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RESUMEN

Objetivo: Comparar in vitro la actividad antibacteriana del extracto etanolico
de Propdleo de Apis mellifera al 1,5%, extracto de Morinda citrifolia al 6% y
el Hidroxido de calcio usados como medicacion endodontica intraconducto
sobre bloques de dentina infectadas con una cepa de Enterococcus faecalis
ATCC 29212. Materiales y Métodos: Se prepararon muestras de dientes
infectadas con Enterococcus faecalis ATCC 29212 sometidas a pruebas de
esterilidad, posteriormente fueron expuestas al Prop6leo, Morinda e Hidréxido
de calcio, y se evalué el crecimiento bacteriano mediante la Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) a las 48 y 72 horas. Se realizd un analisis
descriptivo, asi como analitico mediante la prueba de T de Student y prueba
ANOVA. Resultados: In vitro, el grupo de extracto de Propoleo presentd un
total de UFC a las 48 horas de 4.15 x 1%* y a las 72 horas de 3.35 x 04, el
extracto de Morinda reporté un total de UFC a las 48 horas de 4.33 x %4y a
las 72 horas de 4.76 x 1%y el hidroxido de calcio indico un total de UFC a las
48 horas de 8.27 x 1%* y a las 72 horas de 7.79 x %4, Conclusiones: In vitro El
extracto etandlico de Propoleo al 1,5% vy el extracto de Morinda citrifolia al
6% presentan mejor actividad antibacteriana estadisticamente significativo que
el hidréxido de calcio en pasta sobre bloques de dentina infectadas con cepas

de E. faecalis ATCC 29212 a las 48 y 72 horas.

Palabras claves: Hidréxido de calcio / Enterococcus faecalis / Morinda citrifolia

/ Propéleo.



ABSTRACT

Objective: To compare in vitro the antibacterial activity of the ethanolic extract
of Propolis of Apis mellifera 1,5%, Morinda citrifolia extract 6% and calcium
hydroxide used as intracanal endodontic medication on dentin infected blocks
with a strain of Enterococcus faecalis ATCC 29212. Material and Methods:
Infected samples were prepared with Enterococcus faecalis ATCC 2921 and
tested for sterility, later exposed to Propolis, Morinda and calcium hydroxide, the
bacterial growth was evaluated through the Colony Forming Units (CFU) at 48
and 72 hours. A descriptive analysis was performed, as well as a analytical by
means of Student’s T-test and ANOVA test. Results: In vitro, the Propolis extract
presented a total of CFU at 48 hours of 4.15 x 10-4 and at the 72 hours of 3.35 x
10-4 , the extract of Morinda reported a total CFU at 48 hours of 4.33 x 10-4 and
at the 72 hours of 4.76 x 10-4 and the calcium hydroxide indicated a total of UFC
at 48 hours of 8.27 x 10-4 and at the 72 hours of 7.79 x 10-4 . Conclusions: In
vitro, both ethanolic extract of propolis 1.5% and Morinda Citrifolia extract 6%
show antibacterial activity statistically significant compared to Calcium
Hydroxide paste on Dentin Blocks infected with E. Faecalis ATCC 29212 in 48
and 72 hours

Key words: Calcium hydroxide / Enterococcus faecalis / Morinda citrifolia /

Propolis



l. INTRODUCCION

El prondstico favorable para el tratamiento endoddntico de una pieza dentaria con
diagndstico de periodontitis apical depende del control de la infeccién del
conducto radicular, en donde los agentes de desbridamiento quimico asi como la
efectiva preparacion biomecanica pueden reducir significativamente el namero de
microorganismos pero no eliminarlos completamente; por eso un efectivo
protocolo de tratamiento antimicrobiano debe usarse para reducir el riesgo de
infeccion bacteriana al minimo, permitiendo asi que el sistema inmunologico del
huésped controle y promueva un medio favorable para la reparacion del tejido

periapical.

