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1. RESUMEN

Introduccién: La periodontitis es una enfermedad cronica inflamatoria
caracterizada por una disbiosis del microbioma oral subgingival, que afecta los
tejidos de soporte periodontal. En ella, el estrés oxidativo juega un papel importante
y diversos estudios han evaluado el uso de antioxidantes en el tratamiento de la
periodontitis. La N-acetil cisteina (NAC) es un tiol antioxidante precursor de
glutatién, principal antioxidante enddgeno del organismo. El objetivo de este estudio
es determinar la utilidad de NAC en el tratamiento de la enfermedad periodontal
mediante una revision de la literatura.

Metodologia: Esta revision se llevo a cabo en base al protocolo PRISMA del
2020. Se realizé una busqueda en las bases de datos PubMed, Scopus, Web of
Science y BVS. Se seleccionaron publicaciones en donde se haya usado NAC en
el tratamiento de la enfermedad periodontal en estudios en humanos, en
periodontitis experimental en animales, sobre cultivos celulares infectados con
bacterias periodontales o sus productos o aplicado directamente sobre bacterias
periodontales. Se incluyeron articulos hasta el afio 2022, en idioma espafiol, inglés
0 portugués. Los estudios fueron seleccionados por un primer revisor y confirmados
por un segundo. Se evalud el riesgo de sesgo de los articulos mediante las
herramientas RoB2 y SYRCLE.

Resultados: Se encontraron 1024 publicaciones y, siguiendo los criterios de
elegibilidad, se seleccionaron 25, los cuales presentaron un riesgo de sesgo
moderado. En estudios clinicos, el tratamiento con NAC se asocio a una disminucion
de la profundidad de sondaje, mientras que los estudios preclinicos han demostrado
que, en presencia de NAC, se observéd una reducciéon en la produccion de EROs,
marcadores de estrés oxidativo, dafio mitocondrial, produccién y liberacion de
citoquinas pro-inflamatorias, niveles de apoptosis celular, actividad osteoclastica y
pérdida 6sea alveolar.

Conclusion: Los estudios han demostrado efectos positivos con el uso de
NAC en periodontitis; sin embargo, la evidencia es aun limitada. Si bien los

resultados son beneficiosos, se necesitan mas estudios, principalmente clinicos,



para determinar la eficacia del antioxidante NAC en el tratamiento de la periodontitis.



2. INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad crénica inflamatoria multifactorial,
mediada por una disbiosis de la microbiota oral comensal (Papapanou y cols.,
2018). Dicha patologia cursa con una respuesta inmune innata y adaptativa
exacerbada, afectando negativamente los tejidos de soporte periodontal en
desmedro del nivel de insercion, llevando a perdida dental (Loos & Van Dyke, 2020;
Kononen y cols., 2015). Corresponde a una enfermedad altamente prevalente en la
poblacién mundial y chilena, afectando a mas del 90% de las personas adultas de
nuestro pais, con un gran impacto en la calidad de vida de los pacientes (Carvajal,
2016; FDI, 2015; MINSAL, 2010).

Existe evidencia que ha relacionado a la periodontitis con estrés oxidativo,
un evento caracterizado por un aumento de la produccion de especies reactivas de
oxigeno (EROs) que sobrepasa las capacidades del sistema de defensa
antioxidante de las células (Mefaca-Guerrero y cols., 2020; Liu y cols., 2017; Mufioz
y cols., 2020). En este sentido, se ha investigado el uso de terapia antioxidante
como coadyuvante durante el tratamiento periodontal a modo de contrarrestar los
efectos proinflamatorios del estrés oxidativo presente en la periodontitis (Anton y
cols., 2021; Shadisvaaran y cols., 2021; Bazyar y cols, 2019; Castro y cols., 2019;
Pradeep y cols. 2016). El presente estudio se enfocara en evaluar el uso del tiol
antioxidante N-acetil cisteina (NAC), precursor del glutation, en la enfermedad

periodontal mediante una revision sistematica cualitativa.



3. MARCO TEORICO

3.1 Periodontitis

La periodontitis es una patologia cronica inflamatoria mediada por una
disbiosis de los microorganismos presentes en el surco gingival que afecta los
tejidos de soporte periodontal (Papapanou y cols.,, 2018). Su etiologia es
multifactorial, en donde factores genéticos, ambientales, habitos, entre otros,
determinan la susceptibilidad y tasa de progresion de la enfermedad. En ella, la
destruccion de los tejidos de soporte periodontal, compuesto por hueso alveolar,
ligamento periodontal y cemento radicular, es una manifestacion primaria de la
patologia, pudiendo llevar a la pérdida dentaria (Kéndnen y cols., 2015). Por otro
lado, se ha demostrado una asociacién entre la periodontitis con varias
enfermedades sistémicas, como diabetes, enfermedades cardiovasculares,
deterioro de la funcién cognitiva, entre otras (Sanz y cols., 2020; Dioguardi y cols.,
2020; Nascimento y cols., 2019; Nascimento y cols., 2018). Dichas relaciones se
podrian explicar por la contribucion de la enfermedad periodontal a la inflamacién
sistémica de bajo grado, la cual corresponde a un estado sistémico de produccién
subclinica crénica de factores inflamatorios (Machado y cols., 2021; Cecoro y cols.,
2020; Del Pinto y cols., 2020; Nascimento y cols., 2019).

La periodontitis cursa con una disbiosis del microbioma oral subgingival, que
afecta negativamente al sistema inmunitario del huésped de tal manera que crea y
mantiene un estado de inflamacién en los tejidos periodontales, impidiendo la
subversion inmunitaria y la recuperacion del tejido (Sedghi y cols. 2021b). En este
sentido, es necesario destacar el rol de algunas bacterias en la patogénesis de la
enfermedad periodontal. En primer lugar, tanto Porphyromonas gingivalis (P.
gingivalis) como Tannerella forsythia (T. forsythia) con bacterias periodontales
altamente asociadas a periodontitis y pertenecen al complejo rojo de Socransky; sin
embargo, se destaca el rol de P. gingivalis como una “patdégeno periodontal calve”

debido a su capacidad de alterar la microbiota oral comensal y provocar gran
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inflamacion pese a su colonizacién de bajo nivel (Abusleme y cols., 2021; Abusleme
y cols., 2013; Hajishengallis y cols., 2012; Socransky y cols., 1998). Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans) esta asociada a periodontitis
principalmente de pacientes jévenes y existe evidencia de que contribuye al inicio y
progresion de dicha enfermedad, ademas de un posible rol en la acumulacion de
bacterias senescentes durante la enfermedad periodontal (Aquino-Martinez y cols.
2020; Fine y cols., 2019; Haubek y cols. 2008). Otra bacteria involucrada es
Prevotella intermedia (P. intermedia), la cual es capaz de provocar cambios en la
dindmica ambiental de los ecosistemas microbianos subgingivales, sin embargo,
requiere de un alto nivel de colonizacion (Abusleme y cols., 2021; Zhang y cols.
2017; Torrungruang y cols. 2015). A su vez, tanto Fusobacterium nucleatum (F.
nucleatum) como Selenomonas noxia (S. noxia) se han relacionado con gingivitis y
periodontitis, y existe evidencia que relaciona a S. noxia a sacos periodontales de
pacientes con sindrome de Papillon-Lefevre (Abusleme y cols., 2021; Albandar y
cols., 2012). Campylobacter rectus (C. rectus) ha sido relacionada con mayor riesgo
de periodontitis tanto en embarazadas por aumento de estradiol (Yokoyama y cols.
2008) como en adolescentes (Lopez y cols., 2011). Por ultimo, Streptococcus.
gordonii (S. gordonii) corresponde a una bacteria parte del complejo naranja de
Socransky la cual, pese a estar mayormente relacionada con gingivitis e infecciones
endododnticas, ha sido relacionada con periodontitis debido a su rol como promotor
biopeliculas de P. gingivalis (Abusleme y cols., 2021; Sedghiy cols., 2021a; Chavez
De Paz; Socransky y cols., 1998). Cabe destacar que los complejos de Socransky
corresponden a una clasificacion de bacterias periodontales segun el estado de
desarrollo de la biopelicula subgingival y la gravedad de la enfermedad periodontal,
en donde se ordenan segun colores de menor a mayor virulencia: verde, amarillo,
azul, violeta, naranja y rojo (Badanian y cols., 2019; Socransky y cols., 1998)

En respuesta a la disbiosis ocurrida durante la enfermedad periodontal, en el
hospedero se genera, inicialmente, una respuesta inflamatoria aguda que permite
reclutar diversas células a los sitios de infeccién a través de la produccién de
citoquinas y quimioquinas. Esto ocurre gracias a los fagocitos, macrofagos y

neutrofilos, los cuales poseen receptores de superficie que reconocen y se unen a
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las moléculas de superficie de las bacterias. Estos son conocidos como receptores
de reconocimiento de patrones, e incluyen los receptores tipo toll (TLRs, Toll Like
Receptors) (Zadeh y cols., 1999; Hajishengallis, 2020). Posterior a este
reconocimiento, se secretan quimiocinas que atraen fagocitos, se activa el sistema
complemento, los mastocitos liberan histamina que causa vasodilatacion,
aumentando el flujo sanguineo a nivel local. Si esta inflamacion persiste, los
antigenos bacterianos son presentados por linfocitos, macrofagos y células
dendriticas, los cuales pueden desencadenar respuestas destructivas sobre el tejido
periodontal, mediante la liberacion de diferentes mediadores como el ligando de
receptor activador para el factor nuclear kB (RANKL), Interleuquina 6 (IL-6), Factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), entre otros (Cekici y cols., 2014; Gu y Han, 2020).
Un evento importante durante la enfermedad periodontal es la polarizacion de los
macrofagos hacia el fenotipo M1, el cual es pro-inflamatorio y se ha relacionado con
activacion de osteoclastos y reabsorcion Osea, disminuyendo la proporcion de
macrofagos M2, los cuales tienen actividad antiinflamatoria y de reparacion tisular
(Suny cols., 2021).

Por ultimo, es de gran importancia destacar que la investigacién de las
enfermedades periodontales se ha llevado a cabo mediante multiples disefios de
estudio, generando evidencia de diversa calidad y relevancia clinica. Actualmente,
los estudios con mayor nivel en la piramide de la evidencia son las revisiones
sistematicas y metaanalisis, seguidos de ensayos clinicos randomizados, estudios
clinicos observacionales, posteriormente estudios in vivo y finalmente in vitro (Murad
y cols., 2016; Kiriakou y cols., 2014; Pandis, 2011). Los estudios en humanos, ya
sea ensayos clinicos u observacionales, tienen la ventaja de mostrar asociaciones
correlativas en sus conclusiones, ademas de presentar una mayor relevancia al
momento de hacer recomendaciones en una revision sistematica (Murad y cols.,
2016; Hajishengallis y cols. 2015). Los estudios en animales ofrecen la ventaja de
mostrar relaciones causa-efecto, ademas de la posibilidad de usar diferentes
modelos de la misma enfermedad para probar aspectos puntuales de su patogenia
(Hajishengallis y cols. 2015; Graves y cols. 2012). Se han usado multiples animales

como ratas, conejos, perros, primates, y las formas de induccion de periodontitis
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mas utilizadas son: el modelo de la ligadura, inoculacién oral a través de sonda
(conocido en inglés como oral gavage) y la inyeccion palatina (Oz & Puleo, 2011).
El método de la ligadura consiste en la instalacion de una liga o sutura de seda o
algodon alrededor de los molares, lo cual favorece el acumulo de biofilm (o
biopelicula) y pérdida 6sea (Vargas-Sanchez y cols. 2017). Corresponde a una de
las formas experimentales mas usadas y estudiadas, sobre todo en ratas, y ha
demostrado ser Util al momento de evaluar terapias regenerativas, preventivas o ver
el efecto de enfermedades sistémicas relacionadas con periodontitis como la
diabetes (Lin y cols., 2021; De Molon y cols., 2018; Abe & Hajishengallis, 2013). Por
otro lado, el método de oral gavage es una técnica en donde se realiza una
inoculacion via oral de cepas bacterianas periodontales humanas, lo cual produce
una disbiosis intestinal y sepsis (De Molon 2016). La inyeccién de patdgenos es otro
método, en donde se inyectan cepas bacterianas o sus productos directamente en
tejido gingival, por lo general en la zona palatina, lo que provoca una inflamacion
local (Nakamura y cols. 2008; Garlet y cols. 2005). Tanto el método de oral gavage
como la inyeccion palatina tienen la ventaja de limitar el niUmero de patégenos a uno
0 UNnos pocos, y ver sus efectos tanto a nivel oral como sistémico (Dias-Zuafiga y
cols. 2020; Virto y cols. 20018; De Molon y cols 2016; Nakajima y cols 2006).
Finalmente, se ha estudiado la periodontitis en modelos in vitro los cuales destacan
por facilitar un mayor control de las condiciones experimentales, lo que permite
poder encontrar mecanismos moleculares plausibles. Sin embargo, estos modelos
presentan la desventaja de que no pueden replicar la complejidad de las
interacciones cruzadas que se producen entre la respuesta inmunitaria, el
microbioma y el tejido del huésped (Hajishengallis y cols. 2015; Graves y cols,
2012).

3.2 Especies reactivas de oxigeno (EROs) y estrés oxidativo

Durante las ultimas décadas, ha existido un gran interés sobre el rol del

estrés oxidativo en la enfermedad periodontal (Sczepanik y cols. 2020). El estrés
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oxidativo se produce cuando ocurre un aumento de la produccion de especies
reactivas de oxigeno (EROs) que sobrepasa las capacidades del sistema de
defensa antioxidante de las células (Mufioz y cols., 2020; Sies, 1997). Las EROs
corresponden a un grupo de moléculas o iones compuestos de oxigeno con alta
capacidad oxidante, siendo clasificados como especies radicales, si tienen un
electron desapareado en la Ultima capa de valencia, y no radicales, como es el caso
del peréxido de hidrogeno (H202) (Carvajal, 2019; Lushchak, 2014). A
concentraciones fisiologicas, participan en funciones esenciales del organismo,
como por ejemplo en el desarrollo del cono axonal de neuronas durante el periodo
embrionario (Wilson y cols, 2019), plasticidad sinaptica (Riquelme y cols., 2011;
Bruna y cols., 2018), vasodilatacion y angiogénesis en el sistema cardiovascular
(Schroder, 2019), remodelaciéon y adaptacion de la actividad contractil del masculo
esquelético a largo plazo (Jackson, 2015), entre muchas otras. En cuanto a su rol
en el sistema inmune, destaca principalmente su participacion en la reparacion
tisular, en el reclutamiento y proliferacion de fibroblastos y neutréfilos, en el
plegamiento y maduracion adecuada de inmunoglobulinas y en la activacion de

macrofagos frente a patdgenos (Herb & Schramm, 2021; Sies & Jones, 2020).

