del paciente, la reabsorcion radicular preoperatoria
y el traumatismo; asi como la LSTR(Esterilizacion de la lesion y reparacion de los
tejidos) se asocia a pérdida de hueso interradicular alrededor de la corona del

sucesor permanente, al ser porcentajes relativamente bajos en ambos casos, refiere

70



la utilizacion de la técnica LSTR con pastas antibidticas siempre y cuando exista
una reabsorcion de las raices del diente a tratar.(40)

En éste estudio se observd que la forma de almacenamiento no influye en las
caracteristicas antibacterianas, tampoco el tiempo de almacenamiento demostré un
aumento o disminucién significativo de sus propiedades lo que muestra una

efectividad antibacteriana consistente del compuesto CTZ.

Se puede observar una diferencia con respecto a los demas valores en la semana
24 en el grupo ambar, y en la semana 26, 28 también del grupo ambar en las
graficas de los analisis de comparacion de Dunnett y Sidak; esto se relaciona con
un defecto durante la manipulacion o realizacion del experimento, a pesar de esto,
no es algo significativo pues el compuesto se muestra consistente en los resultados

de las otras semanas.

La hipotesis planteada en el presente estudio fue refutada ya que se esperaba una
disminucion del efecto antibacteriano del CTZ cuando la eleccion de
almacenamiento era un frasco de vidrio transparente y es evaluado a las 28
semanas de almacenado, debido a que no se encontré una disminucion del efecto
antibacteriano desde la semana inicial (semana veinte) de evaluacion del
compuesto CTZ ni a la ultima semana de evaluacién(semana veintiocho) , asi como
tampoco hubo evidencia de una diferencia realmente importante al que fuera
realmente significativa en la comparacion entre microorganismos y entre un

almacenamiento en un frasco de cristal ambar o en uno transparente.
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3. CONCLUSION

A la fecha, el uso de la pasta CTZ se ha ido popularizando y se han realizado
multiples estudios sobre todo de su efectividad clinica pues, a pesar de no contar
con suficiente bibliografia que nos aborde el tema acerca de su efectividad
antimicrobiana, efecto sistémico y manipulacién adecuada, la literatura clinica que
se encuentra, nos refiere resultados clinicos 6ptimos, sin remision de la infeccidén o
sintomatologia y si a esto se afladen las ventajas tanto como para el paciente como

para el profesional, hace que el odontdlogo desee utilizarla en la consulta privada.

En este estudio se llego a la conclusion de que el efecto antibacteriano de la pasta
CTZ ha tenido resultados consistentes ya que no se observdé una disminucion
importante en su efectividad aun a las 28 semanas de evaluacion in vitro, asi como
en el estudio de espectroscopia de infrarrojo no se observo ninguna alteracion en el
compuesto. Lo que quiere decir que permanecié igual sin importar el tiempo que
permanecio almacenado y ademas se demostro que no existe ninguna diferencia al
ser almacenado en un frasco de cristal ambar o en uno transparente ya que en
cualquiera de los dos se obtiene la misma efectividad antibacteriana; lo que quiere
decir que tanto el tiempo como las condiciones de almacenamiento son factores
gue no tienen relevancia en manera que afecten las propiedades antibacterianas
del compuesto CTZ ni su funcionalidad, al menos hasta las 28 semanas de

estudiado.

Y, aunque aun existan variables a considerar tales como su efecto sistémico, la
resistencia bacteriana ante cepas distintas o su citotoxicidad, para poder utilizar el
compuesto CTZ de forma habitual, este es un registro mas de su efectividad
antimicrobiana y demuestra que es una adecuada eleccion como material para
realizar tratamientos pulpares mediante la técnica de no instrumentacion en

denticién primaria.
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ANEXOS

ANEXO 1. Zonas de inhibicion de la semana 20 (Inicial) a) S. aureus, b) E. faecalis, c)
E. coli, d) P. aeruginosa. Grupo Al, A2, T1y T2 de izquierda a derecha respectivamente