La eliminacion de los microorganismos en dientes con periodontitis apical es una
constante preocupacion, la basqueda de alternativas para el tratamiento
antimicrobiano de esta patologia es demostrada por estudios que estudian la
microbiota endodoéntica, la eficiencia de la instrumentacion biomecanica, la
influencia de la irrigacion y la eficacia de la medicacion endodontica

intraconducto @,

Asociado a estos especiales habitantes presentes en la infeccién endodéntica, se
observa que la morfologia de la cavidad pulpar impone dificultades, lo que hace
complejo el acceso a un efectivo control microbiano. En el analisis anatémico, se
observa que el contacto directo de una sustancia quimica irrigadora con los
microorganismos presentes en la luz del conducto radicular es adecuada para
reducir de modo significativo la poblacién microbiana ademéas de facilitar la

disolucion del tejido pulpar, pero para actuar sobre los microorganismos que



alcanzaron y estan alojados en el interior de los tabulos dentinarios y en los
espacios vacios presentes en areas del cemento apical, se necesita optar por una
medicacion endodontica intraconducto que pueda actuar por contacto y a distancia

en un extenso periodo de tiempo.

En el fracaso endodontico, la causa principal estd dada por los microorganismos
que sobreviven en el conducto radicular después del tratamiento endoddntico, por
tanto las bacterias remanentes podrian multiplicarse entre las citas y alcanzar
niveles similares al tratamiento inicial . Las bacterias asociadas a estos fracasos
endodonticos formados por un consorcio mixto de mas de 600 especies, asi como
las infecciones pulpares y periapicales resistentes a los tratamientos habituales,
son los problemas que no han podido ser solucionados en endodoncia @, por este
motivo, uno de los objetivos primarios del tratamiento endoddntico debe ser

eliminar los microorganismos del conducto radicular y prevenir su recolonizacion.

La infeccion primaria del conducto radicular es tipicamente polimicrobiana, con
prevalencia de bacterias anaerobias estrictas ®; por otro lado se ha demostrado
que las infecciones endodonticas persistentes son causadas por el Enterococcus
faecalis, quien ha sido el causante principal en los fracasos de los dientes que han
sido previamente tratados porgue tienen la capacidad de resistir un pH alto debido
al funcionamiento de su bomba de protones que impulsan para acidificar su

citoplasma 4.

La actividad de los diferentes medicamentos endoddnticos contra el Enterococcus
faecalis es extensamente investigado y en su mayoria el hidréxido de calcio Ca

(OH)2 es el estandar contra el cual estos son comparados, pero el uso del Ca



(OH)2 como medicamento endodontico tiene sus limitaciones porque no elimina
el espectro completo de microorganismos y ademas necesita un extenso periodo

de tiempo para proporcionar su efecto antibacterial ©.

Actualmente se estd investigando extensamente la utilizacion de sustancias
alternativas a los medicamentos tradicionales que incluyen productos quimicos
producidos en laboratorios y de extractos que provienen de la naturaleza, es asi
que los bioquimicos, botanicos, microbidlogos, y etnofarmacdlogos estan
investigando el uso de sustancias fitoquimicas para el tratamiento de patologias

basados en productos naturales.

Una sustancia que ha demostrado actividad antimicrobiana es el extracto etandlico
de Propoleo de Apis mellifera ©:7; sin embargo, su composicion y propiedades
varia de acuerdo con la region donde es recolectado por tanto sus indicaciones
terapéuticas todavia no han sido bien establecidas siendo utilizada de manera poco
profesional (. El Propdleo es un producto de la colmena que las abejas elaboran a
partir de sustancias que recolectan principalmente de la yema de los arboles y
arbustos mezclandolas con las enzimas de su saliva para convertirla en un potente
antibiotico con el que protegen la estructura de su colmena con el fin de eliminar
los virus, hongos y bacterias que puedan colonizarla; es asi que debido a sus
propiedades estd aumentando el interés por esta sustancia natural que va ganando

espacio como un efectivo antimicrobiano ©.

El Propdleo tiene poco estudio en el area odontoldgica, sin embargo, ya ha sido
utilizado como medio de almacenamiento para dientes avulsionados, prevencion

de la caries dental, hipersensibilidad dentinaria, terapia vital de la pulpa, efectos


http://es.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
http://es.wikipedia.org/wiki/Virus
http://es.wikipedia.org/wiki/Hongo
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria

antireabsorcion de tejidos duros y como irrigante endoddntico, pero su uso como
medicamento endoddntico intraconducto todavia no ha sido ampliamente

evaluado ©).