3.3 Especies reactivas de oxigeno (EROSs) en el periodonto

En el tejido periodontal, se ha descrito que el rol de las EROs es dependiente
de la cantidad presente (Liu y cols., 2017; Nibali & Donos, 2013). A concentraciones
basales, participan como segundo mensajero en la regulacion de la transduccién de
sefales y homeostasis. Se ha descrito que, en presencia de EROs, los fibroblastos
del ligamento periodontal humano son capaces de diferenciarse en osteoblastos, y
un estudio demostré que la glucosa oxidasa, la cual sintetiza H.O2 en bajas
concentraciones, podria estimular la proliferacion y diferenciacién osteoblastica de
los fibroblastos a través de la regulacion positiva del factor de transcripcion 2
relacionado con runt (Runx2) y osterix (Choe y cols., 2012). Por otro lado, se ha

establecido que el H2O> puede aumentar los niveles de metaloproteinasas de la
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matriz extracelular (MMP), lo que podria llevar a mejorar la migracion de fibroblastos
de ligamento periodontal (Cavalla y cols., 2015). Cabe destacar que las MMP
corresponden a proteinas presentes en el tejido periodontal y que se han
relacionado con multiples funciones, como su capacidad de degradar el colageno,
regular la bioactividad y niveles de citoquinas, lo cual le otorga un rol como
modulador de la respuesta inflamatoria (Rodriguez y cols., 2010). Otro estudio
revel6 que el H202 es un determinante de la sinergia polimicrobiana oral, en donde
la produccion aumentada de esta molécula por parte de estreptococos orales es
contrarrestada por bacterias como A. actinomycetemcomitans, actuando como un
interruptor de control para mejorar o suprimir el desarrollo de biopelicula oral
(Lamont, 2016).

3.4 Estrés oxidativo, periodontitis y antioxidantes

Durante la periodontitis, hay un aumento drastico de EROs, provocado
principalmente por células del sistema inmune innato como neutréfilos y macréfagos
durante el proceso de fagocitosis (Wang y cols., 2017; Mittal y cols., 2014). Esto no
es compensado por el sistema antioxidante endégeno, provocando estrés oxidativo,
lo cual tiene efectos citotoxicos que incrementan la destruccion periodontal (Nibali
& Donos 2013). El estrés oxidativo provoca un dafio tisular directo mediado por
induccion de la peroxidacion lipidica y la destruccion de la membrana celular, la
desnaturalizacién de proteinas y desactivacion de enzimas, el dafio al DNA y
alteracion de los cromosomas, causando dafio mitocondrial y aumento exacerbado
de la produccién de EROs (Liu y cols., 2017; Wang y cols., 2017). Por otra parte, se
han descrito diferentes vias metabdlicas que pueden ser activadas por las EROs
durante el estrés oxidativo, las cuales se relacionan a mecanismos de dafio indirecto
(Menaca-Guerrero y cols., 2020; Liu y cols., 2017). En primer lugar, las EROs son
capaces de activar la via de sefalizacion del factor de transcripcion nuclear k3 (NF-
KB), lo que resulta en un aumento de la expresién de citocinas y quimiocinas pro-

inflamatorias, lo cual conduce a la destruccion periodontal al desencadenar
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respuestas inflamatorias y diferenciacion osteoclastica (Ozcan y cols., 2017). En
segundo lugar, las EROs activan la quinasa N-terminal c-Jun (JNK), lo que provoca
disociacion de E-cadherina en el epitelio de uniéon periodontal (Lee, Kim y Kim,
2016), iniciando la cascada de apoptosis a través de la via dependiente de caspasa-
3 en fibroblastos del ligamento periodontal humano (Kang y cols., 2011). En tercer
lugar, las EROs participan en la activacion del inflamasoma, un complejo
multiproteico macromolecular que tiene papel central en la inmunidad innata. Uno
de sus componentes mas conocidos es el NLRP3, y su activacion conduce a una
mayor secrecion de interleuquina 1B y 18 (Zhou y cols., 2010; Bostanci y cols.,
2009). Por ultimo, existe una regulacién redox de la autofagia, desempefiando un
papel importante en el inicio y desarrollo de la periodontitis (Liu y cols., 2017) y se
ha demostrado la participacién de genes relacionados con autofagia Atgl2 y LC3,
los cuales se correlacionan positivamente con la produccion de EROs
mitocondriales en células mononucleares de sangre periférica de pacientes con
periodontitis (Bullon y cols., 2012).

Para contrarrestar este aumento de EROSs, existen diversos sistemas
antioxidantes. Estos pueden ser clasificados segun su funciéon como los preventivos,
gue incluyen a las enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GPx), glutation reductasa, y a la albimina, entre otros. Por otra parte,
estan los antioxidantes scavenger (o eliminadores en espafiol) como el &cido
ascorbico, carotenoides, flavonoides, acido Urico, vitamina E, glutation reducido y
los polifenoles (Chapple & Matthews, 2007). Un metanaanalisis reciente postula al
licopeno (un caroteno) y al té verde, (caracterizado por una combinacion de
flavonoides y carotenos) como posibles coadyuvantes utiles en el tratamiento de la
periodontitis, logrando reducir parametros clinicos como profundidad de sondaje
(PS), indice de sangrado al sondaje (IS) e incrementar el nivel de insercion clinico
(NIC) (Castro y cols., 2019).

Existe evidencia que demuestra que pacientes con periodontitis poseen
concentraciones bajas de antioxidantes totales (TAOC) en saliva en comparacion
con controles sanos, presentando una fuerte correlacion negativa entre TAOC

salival y pérdida de insercion clinica (Baser y cols., 2015). Ademas, se ha
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documentado niveles mas altos de metabolitos reactivos del oxigeno y estado
oxidante total (TOS) en el suero, la saliva y fluido gingival crevicular de pacientes
con periodontitis en comparacion con controles sanos y controles post tratamiento
periodontal (Akalin y cols., 2007; D'aiuto y cols., 2010; Wei y cols., 2010). Una
revision de la literatura reciente concluye que la reduccién de TAOC y el aumento
de EROs pueden ser factores de riesgo de periodontitis, siendo dificil determinar si
el cambio en el estado redox es la causa o resultado de la periodontitis (Liu y cols.,
2017). Por ultimo, existen investigaciones en donde pacientes con periodontitis
exhibieron menores concentraciones de glutation, el principal antioxidante
enddgeno, especificamente su forma reducida, ademas de menor TAOC, tanto en
suero Y fluido gingival versus controles sanos, en donde una posible alternativa
terapéutica seria la suplementacion de dicho compuesto, lo que podria limitar el
dafio por estrés oxidativo y mejorar la cicatrizacion periodontal (Bains & Bains,
2015). Considerando lo anteriormente descrito, surge la idea de utilizar N-acetil
cisteina (NAC), un tiol antioxidante precursor del glutatibn, como coadyuvante en el

tratamiento de la periodontitis (Castro y cols., 2019; Atkuri y cols., 2007).

3.5 N-acetil cisteina (NAC)

O NH
HO

O SH

Figura N°1: Estructura quimica de NAC. Obtenida del articulo de Rind y cols., 2021

Un antioxidante de gran interés durante estas Ultimas décadas es la N-acetil
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cisteina (NAC), un derivado del amino&cido L-cisteina y, como se describid
anteriormente, precursor del glutation. La NAC posee una potente capacidad de
contrarrestar los efectos deletéreos de las EROs (Atkuri y cols., 2007). Dicho
antioxidante es capaz de incorporarse a las células, donde disminuye los efectos
del estrés oxidativo (Ross, 1988). Con un grupo acetilo unido a su atomo de
nitrdgeno, como la mayoria de los tioles, puede oxidarse al interaccionar con una
gran variedad de radicales y también servir como agente nucleofilico (Figura N°1).
Desde el punto de vista farmacéutico, esta disponible para su administracion por via
oral, via inhalatoria y via intravenosa. La NAC es absorbida completamente por via
oral, sin embargo, presenta una baja biodisponibilidad, oscilando entre 5%-10%
dependiendo si son comprimidos de absorcidn lenta o rapida respectivamente (Rind
y cols., 2021). La NAC presenta un volumen de distribucion que oscila entre los 0,33
- 0,47 I/kg, y se puede encontrar principalmente en el higado, rifilones, pulmones y
secreciones bronquiales alcanzando concentracion plasmatica maxima a las 2
horas post administracion (Rind y cols., 2021; Holdiness 1991). En cuanto a su
biotransformacion, NAC pasa por procesos de N-desacetilacion en la mucosa
intestinal y metabolismo de primer paso en el higado, resultado en la generacién de
su metabolito activo: L-cisteina, un aminoacido esencial en la sintesis de glutation.
Por ultimo, el 30% del farmaco es eliminado via excrecion renal y la vida media
terminal de NAC entre 5,6 hr - 6,25 hr (Rind y cols., 2021; Samuni y cols., 2013;
Holdiness 1991).

Su principal uso actual es en el tratamiento de la sobredosis por paracetamol
(Hendrickson 2019; Chiew y cols., 2018), junto con el tratamiento de enfermedades
respiratorias, como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), fibrosis
quistica, neumonias, bronquitis entre otras (Calverley y cols., 2021; Santus y cols.
2014). Sin embargo, estudios recientes postulan a NAC como un posible
coadyuvante en el tratamiento de enfermedades en donde la inflamacién juega un
rol central, como lo es en la enfermedades neurodegenerativas (Bavarsad y cols.,
2014; More y cols., 2018), osteoporosis (Chen, L. y cols., 2019a), en la prevencién
de dislipidemiay prediabetes en modelos de rata (Villagarcia y cols., 2018) e incluso

en la prevencion de accidentes cerebrovasculares en pacientes diabéticos, quienes
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presentan una mayor susceptibilidad a agregacion plaquetaria y formacién de
trombos (Wang y cols. 2018).

En el presente estudio, se abordoé el posible uso de NAC en el tratamiento de
la periodontitis mediante una revision de la literatura, ya que, pese a existir evidencia
que podria demostrar un rol positivo en la prevencion y tratamiento de
enfermedades periodontales, hasta la fecha no existen revisiones sistematicas

enfocadas en NAC, ni un andlisis de la calidad de la evidencia existente.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El antioxidante N-Acetilcisteina es una herramienta terapéutica

potencialmente til en el tratamiento de la enfermedad periodontal?

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del antioxidante N-Acetilcisteina en el tratamiento de la

enfermedad periodontal mediante una revision de la literatura.
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6. METODOLOGIA

6.1 Protocolos y fuentes de informacion

El presente estudio corresponde a una revision sistematica cualitativa, en
donde se sigui6 el diagrama de flujo de la Declaracion de items Preferidos para
Reportes para Revisiones Sistematicas y Metaanalisis (PRISMA) del afio 2020
(Page y cols., 2021).

El estudio se baso6 en la pregunta en el siguiente formato PICO:

e Poblacién: Seres humanos y modelos animales con periodontitis y/o cultivos
celulares de inflamacion periodontal.

e Intervencion: Tratamiento de cultivos celulares, animales o seres humanos
con NAC.

e Comparacion: Seres humanos, modelos animales y/o cultivos celulares con
enfermedad periodontal tratados o no con NAC.

e Outcome Measures o resultados: Reduccion del estrés oxidativo, disminucion
de parametros de inflamacion y patologia periodontal.

Las bases de datos en donde se realizé la busqueda fueron: PubMed
(Biblioteca Nacional de Medicina), Scopus® (Elsevier), Web of Science (Thomson
Reuters) y Biblioteca Virtual de Salud (de la Red BVS).

6.2 Criterios de elegibilidad: inclusion y exclusién

Los estudios fueron seleccionados segun los siguientes criterios de
elegibilidad:
Criterios de inclusién:

e Ensayos en humanos: Ensayos clinicos aleatorizados y no aleatorizados y
ensayos clinicos observacionales en donde se administro NAC en pacientes
con periodontitis.

e Ensayos experimentales en animales: Ensayos en donde se indujo la

periodontitis en forma experimental (Ligadura, oral gavage o inyeccion
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palatina/gingival) en donde se administré NAC.

Ensayos in vitro: Modelos de cultivos celulares o tejidos periodontales
humanos, animales o de linea celular tratados con patdgenos periodontales
0 sus productos en donde se utilizé NAC para contrarrestar sus efectos. Por
altimo, también se incluyeron estudios que evaluaron el efecto directo de
NAC sobre patdgenos periodontales.

Se incluyeron publicaciones hasta el dia 19 de mayo del 2022 sin limite inicial
de afio, considerando que el tema presenta un interés reciente y en
basquedas preliminares no se ha logrado superar los 30 afios de data.
Articulos en idioma espafiol por ser lengua nativa de los revisores, inglés por
ser conocido como el idioma universal de la ciencia y portugués por el
importante volumen de investigacién odontolégica en este idioma.

Los articulos incluidos pueden ser presentados como: articulos clasicos,
estudios veterinarios, ensayos clinicos fase I, Il, 1ll o IV, ensayos clinicos
aleatorizados o no, ensayos multicéntricos, estudios de cohorte, estudios
caso-control, reporte de casos, serie de casos clinicos, estudios

experimentales en animales, ensayos in vivo, ensayos in vitro.

Criterios de exclusion:

Estudios no relacionados con el efecto de NAC en el tratamiento de
periodontitis, en donde hayan usado otros antioxidantes o productos
farmacéuticos.

Articulos en idiomas distintos de inglés, espafiol y portugués.

Revisiones sistematicas previas con y sin metaanalisis, literatura gris y cartas

al editor.