a)
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ANEXO 2. Zonas de inhibicion de la semana 22 a) S. aureus, b) E. faecalis, c) E. coli, d)
P. aeruginosa. Grupo Al, A2, T1y T2 de izquierda a derecha respectivamente
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ANEXO 3. Zonas de inhibicion de la semana 24 a) S. aureus, b) E. faecalis, c) E. coli, d)
P. aeruginosa. Grupo Al, A2, T1y T2 de izquierda a derecha respectivamente
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ANEXO 4. Zonas de inhibicidn de la semana 24. a) S. aureus, b) E. faecalis, c) E. coli,
d) P. aeruginosa. Grupo Al, A2, T1y T2 de izquierda a derecha respectivamente
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ANEXO 5. Zonas de inhibicidn de la semana 28. a) S. aureus, b) E. faecalis, c) E. coli,
d) P. aeruginosa. Grupo Al, A2, T1y T2 de izquierda a derecha respectivamente

86



ANEXO 6. Registro de las zonas de inhibicion de la semana 20(inicial)

FRASCO AMBAR
S.aureus E.faecalis E.coli P.aeruginosa
38.41 29.93 34.25 31.18
35.58 31.52 38.55 31.02
37.43 3151 29.79 29.91
DISCO 1 40.39 31.21 37.54 31.02
45.01 34.00 38.11 33.13
38.45 35.34 35.83 30.37
37.25 31.74 32.49 31.58
44,95 32.97 38.30 32.49
40.71 28.12 36.28 30.79
34.93 31.76 36.45 29.62
35.46 27.91 36.97 30.17
DISCO 2 37.26 31.3 31.88 29.28
40.88 33.17 41.72 32.24
35.10 32.61 35.49 30.39
40.41 32.03 39.59 32.05
36.73 31.00 35.13 30.94
26.33 29.47 30.49 335
43.94 31.03 38.11 34.40
35.27 30.17 39.19 31.95
DISCO 3 40.06 31.25 34.75 32.35
31.24 34.87 35.93 29.41
40.32 32.91 36.39 46.13
36.13 34.75 37.83 28.2
34.48 34.39 36.91 28.29
Promedio 37.78 31.87 36.16 31.68

FRASCO TRANSPARENTE
S.aureus | E.faecalis | E.coli | P.aeruginosa
40.92 28.86 39.41 30.24
35.35 29.09 37.03 29.25
35.96 28.29  36.70 27.45
DISCO1 | 39.28 29.88  38.66 26.46
40.07 32.39  39.70 29.99
38.18 3254  35.32 31.37
38.55 29.00 35.24 28.67
38.17 32.90 37.82 27.79
37.48 28.28 43.24 30.28
38.25 29.21 37.45 32.07
41.70 29.85 41.82 29.32
DISCO 2 37.14 28.17 40.64 32.61
37.92 3121  37.02 33.98
36.21 3241 3247 31.98
45.98 30.01  39.23 31.80
38.17 29.36  37.15 33.08
36.12 28.18  33.68 29.21
39.42 29.77  37.80 32.70
39.39 33.68  33.66 29.40
DISCO3 | 35.61 31.20 34.28 30.41
31.32 31.82 36.33 26.55
46.31 32.03 37.77 37.44
39.00 32.04 36.84 31.44
37.94 3190 37.02 32.07
Promedio | 38.51 30.50 | 37.34 30.64
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ANEXO 7. Registro de las zonas de inhibicion de la semana 22

FRASCO AMBAR
S. aureus E.faecalis E.coli P.aeruginosa
42.59 32.66 41.81 31.26
37.22 33.30 37.75 32.09
45.32 32.95 40.66 32.15
DISCO 1 43.82 33.38 47.79 32.69
49.28 33.16 41.28 32.20
39.70 31.76 39.07 32.23
37.34 31.56 36.73 32.86
44.07 30.96 40.27 32.11
39.63 30.68 40.34 31.91
35.67 32.26 37.85 30.60
41.59 32.60 42.23 32.34
DISCO 2 37.69 33.91 36.25 30.83
41.65 31.05 40.30 33.66
39.85 34.42 34.47 33.61
38.3 33.03 42.60 33.41
38.51 32.84 34.78 33.67
28.32 31.49 37.69 30.03
36.78 33.62 40.96 36.67
35.47 31.89 39.00 34.50
DISCO 3 33.57 30.68 38.46 31.65
33.39 32.78 37.88 32.90
39.69 34.79 41.57 33.86
37.60 32.28 39.63 3151
35.82 33.39 39.76 32.30
Promedio | 3886 32.56 39.67 32.54