El extracto de Morinda citrifolia, comercialmente conocido como Noni es propio
de paises tropicales y es considerado como un importante medicamento
tradicional, a su extracto le atribuye un amplio espectro de efectos terapéuticos
entre ellos ser antibacteriano, antimicético, antiviral, antitumoral, antihelmintico,

analgésico, antiinflamatorio y de mejorar el sistema inmunolégico ©.

Murray y col. compararon la eficacia del jugo de Morinda citrifolia (MCJ),
hipoclorito de sodio (NaClO) y el gluconato de clorhexidina para remover el barro
dentinario de piezas dentarias instrumentadas que fueron previamente inoculadas
con Enterococcus faecalis; concluyeron que 6% de MCJ mas acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) podria ser utilizado como un irrigante
endodontico con resultados similares al NaCIO en combinacion con el EDTA®
por lo tanto la MCJ parece ser el primer extracto de fruta identificado como
posible alternativa al uso del NaClIO como un irrigante endodéntico , pero al igual
que el Propoleo su efecto antibacteriano como medicamento intraconducto frente

al E. faecalis todavia no ha sido rigurosamente evaluado.

Por tal motivo, el presente estudio evalué la eficacia antibacteriana del extracto de
Propo6leo de Apis mellifera al 1,5%, extracto de Morinda citrifolia al 6% vy el
Hidroxido de calcio usados como medicacion endoddntica intraconducto frente a

una cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212.



1. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

11.1 Planteamiento del problema.

En el tratamiento de la patologia pulpo-periapical, el objetivo fundamental del
tratamiento endoddntico consiste en eliminar los microorganismos de los
conductos radiculares. Los medios que nos permiten cumplir este objetivo son la
instrumentacion biomecanica, la irrigacion y en algunos casos la medicacion
intraconducto que tenga probada capacidad antimicrobiana y a la vez sea

compatible con el tejido periapical @9,

En las investigaciones de los Ultimos afios se evidencia que en los fracasos
endoddnticos hay una mayor prevalencia de las especies bacterianas E. faecalis y
Actinomices israeli 112 es mas, el E. faecalis es el que tiene la mas alta
probabilidad en ser encontrado en casos de infeccidon post endodoncia porque esta
reportado que a esta bacteria la falta de nutrientes y /o oxigeno parecen

incrementar su resistencia de forma sustancial 9.

Para el tratamiento de conductos con o sin lesion osteolitica periapical, algunos
clinicos aconsejan realizar el tratamiento endododntico en mas de una sesion,
dejando un medicamento en los conductos para aumentar la desinfeccion de los
mismos ®®. Al Ca (OH). se le atribuye la condicién de medicamento por su
propiedad bactericida, disolucion tisular e inhibicién de la reabsorcién dental; su
pH alcalino altera los lipopolisacaridos presentes en la pared celular de muchas
bacterias anaerobias teniendo un efecto destructivo sobre sus membranas y sus
estructuras proteicas, sin embargo, no es efectivo en eliminar las bacterias

alojadas dentro de los ttbulos dentinarios 9. Vasudeva y cols. reportaron que a



pesar del éxito del Ca (OH)2> como medicamento intraconducto el E. faecalis es
resistente a sus efectos y puede sobrevivir a condiciones adversas debido a su
capacidad para la formacion de biopeliculas haciéndolas mas resistentes a

las fagocitosis , anticuerpos y agentes antimicrobianos 419,

Distel y col. reportaron que aumentar el pH con Ca (OH). en tratamientos
endodonticos de varias sesiones a los microorganismos los vuelve resistentes,
dificiles de eliminar y por tanto son los responsables de las lesiones persistentes
(1), reporta ademas que el empleo del Ca (OH). como medicamento intraconducto
induce la formacion de biopeliculas de E. faecalis porque esta bacteria puede
sobrevivir a un pH similar o superior a 11.5; por lo tanto, algunos fracasos de
terapias con Ca (OH). se debe a que al cambiar el pH favorecen la adaptacion del

microorganismo potencializando su resistencia y persistencia 9,

La investigacion de extractos naturales como el Propoleo y la Morinda en el area
de la medicina estan demostrando su gran utilidad como antimicrobianos. En
odontologia se estdn usando por sus propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias y de reparacion tisular, pero sus efectos antibacterianos frente al

E. faecalis todavia no han sido rigurosamente evaluados 7,

Buscando asi un medicamento intraconducto que supere en eficacia al hidroxido

de calcio nos planteamos la siguiente pregunta:

¢ Se encontraran diferencias en la capacidad antibacteriana entre el extracto
etandlico de Propdleo de Apis mellifera al 1,5%, extracto de Morinda
citrifolia al 6% y el Ca (OH)2 usados como medicacion endodontica frente a

una cepa de E. faecalis ATCC 29212 infectando bloques de dentina in vitro?