6.3 Estrategia de Busqueda

Las bases de datos incluidas fueron MEDLINE-PubMed, Web of Science™,

BVS y Scopus®. La busqueda se realizo el dia 19 de mayo del 2022, mediante

términos MeSH de la base de datos de MEDLINE y palabras claves de texto libre

consideradas como imprescindibles por parte del equipo de revision, lo cual fue
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implementado en la busqueda via PubMed y que fue adaptada para las otras bases
de datos (Anexo N°1). La estrategia de busqueda utilizada fue:

1. ("periodontal diseases"[MeSH Terms] OR "oral bacteria"[Title/Abstract]
OR "periodontal"[Title/Abstract] OR "periodontitis"[MeSH Terms] OR
"chronic periodontitis"[MeSH Terms] OR "aggressive periodontitis"[MeSH
Terms] OR "periodontal ligament"[MeSH Terms] OR "osteoblasts"[MeSH
Terms] OR "oral keratinocyte"[Title/Abstract] OR "osteoclasts"[MeSH
Terms))

2. ("acetylcysteine"[MeSH Terms] OR "N-acetylcysteine"[Title/Abstract] OR
"NAC"[Title/Abstract] OR "n acetyl cysteine"[Title/Abstract])

3. ("periodontal attachment loss"[MeSH Terms] OR "oxidative stress"[MeSH
Terms] OR ‘"clinical attachment level"[Title/Abstract] OR "probing
depth"[Title/Abstract] OR "bleeding on probing"[Title/Abstract] OR "bone
resorption"[MeSH Terms] OR "periodontal inflammation”[Title/Abstract]
OR "redox balance"[Title/Abstract] OR "cytokines"'[MeSH Terms] OR
"interleukins"[MeSH Terms] OR "tumor necrosis factors"[MeSH Terms]
OR "reactive oxygen species'[MeSH Terms] OR  "host
response”[Title/Abstract] OR "cytotoxicity, immunologic"[MeSH Terms]
OR "biofilms"[MeSH Terms])

4. #1 AND #2 AND #3
Para complementar la busqueda en bases de datos electrénica, se realizé
una busqueda manual revisando la bibliografia de los estudios seleccionados. Esto
se realizd con el propdsito de encontrar estudios que hayan quedado fuera de la

estrategia de bausqueda antes mencionada.

6.4 Seleccién de los estudios

Luego de realizar la busqueda en todas las bases de datos, se exportaron los
datos para ser cargados en el software EndNote™ en donde se agruparon todos los
estudios y se eliminaron los duplicados. Posteriormente, estos resultados fueron

subidos a la plataforma Rayyan® - Intelligent Systematic Review en donde se
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realizo la lectura de titulos y resimenes y se eliminaron los que no se relacionaron
con el objetivo de la revision. Por ultimo, se descargaron los articulos para realizar
la lectura y analisis a texto completo para corroborar la seleccion de los articulos
segun los criterios de inclusibn y exclusion. Finalmente, a los articulos
seleccionados se les realiz6 una revision de cada referencia plasmada en la
bibliografia, como se detalla al final de la seccion “Estrategia de Busqueda”.

En cuanto al rol de los integrantes del equipo de investigacion, los articulos
fueron analizados por un revisor (CNFN), quien extrajo la informacion desde las
diversas bases de datos, las ordend, elimind duplicados, realizé la lectura de los
resimenes y de los textos en extenso. Un segundo revisor (ACPL) se encargé de
decidir sobre los estudios en los cuales el primer revisor tuvo dudas sobre su
inclusion en la revision durante todo el proceso. Ambos autores trabajaron en
conjunto para determinar criterios de inclusion y exclusion, bases de datos a elegir
y redaccion de la presente revision. El presente estudio, se basé en el manual

Cochrane version 5.1 (Higgins & Green, 2011).

6.5 Extracciéon de lainformacién

Los articulos seleccionados en esta revisibn fueron ordenados y su
informacion fue extraida y plasmada en diferentes tablas mediante el programa
Excel®. Se agruparon los estudios en diferentes tablas segun el disefio de estudio
(ensayo clinico, estudio in vitro y estudio in vivo). Las categorias de cada una de
estas tablas fueron: primer autor y afio de publicacion, disefio del estudio, poblacién,

intervencién, control y resultados.

6.6 Evaluacion del riesgo de sesgo de los estudios seleccionados

Para evaluar el riesgo de sesgo se utilizaron diferentes herramientas segun
el disefio de los articulos (Zeng y cols. 2015). Considerando que los estudios
clinicos seleccionados en esta revisibn corresponden a ensayos clinicos

aleatorizados, se utilizé la segunda version de la herramienta de riesgo Cochrane
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llamada Risk of Bias 2 (RoB 2). Esta herramienta consta de 5 dominios, los cuales
se centran en diferentes aspectos, y sus nombres estan en directa relacion con la
causa de sesgo que abordan: sesgo que surge del proceso de aleatorizacion, sesgo
debido a desviaciones de las intervenciones previstas, sesgo debido a la falta de
datos de resultado, sesgo en la medicion del resultado y sesgo en la seleccion del
resultado informado. Cada uno de estos dominios presenta una serie de preguntas
de sefalizacion, las cuales tienen como objetivo obtener informacién sobre las
caracteristicas del ensayo que son relevantes para estimar el riesgo de sesgo a
evaluar. Basados en las respuestas a cada una de estas interrogantes, se catalogo
el riesgo de sesgo de cada articulo como “alto”, “bajo” o “algunas preocupaciones”
segun un algoritmo especifico para cada dominio. Por ultimo, dependiendo del
riesgo de sesgo de cada estudio por separado, se obtuvo el riesgo de sesgo en
general en donde hay “bajo riesgo de sesgo" si todos los estudios son catalogados
con bajo riesgo, “alto riesgo de sesgo” si al menos uno de los estudios presento alto
riesgo y “algunas preocupaciones” si al menos uno de los estudios es catalogado
de esa forma. (Sterne y cols. 2019).

En cuanto a los ensayos experimentales en animales, la herramienta usada
fue Systematic Review Center for Laboratory animal Experimentation (SYRCLE).
SYRCLE fue desarrollada a partir de la adaptacién de la primera version de la
herramienta de riesgo de sesgo Cochrane (RoB), contiene 10 items con diferentes
preguntas de sefalizacién y que abordan 6 tipos de sesgos (seleccion, desempefio,
deteccion, desercion, reporte y otros sesgos). Dependiendo de las respuestas
obtenidas, se evaluo el riesgo de sesgo de cada estudio como alto, poco claro o
bajo. (Hooijmans y cols., 2014). Por ultimo, no se realiz6 un analisis de riesgo de los
estudios in vitro, los cuales fueron incluidos por la relevancia de su contenido para
la discusion de posibles mecanismos asociados a los efectos de NAC en

periodontitis reportados en los estudios in vivo.

Palabras claves: PERIODONTITIS, INFLAMACION PERIODONTAL, ORAL,
NAC, N-ACETILCISTEINA, ANTIOXIDANTES.
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7. RESULTADOS

7.1 Descripcion de los estudios seleccionados

Se identificaron un total de 1024 articulos en las bases de datos
seleccionadas: MEDLINE-PubMed, Web of Science™, BVS y Scopus. Posterior a
la eliminacion de duplicados, los 560 estudios remanentes fueron cargados en la
plataforma a Rayyan® para lectura de titulo y resumen. Tras este analisis, se
seleccionaron 40 articulos potencialmente elegibles, cuyo texto completo fue leido,
quedando finalmente 25 estudios para su analisis cualitativo (Figura N°2). En la
basqueda manual (revision de la bibliografia de los estudios seleccionados) no se
encontraron articulos adicionales, puesto a que ya estaban dentro de la busqueda

en las bases de datos o no cumplieron con los criterios de elegibilidad.

Publicaciones identificadas en

otras bases de datos: Scopus®,
en MEDLINE-PubMed Web of Science™. BVS

N= 145 N= 879

\ J
|
Publicaciones incluidas a lectura de titulo y
resumen posterior a eliminacion de duplicados

Publicaciones identificadas

N= 560
Criterios de elegibilidad: | [ ] Res uid
Ensayos en humanos o Resumenes Zseténgr?r::?ﬁe?:;sudleos
animales en donde se i
seleccionados . " ol
observe el efecto de NAC N=40 inclusion y exclusion
en periodontitis 0 modelos = N=520
experimentales de I
periodontitis. Estudios in | —
V’“"é en los que se use ngﬁi‘f:;l?gnpara Articulos excluidos
NAC ~sobre  patogenos i luego de evaluacién
periodontales 0  sus detallada mediante d tudi text
productos. Idioma ingles, lectura completa € estudios a texto
espafiol y  portugués. del documento completo
Fecha de la busqueda: 19 | N=40 N=15
de mayo, 2022. 1
Publicaciones seleccionadas segun criterios de elegibilidad a
la revision sistematica para valoracion cuantitativa
N= 25

Figura N°2: Diagrama de flujo PRISMA: Procedimientos para la seleccion de publicaciones para el

analisis cualitativo.
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La gran mayoria de los estudios fueron excluidos por no cumplir con criterios
de elegibilidad. Una parte importante de los ensayos abarcan temas relacionados
con el uso de NAC en enfermedades relacionadas con piel, rifién, colon, pulmon,
pancreas, higado, corazoén, atero, cerebro. Por otra parte, algunos estudios
consideraron el uso del antioxidante en otros temas odontolégicos como implantes,
ortodoncia, materiales restauradores como resinas compuestas modificadas con
NAC, sin relacionarse con periodontitis. Por ultimo, se encontraron algunas
revisiones sistematicas de la literatura sobre el uso de antioxidantes en enfermedad
periodontal, las cuales fueron excluidas.

En cuanto a los 25 estudios seleccionados, 18 corresponden a ensayos en
modelos in vitro (Cai y cols. 2022; Jiang y cols. 2022; Fujiwara y cols. 2021; Park y
cols., 2021; Lee y cols. 2020; Ko y cols. 2019; Ou y cols. 2019; Hirschfeld y cols.
2017; Bullén y cols. 2015; Moon y col. 2015; Okinaga y cols. 2015; Wang y cols.
2015; Wang y cols. 2014; Shin y cols. 2013; Walczewska y cols. 2013; Kurita-Ochiai
& Ochiai 2010; Kim y cols. 2007; Kido y cols. 2003), 6 son estudios experimentales
en animales (Qiu, y cols. 2021; Shi y cols. 2021; Zhan y cols. 2021; Alam y cols.
2014; Toker y cols. 2012; Toker y cols. 2009) y 1 es un ensayo clinico aleatorizado
(Alkadasi y cols. 2017). Cabe destacar, que el estudio de Alam y cols. sera
considerado como experimental en animal y a la vez in vitro, por lo tanto, seré
incluido en ambas tablas y analizado en apartados separados. Considerando este
antecedente, la informacion fue dividida en tres tablas diferentes, en donde la Tabla
N°1 presenta 19 estudios in vitro, Tabla N°2 tiene 6 estudios experimentales en

animales y la Tabla N°3 contiene un ensayo clinico.
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7.2 Uso de NAC en patdégenos periodontales y sus productos en modelos in

vitro

En cuanto a los estudios seleccionados, diecinueve corresponden a estudios
in vitro sobre el efecto de NAC sobre patégenos periodontales y/o sus productos ya
sea directamente o sobre cultivos celulares, los cuales son presentados en la Tabla
N°1, ordenados segun fecha de publicacién. Cabe destacar que uno de ellos
presenta partes in vivo e in vitro (Alam y cols. 2014), por lo tanto, en esta seccion

se limitara a ver la parte in vitro.
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Tabla N°1. Ensayos in vitro:

Tabla de extraccion de datos P.1.C.O. de estudios in vitro encontrados

Cai, 2022 | Ensayo Cultivos NAC 1 mM. | - Control sin tratar | El tratamiento con NAC promovié en forma significativa un
experimental | celulares de | Baicalina 100 | - Células + LPS aumento en la eferocitosis de células polimorfonucleadas
in vitro. macrofagos UM - Células + LPS + | apoptdticas por macrofagos murinos tratados con LPS. Por otro

murinos J774A.1 | (flavonoide). | NAC lado, el tratamiento de macréfagos con NAC disminuy6 los
tratados con - Células + LPS + | niveles de EROs, disminuy6 los niveles de RhoA, abolid el
LPS de P. Baicalina aumento de la relacion M1/M2 de los macrofagos e inhibié
gingivalis. significativamente los niveles de TNF-a inducidos por LPS de P.
gingivalis.
Obs. Se compar6 el efecto de NAC vs baicalina, los cudles
mostraron resultados similares, sin embargo, sélo esta ultima
logré aumentar los niveles disminuidos de IL-10 inducidos por
el LPS de P. gingivalis

Jiang, Ensayo Fibroblastos de | NAC 5 mM. - Control sin tratar | El pretratamiento con NAC evitd la apoptosis, aumentd los

2022 experimental | ligamento - Células + LPS niveles de ARNm y proteicos de periostinay Bcl-2 (proteina anti-
in vitro. periodontal - Células + LPS + | apoptdtica) y disminuy0 los de Bax y caspasa 3 (proteinas pro-

humano tratados NAC apoptoticas) inducidos por el LPS de P. gingivalis.
con LPS de P.
gingivalis.

Fujiwara, Ensayo Cultivos NAC 20 mM. | - Control sin tratar | NAC redujo la muerte celular inducida por butirato y propionato.

2021 experimental | celulares de | Acido - Células + butirato | Ademas, NAC inhibié la liberacion de HMGB1 e histona H1
in vitro. epitelio oral | ascorbico 10 | /propionato inducidas por ambos compuestos.

humano Ca9-22 | mM - Células + butirato
tratadas con /propionato + NAC | Obs: Se comparo el efecto de NAC v/s acido ascérbico y no se
butirato y - Células + butirato | encontraron diferencias significativas.
propionato. /propionato +
acido ascorbico.
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Park, 2021 | Ensayo Fibroblastos de | NAC 10mM. - Control sin tratar | El tratamiento con NAC no alteré la viabilidad celular de los
experimental | ligamento - Células + | fibroblastos de ligamento periodontal humano infectados con S.
in vitro periodontal bacteria gordonii.

infectados con - Células +
S. gordonii. bacteria + NAC

Lee, 2020 | Ensayo Macrofagos 3-MA 2mM. - Control sin tratar | El tratamiento con NAC + 3-MA presentd menor expresion de
experimental | derivados de | NAC 20 mM | - Células + | NLRP3 e IL-1B, proteinas pro-inflamatorias versus 3-MA solo en
in vitro. Células THP-1 |+ 3-MA 10 | bacteria macréfagos infectados con A. actinomycetemcomitans.

diferenciadas mM. - Células +
infectadas con bacteria + NAC/
A. 3-MA
actinomycetemc

omitans.

Ko, 2019 Ensayo Cultivo de | NAC 5mM. - Control sin tratar | EI pretratamiento con NAC redujo significativamente la
experimental | queratinocitos - Células + | expresion de ARNm de IL-24 e IL-6 y la secrecion de IL-24
in vitro. orales HOK-16B bacteria glicosilada inducida por T. forsythia, mediante la inhibicién de la

infectados con - Células + | via MAPK.
T. forsythia. bacteria + NAC
Ou, 2019 Ensayo Osteoblastos NAC 2 mM. - Control sin tratar | El pretratamiento con NAC de osteoblastos disminuy6 la muerte

experimental
in vitro.

MC3T3-E1
tratados con
altas
concentraciones
de glucosa
tratados con
LPS de P.

gingivalis.