FRASCO TRANSPARENTE
S. aureus E.faecalis | E.coli P.aeruginosa
39.66 30.90 37.71 33,51
33.78 33.30 31.53 32.36
35.36 31.06 31.19 33.85
DISCO 1 37.54 30.93 39.78 34.00
38.93 36.71  39.52 34.81
36.65 3198 36.08 34.75
36.95 31.36 35.52 36.12
39.13 34.80 38.20 33.32
41.08 32.81 42.26 32.48
37.21 32.60 41.46 32.85
40.55 29.92  39.51 30.81
DISCO 2 34.99 3177  40.25 33.36
43.76 34.24  41.48 30.47
33.76 3410 37.22 30.96
41.49 3412  41.93 29.16
36.83 34.36  35.58 30.70
33.92 30.03 34.22 32.93
42.83 31.05 40.35 35.09
37.47 30.76  35.89 32.93
DISCO 3 34.98 28.56  32.79 32.06
35.23 33.78  36.39 33.22
37.00 33.67 4257 33.10
36.59 33.37  39.25 33.24
34.78 3151 37.58 31.92
Promedio 3751 | 3240 37.84 32.83
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ANEXO 8. Registro de las zonas de inhibicion de la semana 24

FRASCO AMBAR FRASCO TRANSPARENTE
S. aureus E.faecalis E.coli P.aeruginosa S.aureus | E.faecalis | E.coli P.aeruginosa
29.82 28.28 39.27 45.72 44.45 24.34  39.32 33.74
30.50 29.19 34.08 40.21 37.35 2452  37.57 31.99
29.54 28.84 33.97 44.02 42.07 25.18 38.23 30.20
DISCO 1 30.38 30.24 39.78 48.83 DISCO 1 45.49 24.09  39.75 31.95
43.14 20.67 38.54 30.17 41.24 37.47  38.55 31.01
38.18 21.82 34.66 31.32 37.29 37.25 37.20 33.24
38.05 20.53 37.32 3141 36.25 34.88 34.28 32.33
44.66 22.73 38.51 36.58 42.03 3491  42.27 35.54
30.50 32.24 41.15 48.53 40.83 29.67  36.60 28.71
30.28 32.01 38.73 33.78 36.70 30.75  35.06 31.43
30.70 31.40 43.83 51.02 43.19 26.76  41.70 29.85
DISCO 2 30.38 30.95 39.63 40.11 DISCO 2 36.48 29.50 3753 28.46
48.07 23.70 36.01 32.49 42.96 35.23  40.11 31.85
33.04 23.85 34.37 31.94 34.35 35.06 34.77 33.15
49.22 25.99 35.53 30.68 43.42 3797 41.39 31L.77
34.86 24.91 33.38 31.16 34.47 33.28 32.81 32.07
30.57 22.39 33.72 34.76 34.25 33.96 31.48 32.74
32.43 28.60 42.10 42.87 43.61 26.57 43.48 34.94
29.74 30.64 39.85 34.13 38.48 29.86  36.75 32.81
DISCO 3 29.45 30.55 37.59 36.49 DISCO 3 36.05 33.14 36.85 33.47
33.31 29.57 37.23 30.17 34.96 35,55  39.57 33.85
47.51 29.21 39.31 31.90 45.16 40.69 41.64 32.41
37.24 29.01 37.26 30.46 38.37 3845  39.71 35.24
41.04 33.81 38.37 28.73 39.49 38.39  41.83 34.17
Promedio | 3p5p | 2755 | 37.67 | 36.56 Promedio | 3953 | 3239 |3827 | 3237
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ANEXO 9. Registro de las zonas de inhibicion de la semana 26