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/phagocytosis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antiinfective-agent

I1l. MARCO TEORICO

Un considerable nimero de bacterias han sido identificadas como habitantes
caracteristicos de la mucosa oral. Sin embargo, el nimero decrece en conductos
con pulpa necrética, donde las condiciones son diferentes por los bajos niveles de
nutrientes y la baja disposicion de oxigeno. Estas condiciones son ideales para el
crecimiento de bacterias anaerobias estrictas y facultativas como el E. faecalis el
cual sobrevive, se multiplica y causa infecciones que inducen a la reabsorcion

6sea @,

Los Enterococcus son parte de la flora normal de la cavidad oral y tracto
gastrointestinal y son reconocidos porque causan el 12% de las infecciones
nosocomiales. El E. faecalis cuenta con alrededor del 80 % del total de
infecciones causadas por Enterococcus y su rol en las infecciones persistentes de
los conductos radiculares es un gran desafio por ser la especie prevalente mas
aislada en piezas con diagnostico de periodontitis apical asintomatica y en el

fracaso del tratamiento endodéntico ©:18.19:20),

E. faecalis es una bacteria cocal Grampositiva, anaerobia facultativa, capaz de
vivir en 6,5 % de NaClO y sobrevivir 30 minutos en 60°C y a un pH mayor a 9,6.
Ademas, cuando se exponen al estrés ambiental pueden adoptar un estado
existente viable y resurgir cuando se restablecen las condiciones normales @V,
Segun Shabahang ?? en conductos radiculares infectados estas bacterias pueden
estar presentes durante el tratamiento endodontico y son las bacterias
predominantes en dientes, en donde los tratamientos de conductos radiculares han

fracasado ?®. También se ha postulado que el factor virulento del E. faecalis en



los fracasos endoddnticos y resultados adversos en los procedimientos de
endodoncia regenerativa puede estar relacionado a la habilidad de estas bacterias a
invadir rapidamente tabulos dentinarios y adherirse al coldgeno en presencia de

suero humano 23 2425),

El rol del E. faecalis en infecciones endodonticas agudas y reagudizadas no ha
sido muy estudiado. Pinheiro y col. @® encontraron que es inicialmente las
bacterias anaerobias y no los E. faecalis u otros Enterococcus los responsables de
reagudizaciones en dientes con tratamiento de conductos fallidos. En un estudio
de periodontitis apical primaria usando la técnica de reaccion de cadena de la
polimerasa (PCR) para deteccion de bacterias, Siquiera y col. @7, encontraron que
el E. faecalis es mas frecuente en dientes con periodontitis apical asintomatica que
en dientes con sintomas agudos y aunque es la especie predominante en dientes
con tratamiento de conducto previo con periodontitis apical, no hay consenso que

sea el causante de las infecciones agudas severas 19,

Una variedad de agentes antimicrobianos esta siendo evaluados para eliminar el E.
faecalis de los conductos radiculares 829, Estos incluyen medicacion con Ca
(OH)2, paramonoclorofenol alcanforado, combinaciones de antibidticos-esteroides
asi también irrigantes como el NaClO, clorhexidina, MTAD, y componentes
iodino ®% 3132 Sin embargo, el E. faecalis ha demostrado ser la bacteria mas
resistente al Ca (OH)2 en vivo o in vitro solo superado por la Candida albicans a
una exposicion directa saturada de Ca (OH)2 como lo demostré Waltimo y col. en
el que el E. faecalis es eliminado solo si es expuesto entre seis a diez minutos ©2);

sin embargo, la experiencia clinica en experimentos in vitro usando bloques de



dentina inoculados con E. faecalis ha demostrado claramente que es dificil, si no
imposible eliminar la bacteria en dentina, aun después de periodos de incubacion

con Ca (OH), saturado 9.