- Células + LPS
- Células + LPS +
NAC

celular y los niveles proteicos de RIP1, RIP3 y p-MLKL
(involucradas en muerte celular) e incrementd los niveles de
ATF4 (factor de transcripcion relacionado a la respuesta al
estrés) inducidos por el LPS de P. gingivales en condiciones de
alta concentracion de glucosa en el medio.
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Hirschfeld, | Ensayo Neutréfilos NAC 10 mM. | - Control sin tratar | El pretratamiento con NAC mostré una disminucion en la
2017 experimental | aislados de - Células + | generacion de EROs inducidas por las bacterias S. gordonii, C.
in vitro. sangre periférica bacteria rectus, F. nucleatum subsp. polymorphum y S. noxia.
infectados con - Células +
diferentes bacteria + NAC
bacterias
periodontales. Obs: Cada
bacteria se evalu6
en cultivos
diferentes.
Bullon, Ensayo Fibroblastos NAC 10 mM. | - Control sin tratar | El tratamiento con NAC disminuy6 el porcentaje de muerte
2015 experimental | gingivales Coenzima - Células + LPS celular y la generacion de EROs mitocondriales inducidos por el
in vitro. humanos Q10 (CoQ10) | - Células + LPS + | LPS bacteriano. Ademas, el tratamiento con NAC mejoré
tratados con | 30 uM. NAC significativamente la funcionalidad y biogénesis mitocondrial.
LPS de P. - Células + LPS +
gingivalis CoQ10 Obs: se comparo el efecto de NAC v/s CoQ10, en donde esta
Gltima provoc6 una mayor reduccion de EROs, mayor aumento
de ATP y mejor masa mitocondrial, mientras que ambos
mostraron efectos similares sobre la OCR.
Moon, Ensayo Bacterias P. | NAC en | - Bacteria NAC mostré un efecto inhibitorio del crecimiento (CMI 3 mg/ml)
2015 experimental | intermedia diferentes - Bacteria + NAC | contra P. intermedia plancténica. La formacién de biopeliculas
in vitro. cultivadas en | concentracio | - Bacteria + NAC + | se vio significativamente afectada por NAC a 1.5y 3 mg/ml. En
forma nes (0.375-3 [ ATB cuanto a la morfologia, NAC en CMI present6 menor cantidad
plancténica  y [ mg/ml, lo que de células bacterianas, una forma mas irregular y corta que las
como biofilm. corresponde | Obs: Cada ATB se | biopeliculas expuestas a pH 5 sin tratamiento con NAC. El
a 2.3- | evalué por | antioxidante no afect6 la produccién de sustancias poliméricas
18.4mM) separado. extracelulares.

Obs: Al estudiar el efecto combinado de NAC con diferentes
antibioticos, no presentd efecto aditivo, manteniendo el efecto
con metronidazol y disminuyendo la eficacia de tetraciclina,
ciprofloxacino y ampicilina.
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Okinaga, Ensayo Células murinas | NAC 10 mM. | - Control sin tratar | El pretratamiento con NAC disminuy6 la producciéon de EROs y
2015 experimental | similares a - Células + | reguld a la baja la expresion de IL-1B8 madura y la secrecion de
in vitro. macrofagos bacteria IL-1B inducido por A. actinomycetemcomitans
RAW 264 - Células +
infectadas con bacteria + NAC
A.
actinomycetemc
omitans.
Wang, Ensayo Células NAC 20 mM. | - Control sin tratar | El tratamiento con NAC redujo la actividad de FOXO1l y
2015 experimental | epiteliales - Células + | disminuyd la transcripcion nociva de Cat, Sod2, Prdx3, Bcl-6 e
in vitro. gingivales bacteria IL-1B inducidas por P. gingivalis.
inmortalizadas - Células +
e infectadas con bacteria + NAC
P. gingivalis.
Alam, Ensayo Queratinocitos NAC 10 mM. | - Control sin tratar [ NAC inhibi6 el aumento en los niveles de EROs, la invasion
2014 experimental | gingivales HSA 6.6- | - Células + | bacteriana y redujo la cantidad de Racl activado en los
in vitro humanos HOK- | mg/mL + | bacteria queratinocitos infectados con F. nucleatum.
16B infectados | phlgG 1- |- Células +
con F. | mg/mL. bacteria + NAC
nucleatum,
Wang, Ensayo Células NAC 10 y 20 | - Control sin tratar | El pretratamiento con NAC evité el aumento en la produccién de
2014 experimental | epiteliales mM. - Células + | EROs, fosforilacion de JAK2, JNK y c-jun y suprimio la
in vitro. gingivales bacteria produccion de IL-6 e IL-1 inducidos por P. gingivalis.
inmortalizadas e - Células +
infectadas con bacteria + NAC

P. gingivalis.
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Shin, 2013 | Ensayo Cultivo de | NAC 10 mM. [ - Control sin tratar | La infeccién con F. nucleatum aument6 los niveles de EROs
experimental | queratinocitos - Células + | intracelular, pero la infeccién con T. denticola o la coinfeccion
in vitro. orales humanos bacteria (juntas y | los redujo.

HOK-16B por separado) El tratamiento con NAC redujo la generacion de EROs y los
infectados con - Células + F. [ niveles de ARNm de HBD-2, HBD-3 e IL-8 inducidos por la
F. nucleatum vy nucleatum + NAC | infeccién con F. nucleatum.

T. denticola

Células NAC 7.5y 10 | - Control sin tratar | El tratamiento con NAC inhibié la activacion de TLR2 por F.
indicadoras mM. - Células + | nucleatum.

CHO/CD14/TLR bacteria

2 infectados con - Células +

F. nucleatum bacteria + NAC

Walczews | Ensayo Neutréfilos  de | NAC 30 upM. | - Control sin tratar | NAC afectd la estabilidad de TauBr pero no la de TauCl. No

ka, 2013 experimental | exudado TauCl 300 | - Células + | hubo un efecto antioxidante aditivo al usar NAC mas TauCl
in vitro. peritoneal MM + NAC 30 | bacteria versus TauCl en la generacibn de EROs de neutrdfilos de

infectados con | uM. - Células + | exudado peritoneal tratadas con LPS de P. gingivalis.
P. gingivalis. bacteria +
NAC/TauCl

Kurita- Ensayo Cultivo de [ NAC 10 mM. [ - Control sin tratar | NAC redujo el dafio mitocondrial, la liberacién de citocromo c,

Ochiai, experimental | células T Jurkat - Células + &cido | AIF y Smac, la supresion de Bcl-2 y Bcel-xL; la activacion de Bax

2010 in vitro. tratadas con butirico y Bad; el aumento de la actividad de las caspasas 4y 10y el

acido butirico.

- Células + acido
butirico + NAC

aumento de expresién de GRP78 y CHOP/GADD153 inducidos
por acido butirico.
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Kim, 2007 | Ensayo Fibroblastos NAC 20 mM. | - Control sin tratar | EI pretratamiento con NAC suprimi6é significativamente la
experimental | gingivales - Células + LPS expresién de ARNm de las citoquinas TNF-q, IL-6, IL-8 inducida
in vitro humanos - Células + LPS + | por ambos LPS por separado.

tratados con NAC

LPS de P.

gingivalis, A. Obs: Los LPS se
actinomycetemc evaluaron en
omitans. diferentes cultivos

Kido, 2003 | Ensayo Neutroéfilos NAC 10 mM. | - Control sin tratar | El pretratamiento con NAC bloqued la activaciéon de NF-kB y
experimental | aislados de - Células + LPS suprimié la liberacion de calprotectina inducida por el LPS de P.

in vitro.

sangre periférica
tratados con con
LPS de P.
gingivalis.

- Células + LPS +
NAC

gingivalis.

NAC: N-Acetilcisteina; LPS:

ATB: antibi6tico

lipopolisacarido; EROs: especies reactivas de oxigeno; CoQ10: coenzima Q10; CMI: concentracién minima inhibitoria;
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En cuanto a las publicaciones in vitro seleccionadas, se encontroé informacion
sobre el uso de NAC en diferentes modelos experimentales bajo el efecto de
diferentes bacterias periodontales: P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, T.
forsythia, P. intermedia, F. nucleatum, S. gordonii, C. rectus, y S. noxia. siendo P.
gingivalis la que mas se presentaba en los articulos seleccionados. Los cultivos
celulares utilizados, se encuentran queratinocitos orales, células epiteliales orales,
fibroblastos de ligamento periodontal, osteoblastos, macrofagos, neutréfilos y
células T.

También se incluyeron estudios en donde se utilizé NAC para contrarrestar
el efecto de tres acidos grasos de cadena corta que corresponden a productos
finales del metabolismo de la biopelicula dental: butirato, propionato y acido butirico
(Kim y cols. 2021). Un estudio clinico observacional reciente ha demostrado que
aumentos en las concentraciones de butirato se correlacionan con el avance de la
etapa de periodontitis, otorgandole un posible rol como biomarcador de la deteccién
de la periodontitis y seguimiento de la terapia periodontal (Kim y cols. 2021).
Ademas, tanto butirato como propionato han sido identificados en sacos
periodontales y son capaces de inducir apoptosis en fibroblastos gingivales y
destruccion periodontal (Magrin y cols., 2020). Por dltimo, es importante destacar
que tanto el &cido butirico como el butirato presentan una paradoja, ya que en bajas
concentraciones contribuyen a la salud periodontal y del tracto digestivo, pero en
altas concentraciones estan asociados a progresion de periodontitis, activacion de
infecciones virales latentes y detencién del ciclo celular tanto de células normales
como en cancer de colon (Cueno & Ochiai, 2016).

Las concentraciones de NAC utilizadas en los ensayos variaron entre los 20
y 0,03 mM. La mayoria de los estudios administrO6 NAC como un pre-tratamiento de
10 minutos a 4 horas antes de aplicar la bacteria periodontal o alguno de sus
productos. Seis estudios usaron NAC al mismo tiempo que infectaron los cultivos

celulares.
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7.3 Uso de NAC en periodontitis en estudios experimentales en animales

En cuanto a los estudios encontrados, seis fueron realizados en modelos
experimentales de periodontitis en animales, de los cuales cinco utilizaron el método
de ligadura y uno el de inoculacién oral de patégenos periodontales especificos.
Dichos estudios se encuentran en la Tabla N°2, ordenados segun fecha de
publicacién. Cabe recordar que el estudio de Alam y cols. del 2014, fue considerado
como in vivo e in vitro, y en esta seccién se hablara solo la parte in vivo. Por otro
lado, ciertos estudios solo seran considerados in vivo pese a tener etapas in vitro o
clinicas, ya que estas otras etapas no cumplieron con los criterios de inclusién, pues
0 no prueban el uso de NAC, o no usaron patégenos periodontales ni sus productos
en las etapas in vitro o ensayo clinico (Qiu, y cols. 2021; Shi y cols. 2021; Zhan y
cols. 2021)
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Tabla N°2. Ensayos experimentales en animales:

Tabla de extraccion de datos P.1.C.O. de estudios en animales encontrados

fision
mitocondrial)
via intragastrica.

sometidas o no a
tratamiento con
NAC (n=8y 8) y
Mdivi-1 (n=8).

Qiu, 2021 | Ensayo Ratas Sprague | Inyecciones Ratas sanas | El tratamiento con nanoparticulas de NAC sensibles a EROs
experimental | Dawley sometidas | intra-palatinas (n=8), sometidas | redujo la pérdida ésea alveolar, con una menor actividad
in vitro e in | aligadura. de 2 mg/ml NAC. | a ligadura (n=8), | osteoclastica, menor infiltrado inflamatorio y con fibras
Vivo. Inyecciones tratadas o0 no | colagenas mas densas y organizadas en comparacion con el

intra-palatinas con NAC (n=8 y | grupo tratado con NAC en solucion.
de 2 mg/ml de | 8) 0 con

nanoparticulas nanoparticulas

de NAC | de NAC (n=8).

sensibles al.

EROs.

Shi, 2021 | Ensayo Ratas C57BL/6 | NAC 150 mg/kg | Ratas sanas | Las ratas con periodontitis tratadas con NAC presentaron
experimental | con periodontitis | via intragastrica. | (n=8) y | menor pérdida ésea alveolar con una disminucion en la
in vitro e in | inducida por | 25 mg/kg Mdivi-1 | sometidas a | diferenciacion de osteoclastos, apoptosis celular, expresion de
vivo. ligadura. (inhibidor de la | ligadura  (n=8) [ ARNm de TNF-a, IL-1B e IL-6 a nivel gingival, junto a menor

produccion de ARNm de NLRP3, 8-OHdG y p-Drpl en
ligamento periodontal, versus las ratas control sanas y con
periodontitis en forma significativa.

Obs: Al comparar NAC con Mdivi-1, esta Gltima presenté mejor
efecto protector en la pérdida Osea alveolar y mayor
disminucioén en la expresion de 8-OhdG.
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Zhang, Ensayo Ratas  Sprague- | NAC 200 | Ratas sometidas | NAC atenud la pérdida 6sea alveolar, mejor6 el volumen
2021 experimental | Dawley con | mg/kg/dia aligadura. (n=6). | 6seo/volumen total, redujo la cantidad de osteoclastos,
in vivo e in | diabetes inducida | disuelto en agua | Controles sanos | disminuyé la infiltracion de macrofagos CD68+, con una menor
vitro por potable. de sectores no | polarizaciéon fenotipo M1 disminuyendo la cantidad de
estreptozotocina ligados (n=6) | macréfagos INOS+ y aumentando la de CD206+ de ratas
sometidas a Ratas diabéticas | diabéticas con periodontitis en forma significativa.
ligadura. sometidas a
ligadura (n=6).
tratadas o no
con NAC (n=6y
6).
Alam, Ensayo Ratas Balb/c con | NAC 10 mM | Ratas sanas | NAC evité por completo la pérdida de hueso alveolar inducida
2014 experimental | periodontitis disueltos en | (n=10) y con | por los patdbgenos periodontales versus el grupo tratado con
in vitro e in | experimental agua  potable. | inoculaciéon oral | las bacterias en forma significativa. Al comparar los efectos
Vivo. mediante 6,6 mg/ml HSA + | con ambas | entre NAC y albimina + 19G, NAC mostré mejores resultados.
inoculacién oral | 1 mg/ml phlgG | bacterias

con P. gingivalis
y T. denticola,

disuelto en agua
potable.

periodontales
(n=10) tratadas
con NAC (n=10)
0 con HSA +
phlgG (n=10).
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Toker, Ensayo Ratas wistar con | NAC 70 y 100 | Ratas sanas | La pérdida de hueso alveolar en ambos grupos tratados con
2012 experimental | diabetes inducida | mg/kg/dia de via | (n=10), ratas [ NAC fue significativamente menor que en los grupos
in vivo por intragastrica. sometidas a | diabetes+ligadura y ligadura. La actividad osteoblastica en el
estreptozotocina ligadura (n=10), | grupo tratado con 100 mg/kg/dia fue significativamente mayor
sometidas a ratas con | que en los otros grupos.
ligadura tratadas. diabetes (n=10),
ratas diabéticas
sometidas a
ligadura (n=10)
tratadas con dos
concentraciones
diferentes de
NAC (n=10y 10)
Toker, Ensayo Ratas wistar | NAC 7, 35y 70 | Ratas sanas | La pérdida 6sea alveolar del grupo con ligadura fue
2009 experimental | sometidas a | mg/kg/dia (n=10) y | significativamente mayor que los grupos tratados con ligadura
in vivo ligadura. intragastrica. sometidas a | y NAC y los controles no tratados, mostrando un efecto dosis
ligadura (n=10). | dependiente. No se observaron diferencias significativas en el
ligaduras analisis histopatoldgico.
tratadas con
diferentes dosis
de NAC (n=8,9y
6)

NAC: N-Acetilcisteina; EROs: especies reactivas de oxigeno
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Tal como se describid en el marco tedrico, existen multiples modelos de
periodontitis experimental en animales. Los articulos seleccionados en la presente
revision utilizaron ratas con periodontitis experimental mediante los modelos de
ligadura y oral gavage. En el modelo de ligadura en ratas, se producen lesiones
0seo resortivas asociadas a una disbiosis de la microbiota oral murina e inflamacion
aguda, lo cual se logra a partir de tres a seis dias posterior a la instalacion de la
ligadura (Vargas-Sanchez y cols., 2017). En las 5 publicaciones que usaron este
meétodo, el tempo minimo para lograr la induccion de la enfermedad se cumplié. Por
otro lado, la inoculacién oral provoca una disbiosis intestinal y sepsis, sin embargo,
el tiempo que demora en generar reabsorciones periodontales es altamente
variable, dependiendo principalmente de las bacterias utilizadas y la frecuencia de
las inoculaciones (De Molon y cols. 2016; Storrer y cols. 2010; Vermay cols. 2010;
Kesavalu y cols. 2007). En el caso del estudio de Alam y cols. 2014 se realiz6
inoculacion oral de P. gingivalis junto con T. denticola dia por medio durante 2
semanas.