FRASCO AMBAR
S. aureus E.faecalis E.coli P.aeruginosa
31.45 30.66 41.37 34.23
35.08 30.71 32.24 33.62
32.51 28.19 34.45 30.60
DISCO 1 36.06 31.34 41.15 33.21
37.73 30.24 41.86 35.51
34.77 32.12 37.13 37.64
34.89 31.58 36.93 36.05
36.60 32.00 42.23 36.43
36.83 30.27 39.42 34.05
37.23 32.18 38.73 34.80
38.49 31.89 42.20 35.35
DISCO 2 34.45 30.21 35.16 35.46
39.08 34.36 39.89 36.96
37.34 31.08 37.16 33.75
39.69 32.40 39.96 35.21
32.76 34.93 34.29 34.08
39.54 32.33 38.49 33.02
39.94 32.47 44.31 31.40
40.67 36.59 41.46 32.33
DISCO 3 39.41 33.94 36.13 31.92
37.02 30.47 35.53 33.88
38.67 33.00 40.23 32.51
33.49 33.34 37.63 32.20
32.64 32.73 36.08 34.25
Promedio 36.51 32.04 38.50 34.10

FRASCO TRANSPARENTE
S. aureus E.faecalis E.coli P.aeruginosa
35.05 25.55 37.19 32.77
36.04 28.38 33.63 30.14
36.20 29.39 35.19 32.28
DISCO1 | 34.91 30.08 38.42 31.39
40.40 29.96 39.51 30.18
35.40 30.93 36.48 30.54
36.10 31.42 35.15 29.75
42.63 30.34 38.00 31.47
40.81 30.87 39.85 31.51
32.22 32.76 35.68 31.55
40.42 32.58 39.33 29.84
DISCO2 | 33.05 29.34 35.01 32.50
36.44 31.18 40.72 34.30
33.92 29.54 35.80 34.46
38.21 29.79 42.15 34.07
33.31 31.75 36.79 34.94
32.23 31.87 34.40 32.55
40.07 34.30 39.28 33.05
36.66 33.85 36.30 32.54
DISCO 3 | 38.63 32.34 37.04 33.29
32.30 29.93 35.84 32.84
37.97 32.09 39.18 30.64
36.82 31.72 37.26 30.83
34.14 28.70 37.50 33.47
Promedio | 3641 30.78 | 37.32 32.12
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ANEXO 10. Registro de las zonas de inhibicion de la semana 28

FRASCO AMBAR FRASCO TRANSPARENTE
S.aureus | E.faecalis E.coli P.aeruginosa S.aureus | E.faecalis | E.coli P.aeruginosa
36.25 30.09 37.98 34.76 38.03 28.33  38.42 32.35
30.28 28.85 37.31 35.19 37.14 20.21 35.01 31.07
33.82 25.53 35.85 34.53 32.18 28.32  35.75 31.41
DISCO 1 36.72 29.69 35.75 35.63 DISCO1 | 35.35 29.70  35.46 32.08
36.74 31.72 36.85 3211 34.46 3445  36.93 30.05
32.68 32.43 35.80 30.97 34.28 32.79  35.85 30.52
38.49 30.69 35.64 31.95 37.28 3429  36.56 31.35
32.90 30.16 37.59 31.75 36.46 35.62  34.39 28.71
35.87 31.50 35.52 31.71 37.29 2758  33.57 30.56
38.79 31.47 32.25 34.33 38.26 31.96  39.55 33.68
38.21 31.50 32.76 32.54 35.98 26.24  37.08 30.66
DISCO 2 34.22 31.76 32.24 32.85 DISCO 2 33.83 29.15 37.25 3174
35.43 32.40 34.57 34.38 38.64 32.17  36.18 29.26
47.57 34.37 35.87 33.24 35.63 31.14 26.52 30.07
33.12 29.99 35.18 33.18 34.52 27.38  33.09 29.87
38.24 32.03 37.97 34.49 37.69 31.91  40.48 29.55
31.23 32.35 36.63 31.08 31.09 29.82  39.06 28.35
31.17 34.26 32.76 35.12 32.76 28.45 34.64 26.84
37.21 33.94 33.83 32.48 31.69 32.64 37.68 29.47
DISCO 3 35.54 33.17 33.25 30.00 DISCO3 | 33.94 2881  36.52 28.49
33.38 31.27 32.32 32.01 35.51 27.06  35.49 32.65
33.61 32.02 39.04 35.77 37.94 33.18  39.58 32.33
36.28 32.67 38.09 33.62 36.29 22.62  38.04 32.64
34.56 28.62 36.17 31.57 34.23 28.50  34.65 31.71
Promedio 35.51 31.35 | 35.47 33.14 Promedio | 3543 | 30.06 | 36.16 30.64
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