Algunos estudios no solo han reportado la supervivencia E. faecalis a la
medicacion intraconducto con Ca (OH), saturado entre multiples citas, sino
también su presencia en biopeliculas en dientes extraidos que habian sido
medicados y después obturados con sellador endododntico a base de Ca (OH)
(1634 " La configuracion de biopeliculas facilita al E. faecalis colonizar los
conductos radiculares medicados y se ha reportado que puede ser hasta mil veces
mas resistente a los medicamentos endoddnticos cuando se encuentra adherida a

una superficie y no en un medio acuoso ©.

En los Gltimos afios hay gran interés por estudiar extractos naturales que posean
propiedades farmacoldgicas con efecto antimicrobiano, se han publicado varios
articulos que informan sobre las propiedades antimicrobianas de extractos, aceites
esenciales, resinas y diversas clases de compuestos aislados de diversas
plantas; sin embargo, todavia falta un analisis completo de sus agentes
antimicrobianos. En las plantas los principios activos estan bioldgicamente
equilibrados por la presencia de sustancias complementarias que van a interactuar
entre si, de forma tal que no se acumulan en el organismo, y sus efectos

indeseables estan limitados 9.,

El Propdleo es una resina natural producida por las abejas y se le atribuye
propiedades antibacteriales, antivirales, antifungicas, antioxidantes, vy

antiinflamatorias . En general su composicion quimica es compleja y depende de



su fuente vegetal, del clima, la temporada, la ubicacion y el afio. Principalmente se
compone de 50% de resinas y balsamos, 30% de cera de abeja, 10% de aceites
esenciales o volatiles, 5% de polen y 5% de materiales diversos (organicos y
minerales). Los principales elementos quimicos que lo componen son los
flavonoides, fenoles, y componentes aromaticos, es mas a los flavonoides se le

atribuye todas sus propiedades medicinales ¢,

Se esta estudiando in vitro, en animales y en menor niamero en humanos el uso y
efectividad del Propdleo en el campo de la endodoncia. Pimenta y col. ©®
evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro del Propoleo pardo brasilefio vy el
Ca (OH)2 como medicamentos intraconductos contra el E. faecalis; reportaron que
la pasta de prop6leo marron al 20% en combinacion con Ca (OH). y la pasta de
propdleo marrén al 40% mostraron mejores resultados en comparacion con la

pasta de Ca (OH)..

Cunha y col. ®? evaluaron la actividad antibacteriana de los medicamentos
utilizados en el tratamiento de endodoncia regenerativa frente a una cepa de E.
faecalis ATCC 29212; reportaron que la medicacién con propdleo y Ca (OH):
fueron tan efectivos como la pasta antibiética tradicional TAP (Metronidazol,
Ciprofloxacina y Minociclina) y TAP modificada con clindamicina pero con una
reaccion menos inflamatoria y un aumento de bioactividad con importante
depdsito de tejido en las paredes de la dentina ademas de la estimulacion de

factores crecimiento y células madre.

La Morinda citrifolia, comercialmente conocida como Noni, es una fruta indigena

de paises tropicales, considerado como una importante medicina tradicional.

10



También es llamada Mora india, Nono, Queso de fruta y Nhan en varias culturas a
través del mundo. Su extracto tiene un amplio espectro de efectos terapéuticos que
incluyen propiedades antibacterianas, antiinflamatorias, antiflngicas, antivirales,
antitumorales, analgésicas, antihelminticas, hipotensoras y refuerzan el sistema

inmunolégico ©.

Chaitanya y col. @9 encontraron en la Morinda citrifolia, que la presencia de
acubina, L-asperulosida, alizarina y algunos compuestos de antraquinona pueden
ser los responsables de su actividad antibacteriana; ademas, Duncan “ demostro
que la escopoletina presente en la Morinda inhibe la actividad de E. coli y el

Helicobacter pylori ayudando en el tratamiento de la Ulcera gastrica.

El probable uso del extracto de Morinda citrifolia como un irrigante y/o
medicamento endoddntico intraconducto quizas sea de interés a profesionales
endodoncistas y de practica general como parte de la tendencia creciente de
buscar alternativas naturales como parte del éxito del tratamiento y quizas sea
ventajoso porque es un antioxidante biocompatible improbable de causar
guemaduras severas que quizas ocurran por extravasacion del hipoclorito de sodio

0 del Ca (OH): al periéapice.