Destacan varios puntos en cuanto a NAC. Las dosis utlizadas del
antioxidante variaron entre 7 y 200 mg/kg/dia, durante tiempos de tratamiento entre
11 y 30 dias. La forma en que se administr6 el farmaco fue, ya sea disuelto en el
agua potable de la alimentacion de las ratas, como via intragastrica. Sobresale el
caso particular del estudio de Qiu y cols., en donde usaron 2 mg/ml de
nanoparticulas poliméricas de NAC sensibles a EROs, el cual fue aplicado mediante
inyecciones en mucosa palatina adyacente a los dientes ligados. En cuanto al inicio
de la terapia antioxidante, fue altamente variable, encontrado publicaciones en
donde NAC se dio una semana antes de la instalacion de la ligadura (Shi y cols.
2021), en conjunto con la induccion de la periodontitis (Zhang y cols. 2021; Alam y
cols. 2014; Toker y cols. 2012) y dos casos en donde se inicié con NAC posterior a
la instalacion de la ligadura (Qiu y cols. 2021; Toker y cols. 2009).

Finalmente, en las publicaciones de Zhang y cols., 2021 y de Toker y cols.
2012 usaron modelos de periodontitis inducida por ligadura en ratas diabéticas. En
ambos casos indujeron diabetes mediante inyeccion Unica de 60 mg/kg de

estreptozotocina previo a la instalacion de las ligaduras.
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7.4 Uso de NAC en periodontitis en ensayos clinicos

Tabla N°3. Ensayos clinicos: Tabla de extraccién de datos P.1.C.O. de estudios clinicos
encontrados

Alkadasi, Ensayo Pacientes Administracién | Pacientes El grupo NAC +
2017 clinico sistémicame | de NAC 600 Sanos (n=10) | tratamiento quirdrgico
aleatorizado | nte sanos mg via oral, 1 |y pacientes tuvo una reduccion

con comprimido con significativamente
periodontitis | diario por 3 periodontitis | mayor en la
sometidos a | meses. sometidos a | profundidad de
cirugia tratamiento sondaje, 2 meses
periodontal. periodontal después del

quirdrgico en | tratamiento en
presencia o comparacion con el

no del tratamiento quirdrgico
tratamiento sin NAC.

con NAC

(n=10y 10).

De toda la literatura incluida en la revision, solo se encontré6 un estudio
realizado en humanos y corresponde a un ensayo clinico aleatorizado controlado
de grupos paralelos, realizado por Alkadasi y cols. el 2017. En dicho articulo, se
utilizé NAC como coadyuvante posterior al tratamiento periodontal quirtrgico de 10
pacientes con periodontitis, a los cuales se les indicé tomar 1 capsula de 600 mg,
una vez al dia por 3 meses posterior a la cirugia y se comparo con 10 pacientes que
fueron sometidos a tratamiento quirdrgico sin tratamiento coadyuvante y con 10
pacientes periodontalmente sanos. En cuanto a los resultados, se encontré que el
tratamiento con NAC redujo significativamente la profundidad de sondaje a los 2
meses de tratamiento quirdrgico, sin embargo, a los 6 meses no se encontrd
diferencia significativa. Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas al
evaluar la pérdida de insercion clinica, indice gingival e indice de placa, ni tampoco
en los niveles del ligando soluble de RANK (SRANKL) de muestras de fluido gingival
crevicular analizados mediante ELISA entre los grupos tratados con NAC y los otros

grupos. (Alkadasi y cols. 2017)
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7.5 Andlisis de riesgo de sesgo

En cuanto a los estudios experimentales en animales, el analisis de riesgo
de sesgo fue llevado a cabo mediante la herramienta SYRCLE (Hooijmans y cols.,
2014). En el item 1 (aleatorizacion), cinco estudios se clasificaron como “poco
claros” porque mencionan que se realiza una asignacion aleatoria pero no describen
el mecanismo utilizado (Shiy cols. 2021; Zhany cols. 2021; Alamy cols. 2014; Toker
y cols. 2012; Toker y cols. 2009), mientras que uno obtuvo un “No” ya que no
informaron nada al respecto (Qiu, y cols. 2021). En el segundo item (agrupacién de
los animales), la mayoria de los estudios obtuvo un “Si” a excepcion de uno, en el
gue no todos los grupos tienen la misma cantidad de animales, el cual fue clasificado
como “No” (Toker y cols. 2009). Al evaluar el item 3 (asignacién a grupos), todos los
estudios fueron “poco claros” en vista de que ninguno informé sobre algin método
de ocultamiento de la asignacién a los grupos. En el cuarto item (mecanismo de
aleatorizacion), todos los estudios obtuvieron un “Si” ya que, a pesar de no
mencionar el mecanismo de aleatorizacion en el alojamiento de los animales, es
poco probable que esto afecte los resultados y se espera que reaccionen de igual
forma debido a que usaron el mismo modelo animal en los grupos control e
intervencién. En los items 5, 6 y 7 (cegado del grupo de investigacion), todos los
estudios fueron clasificados como “poco claros” dado que ninguno dio informacion
sobre el cegamiento del investigador durante las intervenciones, seleccion del
animal ni evaluacion de resultados. En el octavo item (abordaje de datos
incompletos), 4 estudios obtuvieron “Si” y 2 “Poco claros”. En cuanto a estos ultimos,
uno no inform6é en forma explicita si ocurrieron pérdidas pese a advertir que
descartaron los animales que perdieron la ligadura (Zhan y cols. 2021), mientras
que el otro reportd desalojo de ligadura de una de las ratas tratadas con NAC, la
cual fue restablecida inmediatamente y considerada en los resultados, lo que se
asocia a falla técnica con poca claridad sobre su influencia en los resultados (Toker
y cols. 2009). En cuanto al item 9 (informe selectivo de datos), todos los estudios
fueron evaluados con un “Si” en razén de que informaron todos los resultados

obtenidos. Finalmente, en el dltimo item (otros riesgos de sesgo) casi todos los
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estudios estuvieron libres de otros sesgos, a excepcion de uno que fue marcado
como “poco claro” en virtud de que uno de sus controles, control sano, utilizé
molares de sectores no sometidos a ligadura de las ratas con ligadura sin
tratamiento con NAC, pudiendo llevar a errores en la unidad de analisis por
migracion de patdégenos periodontales al sitio no ligado (Zhan y cols. 2021). En
términos generales, los estudios se marcaron mayoritariamente como “poco claros”.
(Tabla N°5)
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Tabla N°5: SYRCLE: Evaluacion de riesgo de sesgo de estudios experimentales en animales.

ITEM

1. ;Se generd y aplicé adecuadamente la secuencia de asignacién? No Poco Poco Poco Poco Poco
claro claro claro claro claro

*¢Los investigadores describieron un componente aleatorio en el proceso de

generacion de secuencias? Ejemplos: No Poco Poco Poco Poco Poco

- Hacer referencia a una tabla de numeros aleatorios claro claro claro claro claro

- Uso de un generador de nimeros aleatorios por computadora

2. ¢Fueron los grupos similares al inicio del estudio o fueron ajustados por Si Si Si Si Si No

factores de confusion en el analisis?

*¢ La distribucion de las caracteristicas basales relevantes fue equilibrada para los Si Si Si Si Si No

grupos de intervencion y control?

*Si es relevante, ¢los investigadores ajustaron adecuadamente la distribucién Si Si Si Si Si No

desigual de algunas caracteristicas basales relevantes en el analisis?

*¢ Fue adecuado el momento de la induccion de la enfermedad? Si Si Si Si Si Si
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3. ¢ Se oculté adecuadamente la asignacion a los diferentes grupos? Poco Poco Poco Poco Poco Poco
claro claro claro claro claro claro

*¢ Podria el investigador que asigna los animales al grupo de intervencion o de

control no prever la asignacion debido a uno de los siguientes métodos o métodos Poco Poco Poco Poco Poco Poco

equivalentes? claro claro claro claro claro claro

- Codificacion de terceros de la asignacion de grupos experimentales y de control.

- Aleatorizacion central por un tercero

- Sobres cerrados, opacos y numerados secuencialmente.

4. ¢Los animales fueron alojados al azar durante el experimento? Si Si Si Si Si Si

*¢Los autores colocaron aleatoriamente las jaulas o los animales dentro de la Poco Poco Poco Poco Poco Poco

sala/instalacion de animales? claro claro claro claro claro claro

*¢Es poco probable que el resultado o la medicién del resultado hayan sido

influenciados por no alojar aleatoriamente a los animales? Si Si Si Si Si Si

5. ¢ Estaban los cuidadores y/o investigadores cegados del conocimiento de Poco Poco Poco Poco Poco Poco

gué intervencion recibié cada animal durante el experimento? claro claro claro claro claro claro

*; Se asegurd el cegamiento de los cuidadores y los investigadores, y era poco Poco Poco Poco Poco Poco Poco

probable que se hubiera roto el cegamiento? claro claro claro claro claro claro

6. ¢ Se seleccionaron animales al azar para la evaluacién de los resultados? Poco Poco Poco Poco Poco Poco
claro claro claro claro claro claro

*;Los investigadores eligieron al azar a un animal durante la evaluacion de Poco Poco Poco Poco Poco Poco

resultados, o utilizaron un componente aleatorio en la generacion de la secuencia claro claro claro claro claro claro

para la evaluacion de resultados?
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7. ¢El evaluador de resultados fue cegado? Poco Poco Poco Poco Poco Poco
claro claro claro claro claro claro
*¢ Se garantizo el cegamiento del evaluador de resultados, y era poco probable que Poco Poco Poco Poco Poco Poco
el cegamiento pudiera haberse roto? claro claro claro claro claro claro
*¢ No se cego al evaluador de resultados, pero los autores de la revisién consideran Si Si Si Si Si Si
gue es poco probable que el resultado se vea influido por la falta de cegamiento?
8. ¢ Se abordaron adecuadamente los datos de resultados incompletos? Si Si Poco Si Si Poco
claro claro
*¢ Se incluyeron todos los animales en el analisis? Si Si Poco Si Si Si
claro
*¢Es poco probable que las razones de la falta de datos de resultado estén Si Si Si Si Si Poco
relacionadas con el resultado verdadero? (por ejemplo, fallo técnico) claro
*¢ Los datos de resultados faltantes estan equilibrados en nimeros entre los grupos Si Si Poco Si Si Poco
de intervencidn, con razones similares para la falta de datos entre los grupos? claro claro
*¢ Se imputan los datos de resultados faltantes usando métodos apropiados? Si Si Poco Si Si Poco
claro claro
9. ¢Los informes del estudio estan libres de informes selectivos de Si Si Si Si Si Si
resultados?
*¢ Estaba disponible el protocolo del estudio y se informaron todos los resultados Si Si Si Si Si Si
primarios y secundarios preespecificados del estudio en el manuscrito actual?
*¢No estaba disponible el protocolo del estudio, pero estaba claro que el informe Si Si Si Si Si Si

publicado incluia todos los resultados esperados (es decir, comparacion de
métodos y seccién de resultados)?
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10. ¢ Estaba el estudio aparentemente libre de otros problemas que pudieran
resultar en un alto riesgo de sesgo?

*¢ El estudio estuvo libre de contaminacién (combinacion de medicamentos)?

*¢ Estuvo el estudio libre de la influencia inapropiada de los financiadores?

*¢ El estudio estuvo libre de errores en la unidad de analisis?

*¢ Estuvieron ausentes los riesgos de sesgo especificos del disefio?

*¢ Se agregaron nuevos animales a los grupos de control y experimentales para
reemplazar los abandonos de la poblacion original?

Si

Si

Si

Si

Si

No

Si

Si

Si

Si

Si

No

Poco
claro
Si
Si
Poco
claro
Si

No

Si

Si

Si

Si

Si

No

Si

Si

Si

Si

Si

No

Si

Si

Si

Si

Si

No
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Se evalud el riesgo de sesgo del estudio clinico mediante la herramienta
RoB2 (Higgins y cols. 2022; Sterne y cols. 2019). De todos los dominios evaluados,
el de “riesgo de sesgo debido a desviaciones de las intervenciones previstas” fue el
anico catalogado con “algunas preocupaciones”. La razén radica en que el estudio
no fue placebo controlado, lo que pudo afectar el cegamiento de los pacientes,
dando paso a descubrir a qué grupo pertenecen en funcion a si recibieron o no un
farmaco, lo cual pudo condicionar sus habitos como el nivel de higiene oral, dieta,
entre otros. Al parecer, esto no alterd los resultados, puesto a que los niveles de
higiene oral se mantuvieron similares entre los grupos al final de la intervencion. El
resto de los dominios fue catalogado como “Bajo riesgo” por lo que el estudio fue
catalogado con “algunas preocupaciones”. Cabe destacar que el analisis del
segundo dominio se ejecuté segun intencion a tratar, en vista a que no presento
pérdida de pacientes, logrando un 100% de seguimiento, por lo tanto, no hubo
necesidad de realizar compensaciones estadisticas para subsanar pérdidas
(Alkadasi y cols. 2017). (Tabla N°4)



Tabla N°4: Risk of Bias 2: Evaluacién de riesgo de sesgo de ensayos clinicos randomizados seleccionados

Proceso de
randomizacion

Desviaciones

de las
intervenciones
previstas

Pérdida de datos
en el outcome

Medida del | Seleccion de | Evaluacién general
outcome resultados
reportados

Alkadasi,
2017

“Bajo Riesgo”

“Algunas preocupaciones”

“Alto riesgo

41



42

8. DISCUSION

Este estudio corresponde a una revision sistematica de la literatura que tiene
por objetivo determinar el papel del antioxidante NAC en el tratamiento de la
enfermedad periodontal. En ella se consideraron estudios en humanos, animales y
evidencia in vitro en donde se aprecio el uso de dicho antioxidante en enfermedad
periodontal en pacientes humanos, periodontitis experimental en animales y sobre
patégenos periodontales y/o sus productos metabdlicos ya sea directamente o
sobre células periodontales o similares. Considerar todos estos niveles de evidencia
se fundamenta en buscar la mayor cantidad de literatura disponible y poder discutir
dichos resultados con mayor profundidad, entendiendo las limitaciones de cada

estudio.

8.1 NAC produjo una reduccién de EROs, de marcador de dafio oxidativo y

restaurd el dafio mitocondrial en modelos in vitro e in vivo.

En primer lugar, varios estudios encontraron que el tratamiento con NAC
redujo los niveles de EROs en modelos in vitro. Algunos de estos estudios,
encontraron que NAC logré reducir la produccién de EROs inducidos por P.
gingivalis 0 su LPS en modelos de macréfagos murinos (Cai y cols., 2022),
fibroblastos gingivales humanos (Bullon y cols., 2015) y células epiteliales gingivales
(Wang y cols., 2014). En dos articulos diferentes se observd que NAC redujo las
EROs en queratinocitos orales inducidas por F. nucleatum (Alamy cols., 2014; Shin
y cols. 2013). También, el tratamiento con NAC logro reducir las EROs inducidas
por A. actinomycetemcomitans en macrofagos murinos (Okinaga y cols., 2015).
Finalmente, un articulo utilizé neutrofilos de sangre periférica en donde el
tratamiento con NAC logré reducir las EROs inducidas por la infeccion, por
separado, con S. gordonii, C. rectus, F. nucleatum subsp. polymorphum y S. noxia
(Hirschfeld y cols., 2017). Sin embargo, una reduccion de las EROs a nivel
periodontal no es suficiente, ya que el real problema en la periodontitis es el estrés

oxidativo. En ese sentido, el tratamiento con NAC en ratas con periodontitis
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mediante ligadura redujo la expresién génica de 8-hidroxiguanosina (8-OHdG), un
marcador de dafio por estrés oxidativo (Shiy cols., 2021). Este ultimo hallazgo es
de suma importancia ya que 8-OHdG ha sido estudiado como un importante
biomarcador de enfermedad periodontal, el cual podria ser Gtil en el diagnostico y
en la evaluacion de la efectividad del tratamiento periodontal (Chen, My cols. 2019b;
Paredes-Sanchez y cols. 2018). Otros biomarcadores del estrés oxidativo
estudiados en pacientes con periodontitis, son la capacidad antioxidante total,
malondialdehido y oxido nitrico (Liu y cols., 2014). Considerando estos
antecedentes, seria de gran interés evaluar el efecto del tratamiento de NAC como
coadyuvante en el tratamiento de la periodontitis y su efecto sobre biomarcadores
de estrés oxidativo en ensayos clinicos.

El estrés oxidativo puede inducir dafio mitocondrial. Las mitocondrias son
organelos encargados de la produccion energética celular y unas de las principales
fuentes de EROs, al producirlas como subproducto durante la respiracién celular
(Govindaraj y cols. 2011). Cuando el aumento de EROs no es contrarrestado por la
maquinaria antioxidante endégena, provocando estrés oxidativo, estas moléculas
son capaces de provocar dafio mitocondrial llevando incluso a apoptosis 0 necrosis
celular (Canakgi y cols., 2006). Un estudio encontré que NAC restauré parcialmente
la inhibicién del potencial de membrana mitocondrial provocada por &cido butirico
en células T (Kurita-Ochiai & Ochiai, 2010). En otra publicacion, el antioxidante
disminuy6 el porcentaje de muerte celular y la generacion mitocondrial de las EROs,
lo que mejord la funcionalidad de las mitocondrias de fibroblastos gingivales
humanos tratados con el LPS de P. gingivalis, restaurando la tasa de consumo de
oxigeno (OCR) y la capacidad respiratoria sobrante (CRS). Durante en ensayo
OCR, se evalua el consumo de oxigeno en el tiempo a medida que la muestra es
expuesta a diferentes moduladores de la cadena transportadora de electrones,
mientras que la CRS, es un indicador obtenido a partir de la OCR, que informa qué
tan cerca esta operando una célula de su limite bioenergético. Ademas, el mismo
estudio demostr6 que NAC mejord la biogénesis mitocondrial, niveles de ATP vy
masa mitocondrial (Bullon y cols., 2015). En estudios en animales con periodontitis

inducida por ligadura, NAC disminuy0 los niveles de ARNm de p-Drpl (Shiy cols.,
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2021). Drp-1 es un regulador de la fision mitocondrial y al fosforilarse es capaz de
inducir un aumento de la fision mitocondrial, evento que se ha relacionado con
aumentos en la generacion de EROs (Yang y cols., 2020) y estudios recientes han
destacado su rol en enfermedades neurodegenerativas (Oliver & Reddy, 2019), sin
embargo, su rol en enfermedad periodontal ha sido poco estudiado. Estos
resultados sugieren que el antioxidante es capaz de contrarrestar los efectos del
estrés oxidativo en el dafio mitocondrial, lo cual corresponde a uno de los
mecanismos directos del dafio oxidativo (Mefiaca-Guerrero y cols., 2020; Liu y cols.,
2017).

8.2 NAC disminuy6 los niveles de ARNm vy proteicos de mediadores
proinflamatorios e inflamasoma en estudios in vitro e in vivo y promovio la

resoluciéon de la inflamacién en estudio in vitro.

Una serie de estudios in vitro demostré que el tratamiento con el antioxidante
logro reducir la expresion génica y proteica de las citoquinas TNF-a, IL-1, IL-1pB, IL-
6, IL-8, IL-24 inducidas por diferentes bacterias periodontales y sus productos (Cai
y cols., 2022; Ko y cols., 2019; Okinaga y cols., 2015; Wang y cols. 2015; Wang y
cols., 2014; Shin y cols., 2013; Kim y cols., 2007; Kido y cols. 2003). En esta misma
linea, un estudio in vivo encontrd que el pretratamiento con NAC logré reducir los
niveles de ARNm de TNFa, IL-1p3, IL-6 y NLRP3 a nivel gingival en ratas sometidas
a ligadura (Shiy cols. 2021).

Un paso muy importante en la enfermedad periodontal se relaciona con el
reconocimiento de los patrones asociados a dafio molecular (PAMPS) a través de
los receptores tipo toll (TLR). El aumento de la produccién de LPS bacterianos
periodontales es detectada por TLR2 y 4 en queratinocitos orales, fibroblastos y
monocitos a través del factor nuclear k3 (NF-kB) y la proteina quinasa activada por
mitégeno p38 vias de sefalizacion que conducen a un aumento de citoquinas pro-
inflamatorias (Luong y cols., 2021). Por otro lado, se ha visto que un aumento de
EROs contribuye a la activacién de NF-kf3, iniciando una cascada de sefalizacion

gue regula respuestas pro-inflamatorias (Mefaca-Guerrero y cols., 2020). Esto



45

podria explicar que la disminucién de las EROs con el tratamiento con NAC haya
inhibido la activacién de NF-kp inducida por el LPS de P. gingivalis en neutrofilos,
junto con la inhibicién de calprotectina, una proteina antibacteriana encontrada en
sacos periodontales (Kido y cols. 2003). Al revisar en la literatura, un estudio
encontré que NAC logré disminuir la secrecion de IL-1B y TNFa a través de la
inhibicion de NF-k en fibroblastos de ligamento periodontal estimulados con LPS
de E. coli (Zheng y cols., 2019), el cual no fue elegido para revision, pero seria
interesante evaluar este efecto mediante la estimulacion con periodontopatdégenos.

Sin embargo, es necesario destacar que la activacion de los TLR también
provoca un aumento en la produccion de defensinas, péptidos antimicrobianos que
contribuyen a la respuesta inmune, y en enfermedad periodontal se ha visto un
aumento de beta defensina humana 1y 2 (HBD 2 y HBD3) (Michea y cols., 2016).
Uno de los estudios seleccionados, encontré que la reducciéon de EROs mediante
NAC inhibié la activacion de TLR2 por F. nucleatum en células indicadoras
CHO/CD14/TLR2 y a nivel en queratinocitos orales infectados con la misma
bacteria, redujo los niveles de ARNm de HBD-2, HBD-3 e IL-8 (Shin y cols. 2013).
La razén de estos resultados se relaciona con que las EROs se producen en
respuesta a la estimulacion de TLR, y la sefializacién a través de los TLR también
depende de EROs (Matsuzawa y cols. 2005). Por lo tanto, es importante considerar
gue las EROs presentan roles fisioldgicos y es necesario buscar formas de utilizar
NAC sin alterar las respuestas defensivas.

También se ha encontrado que la reduccion de EROs mediante NAC podria
alterar la produccion de citoquinas inflamatorias via MAPK/JNK/c-Jun. Se observo
que la disminucién de EROs mediante NAC inhibié la activacién de MAPK activada
inducida por T. forsythia en queratinocitos orales, lo cual redujo la produccion de IL-
6 lo que, a su vez, redujo la expresion de IL-24 (Ko y cols., 2019). Otro estudio
también encontro relacion con MAPK, en el cual usaron células epiteliales gingivales
infectadas con P. gingivalis, en donde la reduccion de EROs mediante NAC atenuo
la fosforilacibn de JACK2, y al evaluar aguas arriba, el tratamiento con el
antioxidante logro reducir la fosforilacion de la quinasa N-terminal c-Jun (JNK), una

quinasa miembro de la familia MAPK, asi como también logro reducir la fosforilacion
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de c-Jun, un sustrato nuclear de JNK. Por ultimo, demostraron que c-Jun esta
relacionada con la produccion de IL-1 e IL-6, por lo tanto, demostraron que la
reduccion de EROs mediante NAC logro reducir los niveles de IL-1 e IL-6 al interferir
en la via INK-c-Jun (Wang y cols., 2014).

También se ha visto implicada la activacion del inflamasoma en la
periodontitis. En un estudio se encontré que el tratamiento con NAC logro reducir la
expresion génica de NLRP3, una proteina esencial del inflamasoma, en ratas
sometidas a ligadura (Shi y cols., 2021). En la enfermedad periodontal, la activacion
del inflamasoma mediante EROs se ha relacionado con un aumento de IL-13 e IL-
18 (Liu y cols., 2017; Bostanci y cols., 2009), lo cual podria explicar que la
disminucién de EROs mediante NAC reduzca los niveles de IL-1B encontrado en
estudios seleccionados en la revision (Okinaga y cols., 2015; Wang y cols. 2015;
Shiy cols., 2021).

Por altimo, NAC podria estar implicado en la resolucion de la inflamacion
periodontal. La eferocitosis (0 remocién de células apoptéticas) de células
polimorfonucleadas por macrofagos es un proceso que se ha relacionado con
resolucién de la inflamacién, debido a que conduce a la reprogramacién de los
macrofagos del fenotipo M1 al M2, regula a la baja la produccién de citoquinas
proinflamatorias y aumenta la liberacién de mediadores pro-resolucion para prevenir
la exacerbacion de la inflamacion (Van Dyke & Sima, 2020; Nagata, 2018; Ortega-
Gomez y cols., 2013). Uno de los articulos seleccionados demostré que NAC logré
promover la eferocitosis de PMN apoptéticos por macréfagos murinos, lo cual fue
confirmado al estudiar que NAC provocé una disminucién de RhoA, un regulador de
la eferocitosis, disminuy6 el incremento de la proporcion de macréfagos M1/M2,
aumentando la cantidad de M2, y redujo significativamente los niveles de TNF-a
inducidos por el LPS de P. gingivalis (Cai y cols., 2022). Este estudio abre la
posibilidad de que NAC podria promover la resolucion de la inflamacion durante la
enfermedad periodontal, sin embargo, es necesario evaluar dicho efecto en

modelos de periodontitis experimental en animales y en ensayos clinicos.
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8.3 NAC disminuyo la muerte celular en estudios in vitro e in vivo.

Varios estudios destacan el efecto protector de NAC en la disminucion de la
muerte celular y de mediadores apoptéticos inducidos por bacterias periodontales y
sus productos. El tratamiento con NAC logré reducir la apoptosis de células
periodontales en ratas con periodontitis inducida por ligadura (Shiy cols., 2021). A
nivel de estudios in vitro, el antioxidante NAC redujo la muerte celular e inhibio la
liberacion de dos patrones asociados a DAMPs: HMGBL e histona H1, inducida por
butirato y propionato en cultivos celulares de epitelio oral humano (Fujiwara y cols.,
2021). Por otro lado, en células T tratadas con acido butirico, NAC disminuyo el
dafio mitocondrial, incrementd los niveles de proteinas antiapoptoticas Bcl-2 y Bcl-
xl, redujo la expresion de proteinas apoptoticas Bax, Bad, citocromo ¢, AlF y Smac,
redujo la actividad de caspasa 4 y 10 y anul6 la acumulacién de GRP-78 y
CHOP/GADD153, mediadores de que participan en la apoptosis inducida por el
estrés del reticulo endoplasmico (Kurita-Ochiai & Ochiai, 2010). Literatura reciente
ha demostrado que los acidos grasos de cadena corta, en especifico butirato y
propionato, participan en la induccion de apoptosis de fibroblastos gingivales y
destruccion periodontal (Magrin y cols., 2020). En este sentido, el tratamiento con
NAC disminuyé la apoptosis celular en fibroblastos de ligamento periodontal
humano inducidos por el LPS de P. gingivalis, aumento los niveles de expresion
génica y proteica de Bcl-2 y disminuy6 los de Bax y caspasa 3, lo cual pudo
aumentar los niveles de periostina, una proteina de adhesion celular involucrada en
homeostasis de los tejidos periodontales. (Jiang y cols., 2022).

Se ha descrito que las EROs pueden causar dafio tisular indirecto al activar
JNK, lo cual puede llevar a apoptosis celular. Se ha demostrado que la activacion
de JNK inducida por EROs ocurre a través de la quinasa reguladora de la sefial de
apoptosis 1 (ASK-1), la cual fosforila a JNK la que, a su vez, activa sefializaciones
apoptoticas (Mefiaca-Guerrero y cols. 2021; Chambers y cols., 2011). JNK puede
estimular la liberacion de citocromo ¢ desde la membrana mitocondrial interna a

través de Bid-Bax, promoviendo la formacién del apoptosoma. Ademas, JNK puede
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promover la liberacion de Smac/Diablo (Smac) al inactivar el complejo inhibidor
TRAF2/IAP1 para iniciar la activacion de caspasas (Mefiaca-Guerrero y cols. 2021).
Considerando que la reduccién de EROs provocadas por NAC logré reducir la
fosforilacion de JNK (Wang y cols., 2014) y que NAC logro reducir la produccion de
mediadores apoptoéticos Bax, caspasas 4 y 10, citocromo C (Jiang y cols., 2022;
Kurita-Ochiai & Ochiai, 2010), se concluye que NAC podria proteger del dafio tisular
indirecto del aumento de EROs en la apoptosis celular, lo cual explicaria la menor
apoptosis encontrada en el estudio in vivo de Shi y cols. del afio 2021.

Finalmente, y no menos importante, también se encontraron datos
controversiales. La via JNK tiene un papel antiapoptético en respuesta a invasion
bacteriana (Liu y cols. 2017). Uno de los articulos seleccionados informé que la
activacion de JNK inducida por EROs generadas por P. gingivales en células
epiteliales gingivales, podria inducir la expresion de los genes de respuesta
antioxidante catalasa (Cat), superéxido dismutasa 2 (Sod2) y peroxiredoxin 3, asi
como la reduccién de Bcl-6 gen anti-apoptosis, a través de la activacion de forkhead
box-O1 (FoxO1), un protector frente a estrés oxidativo, efectos que se pierden con
el pretratamiento con NAC (Wang y cols., 2015). Por otro lado, el pretratamiento con
NAC no afectd la citotoxicidad inducida por S. gordonii en fibroblastos de ligamento
periodontal (Park y cols. 2021). En este sentido, se necesitan mas estudios para

evaluar el rol de NAC en la apoptosis celular, variando del estimulo apoptotico.

8.4 NAC provoco una reduccion de la actividad osteoclastica, aumento la
actividad osteoblastica y redujo la pérdida 6sea alveolar en estudios in vivo y

su relacion con ensayo clinico.

Todos los ensayos in vivo reportaron que NAC logré reducir la pérdida 6sea
alveolar (Qiu, y cols. 2021; Shiy cols. 2021; Zhan y cols. 2021; Alam y cols. 2014;
Toker y cols. 2012; Toker y cols. 2009). Al evaluar la actividad osteoclastica, uno de
estos estudios no encontro efectos con el uso de NAC 7-70 mg/kg/dia (Tokery cols.,
2009). Sin embargo, otros estudios usaron dosis mas altas de NAC: 70-150

mg/kg/dia, lo cual si tuvo efectos reduciendo la actividad osteoclastica y
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aumentando la actividad osteoblastica (Shiy cols. 2021; Zhang y cols. 2021; Toker
y cols., 2012).

Dichos resultados se pueden explicar por el efecto de EROs sobre la
osteoclastogénesis. Se ha demostrado que las EROs actian como moléculas de
sefalizacion intracelular durante el proceso de osteoclastogénesis. La pérdida 6ésea
alveolar y la reabsorcion 6sea es un proceso mediado por osteoclastos, y para que
la osteoclastogénesis ocurra, el ligando del receptor activador de NF-k (RANKL)
se debe unir a su receptor (RANK) en los macréfagos de la médula 6sea, lo que los
lleva a diferenciarse en osteoclastos mediante la via NF-k3 (Kanzaki y cols., 2017).
Se ha visto que, cuando las EROs intracelulares se eliminaron durante la
osteoclastogénesis, se anuld la activacion de NF-kp inducida por RANKL (Nikhil y
cols., 2015). También existe evidencia que NAC podria actuar a nivel de
osteoblasto, en donde NAC inhibié la produccién de IL-6, citoquina con efectos
inductores de la actividad osteoclastica, a través de la via NF-kf3 en osteoblastos
tratados con LPS de E. coli (Guo y cols., 2018). Finalmente, es necesario destacar
un articulo en donde NAC atenud la ostedlisis inflamatoria inducida por LPS, debido
a que la reduccién de EROs disminuyé la osteoclastogénesis y estimulé la
osteogénesis, sin embargo, no se especifica el origen del LPS (Yan y cols., 2020).
Sumando toda esta informacion, el efecto de NAC sobre la reabsorcion 6sea pudo
ser provocado por su efecto inhibidor de las EROs, lo cual inhibié NF-k@, lo cual
inhibi6 la osteoclastogénesis e indujo osteogénesis. Sin embargo, se necesitan mas
estudios para determinar este efecto en bacterias involucradas en la periodontitis.

En cuanto a los resultados del Unico estudio clinico encontrado al respecto
de la temética de esta revision, el tratamiento con NAC 600 mg/dia logré reducir la
profundidad de sondaje (PS) en pacientes sometidos a tratamiento periodontal
quirargico (Alkadasi y cols. 2017). En la actual clasificacion de enfermedades
periodontales y periimplantares de la Asociacion Americana de Periodoncia y la
Federacion Europea de Periodoncia, la PS es uno de los parametros usados para
determinar el estadio de la periodontitis, especificamente como uno de los factores
relacionado con la complejidad de tratamiento (Tonetti y cols. 2018). En este

sentido, la PS es considerada como un factor local en el pronostico de las
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enfermedades periodontales, ya que se ha descrito que una PS superior a 5 mm
esta asociada a una mayor dificultad para mantener saludable, con un incremento
en niveles de biofilm residual y microbiolégicamente se asocian a bacterias
periodontales mas virulentas (Kwok, V., & Caton, J. 2007). Considerando estos
antecedentes, el uso de NAC podria tener un potencial rol en la disminucion de la
inflamacion periodontal, 1o cual pudo contribuir a un descenso en la PS. Sin
embargo, pese a sus resultados favorables, en el mismo estudio NAC no logro tener
efecto en la pérdida de insercion clinica, indice gingival e indice de placa, nitampoco
en los niveles de sSRANKL de muestras de fluido gingival crevicular (Alkadasi y cols.
2017). Esto contrasta con los resultados de los ensayos in vitro, en donde si hubo
efectos positivos con NAC en la pérdida ésea alveolar y la osteoclastogénesis.
Una de las posibles razones de las diferencias entre los resultados de los
estudios in vivo y el ensayo clinico podria ser la dosis utilizada de NAC en este
altimo, la cual se fundament6 en el uso de dicho antioxidante en pacientes con
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC): 600 mg/dia por 3 meses,
considerada como la dosis estandar (Millea 2009; Sadowska y cols., 2007). Al
revisar la literatura actualizada disponible, se ha reportado que NAC ha sido
probado en dosis mayores. Dos ensayos clinicos randomizados doble ciego y
placebo controlados, utilizaron dosis de 1200 mg/dia por 1 afio para el tratamiento
del EPOC, y en ambos los efectos adversos fueron similares entre grupos placebo
y tratamiento, encontrando perfiles de seguridad similares al uso estadndar de NAC
(Zheng y cols. 2014; Tse y cols. 2013). En una revision sistematica sobre el uso de
NAC en enfermedades respiratorias crénicas, encontraron estudios en donde
usaron dosis de hasta 3000 mg/dia por 4 semanas via oral, con un perfil de
seguridad similar a la dosis estandar y con efectos adversos leves como mal sabor
de boca, acidez estomacal, ndauseas y flatulencia, sin embargo destacan la falta de
estudios clinicos para evaluar efectos a largo plazo junto con la necesidad de
estudios con mayor numero de pacientes (Calverley y cols. 2021). Otro uso de NAC
en altas dosis es en el caso de intoxicacion por paracetamol, en donde se han
recomendado diferentes esquemas, uno de los cuales es via oral y consiste en una

dosis inicial de 140 mg/kg y luego dosis de 70 mg/kg cada 4 horas, durante 17 dosis
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adicionales, o hasta lograr un total de 1.330 mg/kg a lo largo de 72 h de tratamiento
o hasta que la dosis de paracetamol en plasma sea indetectable (Koppen y cols.
2014; Waring 2012). Con base en dichos antecedentes, seria interesante investigar
el uso de NAC en pacientes con enfermedad periodontal con dosis mayores a la
estandar.

Uno de los estudios seleccionados realizados en animales propone una
alternativa interesante a considerar en futuros ensayos clinicos: incorporar
nanotecnologia. En él, se compar6 el efecto entre 2 mg/ml NAC versus 2 mg/mi
nanoparticulas de NAC sensibles a EROs mediante inyeccion palatina cercana a
los sitios sometidos a ligadura en ratas, encontrando que dichas nanoparticulas
presentaron mejor desempefio en la disminucién de la pérdida 6sea alveolar, mayor
disminucién en la actividad osteoclastica y mejor reparacion. Sin embargo, en dicho
estudio compararon la generacion de EROs intracelular y apoptosis celular con
ambas presentaciones en fibroblastos de ligamento periodontal humano tratadas
con un LPS (no explicitan de qué bacteria proviene), y observaron que las
nanoparticulas presentaron peor desempefio en la disminucion de EROs, pero
menores niveles de apoptosis versus el NAC en forma libre (Qiu y cols., 2021). Esta
aparente contradiccion se produce ya que el objetivo de la terapia antioxidante es
la reduccion del estrés oxidativo y no solo una disminucion en la generacion de
EROs. Existe evidencia de que el uso de nanoparticulas con caracteristicas
antioxidantes tiene ventajas como prolongar el tiempo de permanencia del
antioxidante en el lugar, utilizar dosis menores de antioxidante e interferir en menor
medida en el rol fisioldgicos de las EROs, ya que tienen una tendencia a reaccionar
en forma extracelular, liberando el farmaco en dosis controladas segun variaciones
de EROs (Vong y cols., 2015; Pua y cols., 2013). A esto se suma la posibilidad de
inyectar directamente el antioxidante en sitios con mayor inflamacion. En un estudio
se utilizé un gel inyectable que permite la liberacion de radicales de nitréxido en
ratas con periodontitis mediante inoculacion con P. gingivalis, y encontraron que el
producto contrarresté la pérdida ésea alveolar, disminuy6 la diferenciacion de
osteoclastos, redujo la induccidn de citoquinas proinflamatorias y restauro el flujo

sanguineo (Saita y cols., 2016). En conclusion, seria interesante observar el uso de
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las nanoparticulas de NAC sensibles a EROs descritas en el estudio de Qiu como

coadyuvante en el tratamiento periodontal en ensayos clinicos humanos.

8.5 Efecto antibacteriano e inhibidor de la invasién bacteriana de NAC

Uno de los estudios encontrd que NAC logro inhibir el crecimiento bacteriano
e interferir en la formacion de biofilms de P. intermedia (Moon y col. 2015). Existe
evidencia in vitro que se ha probado el uso de NAC como agente antibacteriano
(Goswami & Jawali, 2010), y que frente a bacterias relacionadas con enfermedad
de caries y patologia endodéntica ha presentado efectos antibacterianos y
antibiofilm (Bhasin y cols., 2019; Moon y cols., 2016). Por otro lado, también se
observd que NAC interferiria en la invasién bacteriana de F. nucleatum en
gueratinocitos gingivales humanos, lo cual fue confirmado al encontrar que el
antioxidante redujo la expresion de Racl activado, una GTPasa reguladora de la
dindmica del citoesqueleto (Alam y cols. 2014). Considerando esta informacion,
seria interesante evaluar estos efectos sobre bacterias relacionadas con
periodontitis, ademas de evaluar la relevancia del efecto antibacteriano y anti

invasor de NAC a nivel de estudios clinicos.

8.6 Uso de NAC en combinacion y versus otros compuestos

Varios estudios compararon NAC versus otros compuestos. A nivel in vitro,
NAC obtuvo un desempefio similar al antioxidante acido ascorbico en la disminucion
de liberacion de los DAMPs: HMGB1 e histona H1, en células de epitelio oral
humano tratadas con butirato y propionato (Fujiwara y cols., 2021). Sin embargo,
NAC mostro ser menos efectiva versus el antioxidante flavonoide baicalina, la cual
logro incrementar los niveles de IL-10, una citoquina antiinflamatoria, en macrofagos
murinos tratados con LPS de P. gingivalis (Cai y cols., 2022) y menos efectiva que
CoQ10 en la reduccion de EROs e indicadores de biogénesis mitocondrial en
fibroblastos gingivales tratados con LPS de P. gingivalis (Bullon y cols. 2015).

También, se compardé NAC con el uso conjunto de dos componentes del suero
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humano que presentan actividad anti-invasora de patdégenos periodontales:
albumina de suero humano (HSA) e inmunoglobulina G humana agrupada (phlgG).
NAC mostro mejores resultados versus HSA + phigG tanto en la perdida Osea
alveolar de ratas con periodontitis mediante inoculacion oral con P. gingivalisy T.
denticola, y una mayor reduccion de Racl en queratinocitos gingivales infectados
con F. nucleatum (Alam, y cols., 2014). En otra publicacion, se comparéo NAC con
Mdivi-1, un inhibidor de un importante regulador de la fision mitocondrial: la proteina
1 relacionada con la dinamina (Drp-1). En dicho articulo, Mdivi-1 present6 mejor
efecto protector en la pérdida 6sea alveolar y mayor disminucion en la expresion de
8-OhdG (Shi y cols., 2021). En resumen, el uso de NAC podria ofrecer ciertas
ventajas en el tratamiento periodontal que otros compuestos no presentan.

Diversos estudios se han enfocado el uso en conjunto de NAC con otros
antioxidantes y farmacos. En estudios in vitro el uso combinado de NAC + 3-MA, un
inhibidor de la autofagia, logré disminuir la expresion de NLRP3 e IL-13 versus 3-
MA en macrofagos infectados con A. actinomycetemcomitans (Lee y cols., 2020).
Al combinarlo con algunos antibioticos, no se encontraron beneficios adicionales,
sobre P. intermedia en forma plancténica ni en biopelicula, interfiriendo en la eficacia
de casi todos los farmacos estudiados (Moon y cols., 2015). En otro articulo, el uso
combinado de NAC con dos haloaminas con propiedades antimicrobianas y
antiinflamatorias: cloramina de taurina (TauCl) y la bromamina de taurina (TauBr),
tampoco tuvo éxito ya que NAC afecté la estabilidad de TauBry el uso de NAC junto
a TauCl sobre neutrdfilos infectados con P. gingivalis no mostré un efecto aditivo en
la generacion de EROs (Walczewska y cols. 2013).

Considerando toda la informacion anterior, tal vez sea util buscar otros
compuestos con el fin de potenciar los resultados obtenidos con NAC. Al buscar en
la literatura, se encontré un estudio que combind NAC con clorhexidina y se
encontré6 que tenian un efecto sinérgico en la inhibicion del crecimiento de
Enterococcus faecalis, una bacteria implicada en la periodontitis apical
(Palaniswamy y cols., 2016). Seria interesante evaluar el efecto del uso en conjunto
de NAC vy clorhexidina como coadyuvantes en el tratamiento de pacientes con

periodontitis.
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8.7 NAC en larelacion periodontitis-diabetes

Existe una relacion bastante estudiada entre la enfermedad periodontal y la
diabetes. Esta relacion es bidireccional, en donde el control de una enfermedad
puede ayudar a mantener el control de la otra (Salhi & Reners, 2022, Bascones-
Martinez y cols., 2015). El tratamiento periodontal no quirdrgico en pacientes
diabéticos contribuye a la reduccion de los valores de hemoglobina glicosilada, un
importante indicador de control de la diabetes, y proteina C reactiva, un indicador
de inflamacion sistémica (Baeza y cols., 2020). Ambas enfermedades presentan
una actividad inmunoldgica pro-inflamatoria a través de la activaciéon de IL-17, IL-1,
TNF-a y NF-kB y vias de sefalizacion molecular comunes relacionadas con los
productos finales de la glicosilacion avanzada (AGES) y estrés oxidativo (Luong y
cols., 2021). Incluso, se ha encontrado que la evaluacion de los niveles de
biomarcadores de estrés oxidativo 8-OHdG y 4-HNE, AGEs y receptores AGEs
(RAGESs), podrian servir como marcadores de deteccidn de periodontitis de
pacientes con diabetes (Altingdz y cols., 2021).

Se han usado otros antioxidantes en enfermedad periodontal asociada a
diabetes. Varios estudios clinicos han probado la suplementacion con melatonina y
gel de aloe vera, los cuales han mostrado reducir la PS e incrementar el nivel de
insercion clinica de pacientes diabéticos con periodontitis (Anton y cols. 2021,
Bazyar y cols. 2019; Pradeep y cols., 2016). A nivel de estudios en animales con
periodontitis y diabetes experimental, se ha observado que la curcumina, polifenoles
y vitamina e han mostrado efectos positivos en la pérdida 6sea alveolar y
reducciones de marcadores de estrés oxidativo (Mohammad y cols., 2022;
Shadisvaaran y cols., 2021; Basu y cols., 2018; Hatipoglu y cols., 2016).

Entre los articulos seleccionados en la revision, existe evidencia in vitro e in
vivo sobre posibles beneficios del uso de NAC en este sentido. A nivel in vitro se
usaron osteoblastos en medio con alta concentracion de glucosa tratados con LPS
de P. gingivalis, y encontraron que el tratamiento con NAC disminuy6 la muerte

celular, asi como los niveles proteicos de RIP1, RIP3 y p-MLKL, proteinas
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relacionadas con vias de sefalizacion de necroptosis, e incrementé los niveles de
ATF4, un factor pro supervivencia que regula funciones progresién del ciclo celular,
necroptosis, diferenciacion de osteoblastos, metabolismo de glucosa entre otras,
inducidos por el LPS de la bacteria (Ou y cols. 2019). A nivel de estudios in vivo,
dos articulos usaron ratas con diabetes inducida por estreptozotocina y con
periodontitis inducida por ligadura, en donde NAC logré disminuir la pérdida 6sea
alveolar y la actividad osteoclastica y aumentar la actividad osteoblastica (Zhang y
cols. 2021; Toker y cols. 2012). Uno de estos estudios encontrd, ademas, que el
tratamiento con NAC mitigé la infiltracion de macréfagos CD68+ y redujo la
polarizacion hacia el fenotipo M1 de macréfagos en las lesiones periodontales de
los grupos diabéticos y no diabéticos (Zhang y cols. 2021). Considerando esta
evidencia, seria interesante evaluar los efectos de NAC en pacientes con
enfermedad periodontal y diabetes.

Existe evidencia de que el tratamiento con NAC podria proteger al periodonto
de los efectos de la diabetes en modelos animales. Un estudio encontré que el
tratamiento con NAC disminuye la produccion de sustancias reactivas del acido
tiobarbittrico (TBARS), un indicador de estrés oxidativo, inducidas por las AGEs en
ratas con diabetes mediante estreptozotocina (Schmidt y cols., 1998). Por otro lado,
se ha visto que el tratamiento con NAC en ratas KK-Ay con sindrome metabdlico
restaurd la expresion de 6xido nitrico sintasa a nivel de queratinocito oral, suprimio
la pérdida ésea alveolar y disminuyé las concentraciones plasmaticas de H>O2. Lo
curioso de este estudio es que las ratas no fueron sometidas a ningun tipo de
método de induccion de periodontitis y que los defectos periodontales estaban
ubicados en regiones no proximales y tenian formas esfenoides, lo cual podria estar
asociado a alteraciones en el metabolismo 0seo inducidas por la diabetes (Ohnishi
y cols., 2009). Dichos estudios no fueron seleccionados dentro de la revision ya que
no indujeron periodontitis, pero dan luces de que el tratamiento con NAC puede

proteger de los efectos periodontales inducidos por la diabetes.
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8.8 Propuesta de modelo de NAC en periodontitis

Reuniendo toda la informacién encontrada, se propone un modelo de como
podria actuar NAC sobre la enfermedad periodontal (Figura N°3). En primer lugar,
NAC logro reducir las EROs y los marcadores de estrés oxidativo, reduciendo el
dafio mitocondrial. Por otro lado, reduciria la produccion de mediadores pro-
apoptosis, incrementaria mediadores anti-apoptoticos e interferiria en vias
metabdlicas relacionadas con MAPK, reduciendo el nivel de apoptosis de células
periodontales. Ademas, reduciria la liberacion de citoquinas proinflamatorias al
inhibir vias metabdlicas relacionadas con MAPK, inflamasoma y NF-kB. Por ultimo,
interferiria en la actividad osteoclastica al inhibir la via NF-kf y aumentaria la
actividad osteoblastica, lo que llevaria a reduccion de la pérdida 6sea alveolar.
Finalmente, NAC por si mismo tendria un efecto bactericida. Es importante
considerar que gran parte de estas conclusiones fueron tomadas a partir de estudios
in vitro, por lo que se necesita mas investigacion en animales e investigacion clinica

para confirmar estos efectos.
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Figura N°3: Modelo propuesto del efecto de NAC sobre la periodontitis.

8.9 Heterogeneidad de los estudios

En el presente estudio, existe una gran heterogeneidad de los resultados
encontrados, por lo tanto, no se puede realizar un metaanalisis, porque solo
contamos con un articulo describiendo evidencia en humanos.

A nivel de estudios animales, no se puede realizar un metaanalisis por
diferencias metodoldgicas. En primer lugar, no todos usaron el mismo método de
induccion de la periodontitis, ya que uno realizé inoculacion oral y el resto el método
de la ligadura. Por otro lado, no usaron la misma dosis ni presentacion
farmacoldgica de NAC, ya que uno usé NAC dentro de nanoparticulas sensibles a
EROs mientras los otros usaron NAC en solucion via intragastrica. En tercer lugar,

existen diferencias entre los estudios en los tipos de ensayos realizados, el tipo de
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animal (sexo, edad y modelo) y otras variables estudiadas como lo es el caso de
ratas diabéticas con periodontitis.

Finalmente, a nivel de estudios in vitro, no es conveniente realizar un
metaanalisis ya que son estudios con una alta heterogeneidad dentro de sus
metodologias, ademas de no tener una relevancia clinica tan importante como los
estudios en humanos. En los estudios in vitro solo se puede estudiar una parte muy
limitada de la enfermedad periodontal, no pueden replicar la complejidad de las
interacciones cruzadas que se producen entre la respuesta inmunitaria, el
microbioma y el tejido del huésped (Hajishengallis y cols. 2015), y el caso de estos
estudios solo se limitaron a ver el efecto de NAC sobre patégenos ya sea en forma

directa o sobre cultivos celulares periodontales o similares.

8.10 Discusion del analisis de riesgo de sesgo

Mediante la herramienta RoB2, se determiné que el riesgo de sesgo del
anico ensayo clinico randomizado encontrado fue con “algunas preocupaciones”,
con riesgo de sesgo debido a desviaciones de las intervenciones previstas. Si esta
informacion se traduce a la clasificacion detallada en el manual Cochrane 5.1, se
trataria de un riesgo de sesgo de realizacion.

Con la herramienta SYRCLE que se clasificé a todos los estudios in vivo con
un moderado riesgo de sesgo. A modo general, se detecta un riesgo de sesgo por
informacion, ya que todos los estudios no informaron adecuadamente los métodos
de secuencia y ocultamiento de la asignacion. En particular, destaca el articulo de
Zhan y cols. 2021 presentar posible error en la unidad de analisis al considerar
como control sano molares no ligados, llevando a riesgo de sesgo por
contaminacion. Por ultimo, destaca el estudio de Toker y cols. 2009 con riesgo de
sesgo de seleccion al no tener la misma cantidad de ratas por grupo, sin embargo,

la diferencia fue menor al 10%.
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8.11 Limitaciones

Dentro de las limitaciones, se encuentra la poca cantidad de evidencia
disponible. Solo contamos con un ensayo clinico, algunos estudios experimentales
en ratas y gran cantidad de evidencia in vitro. El estudio clinico encontrado present6
una baja cantidad de participantes (10 personas por grupo) lo cual no seria
representativo. Ademas, no realizd una evaluacion de estrés oxidativo mediante
biomarcadores, lo que pone en duda si la dosis utilizada fue suficiente para
contrarrestar el estrés oxidativo. A su vez, pese al gran aporte de los estudios en
animales e in vitro en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas periodontales,
no es evidencia que permita realizar recomendaciones clinicas en humanos. Pese
a existir una gran cantidad de evidencia en el uso de antioxidantes en terapia
periodontal, el uso de NAC como coadyuvante en tratamiento periodontal es un
tema reciente, con una importante cantidad de evidencia concentrada en los Gltimos

afos, lo cual habla que es un tema que aun sigue en desarrollo.
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9. CONCLUSIONES

° La evidencia en estudios en humanos es insuficiente para recomendar el uso
de NAC como adyuvante en la enfermedad periodontal.

) Los estudios en animales han demostrado que NAC seria potencialmente atil
en el tratamiento de la periodontitis, disminuyendo la pérdida Osea alveolar,
citotoxicidad, liberacion de citoquinas proinflamatorias y biomarcadores de estrés
oxidativo. También han demostrado un posible uso en la periodontitis en modelos
animales con diabetes, lo que abre la posibilidad de que NAC sea util en pacientes
diabéticos con enfermedad periodontal.

° Los estudios in vitro han demostrado que NAC interfiere en el dafio causado
por estrés oxidativo al reducir las EROs, el dafio mitocondrial, la produccién y

liberacién de citoquinas pro-inflamatorias y la muerte celular.
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10. ANEXOS Y APENDICES:

Medline-PubMed

Anexo N°1: Estrategias de busqueda

("periodontal diseases"[MeSH Terms] OR "oral
bacteria"[Title/Abstract] OR
"periodontal”[Title/Abstract] OR
"periodontitis"[MeSH Terms] OR "chronic
periodontitis"[MeSH Terms] OR "aggressive
periodontitis"[MeSH Terms] OR "periodontal
ligament"[MeSH Terms] OR "osteoblasts"'[MeSH
Terms] OR "oral keratinocyte"[Title/Abstract] OR
"osteoclasts"'[MeSH Terms]) AND
("acetylcysteine"[MeSH Terms] OR "N-
acetylcysteine"[Title/Abstract] OR
"NAC"[Title/Abstract] OR "n acetyl
cysteine"[Title/Abstract]) AND ("periodontal
attachment loss"[MeSH Terms] OR "oxidative
stress"[MeSH Terms] OR “clinical attachment
level"[Title/Abstract] OR "probing
depth"[Title/Abstract] OR "bleeding on
probing"[Title/Abstract] OR "bone resorption"[MeSH
Terms] OR "periodontal inflammation"[Title/Abstract]
OR "redox balance"[Title/Abstract] OR
"cytokines"[MeSH Terms] OR "interleukins"[MeSH
Terms] OR "tumor necrosis factors"[MeSH Terms]
OR "reactive oxygen species"[MeSH Terms] OR
"host response"[Title/Abstract] OR "cytotoxicity,
immunologic”"[MeSH Terms] OR "biofiims"[MeSH
Terms))

Web of Science™

TS=((periodontal OR periodontitis OR chronic
periodontitis OR aggressive periodontitis OR
periodontal diseases OR periodontal ligament OR
osteoblasts OR oral keratinocyte OR osteoclasts
OR oral bacteria) AND (acetylcysteine OR N-
acetylcysteine OR NAC OR n acetyl cysteine) AND
(periodontal attachment loss OR oxidative stress
OR clinical attachment level OR probing depth OR
bleeding on probing OR bone resorption OR
periodontal inflammation OR redox balance OR
cytokines OR interleukins OR tumor necrosis
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factors OR reactive oxygen species OR host
response OR cytotoxicity OR biofilms))

Scopus®

TITLE-ABS-KEY ( ( "periodontal" OR
"periodontitis” OR "chronic periodontitis® OR
"aggressive periodontitis" OR “periodontal
diseases” OR “periodontal ligament” OR
“osteoblasts” OR “oral keratinocyte” OR
“osteoclasts” OR “oral bacteria” ) AND (
"acetylcysteine” OR "N-acetylcysteine" OR "NAC"
OR "n acetyl cysteine”) AND ( "periodontal
attachment loss" OR "oxidative stress" OR
“clinical attachment level" OR "probing depth” OR
"bleeding on probing” OR "bone resorption” OR
"periodontal inflammation” OR "redox balance"
OR "cytokines" OR "interleukins” OR "tumor
necrosis factors" OR "reactive oxygen species”
OR "host response” OR "cytotoxicity" OR
“biofilms” ) )

Biblioteca Virtual de Salud
(BVS)

(“Periodontitis” OR “Periodontal Ligament” OR
“Osteoblasts” OR “Osteoclasts” OR “Keratinocytes”
OR “gingival”) AND (“Acetylcysteine”)