Kandaswamy y col. ©® investigaron la actividad antimicrobiana de diferentes
sustancias usadas como medicacién endodontica: Clorhexidina gel al 2%,
Propéleo, extracto de Morinda citrifolia, yodo povidona al 2% e hidroxido de
calcio en conductos radiculares infectados con E. faecalis a una profundidad de
200um y 400um en periodos de evaluacion de tres dias (dias 1, 3 y 5);

concluyeron que el Propéleo y el extracto de Morinda citrifolia fueron efectivos

11



contra el E. faecalis en tdbulos dentinarios de dientes extraidos, con mejores

resultados que el Ca (OH)..

Choudhary y col. @ evaluaron la eficacia de preparados comerciales indios en la
irrigacion endoddntica como la Morinda citrifolia y el jugo de Triphala frente al
Enterococcus faecalis y Candida albicans en busca de alternativas seguras al
hipoclorito de sodio como irrigantes endodonticos; concluyeron que los irrigantes
a base de hierbas prometen convertirse en irrigantes eficientes y justifican una

mayor investigacion.

En la actualidad, todo lo que pueda representar un beneficio potencial para la
salud del hombre y los seres vivos debe ser investigado y contrastado con otros
estudios para comprobar su real efectividad. El extracto de Propoleo y la Morinda
citrifolia, tienen entre sus componentes principios activos que les confieren
prometedoras propiedades farmacoterapéuticas, antimicrobianas, antioxidantes
entre otras por lo que es necesario una mayor investigacion en el campo de la

salud.
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IV. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Esta investigacion fue motivada por el deseo de encontrar un medicamento
endodontico intraconducto que pueda utilizarse en aquellos casos en que el
Enterococcus faecalis es causante de los fracasos endoddnticos sin tener los
efectos tdxicos sobre la regién apical y periapical, proponiendo al extracto
etandlico de Prop6leo de Apis mellifera y al extracto de Morinda Citrifolia como
alternativas debido a que estos compuestos tienen ademas de su probada
capacidad antibacteriana efectos antiinflamatorios que favorecerian la reparacion
tisular y otras caracteristicas fisicoquimicas que pueden modular los efectos

controversiales de la pasta de hidréxido de calcio.

Esta investigacion ademas de tener relevancia clinica por presentar sustancias
antibacterianas y antiinflamatorias alternativas para el control antimicrobiano y la
inflamacion, también tiene relevancia social ya que al concluir con las fases de
investigacion, podriamos contar con dos alternativas mas eficaces contra el
Enterococcus faecalis y de esta manera podriamos evitar a largo plazo las
pérdidas de piezas dentarias por fracasos y sobrecostos en las terapias

endodonticas.

La presente investigacion tiene importancia debido a que contribuird con el
conocimiento cientifico, evaluando dos extractos naturales que podrian ser usados
como medicamentos endodonticos intraconductos: Extracto etandlico de Propoleo
de Apis mellifera al 1,5% y extracto de Morinda Citrifolia al 6%, para el uso
clinico contra las bacterias resistentes en el conducto radicular, en este caso el E.

faecalis ATCC 29212.
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V. OBJETIVOS

V.1

Objetivo general:

Evaluar in vitro la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
Propoleo al 1,5%, extracto de Morinda citrifolia al 6% y el Hidroxido de
calcio en pasta usados como medicamentos endoddnticos intraconductos
sobre bloques de dentina infectadas con una cepa de Enterococcus faecalis

ATCC 29212.

V.2 Objetivos especificos

1.

2.

Determinar in vitro en unidades formadoras de colonias (CFU), la
actividad antibacteriana del extracto etanolico de Propdleo al 1,5%,
extracto de Morinda citrifolia al 6% y del Hidréxido de calcio en pasta
usados como medicamentos endoddnticos intraconductos sobre bloques de
dentina infectados con una cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212 a
las 48 y 72 horas.

Comparar in vitro en unidades formadoras de colonias (CFU), la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de Propdleo al 1,5%, extracto de
Morinda citrifolia al 6% y del Hidréxido de calcio en pasta usados como
medicamentos endoddnticos intraconductos sobre blogues de dentina
infectados con una cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212 a las 48 y

72 horas.
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Hipotesis

El extracto etandlico de Propoleo de Apis mellifera al 1,5% vy el extracto de
Morinda citrifolia al 6% usados como medicacion endoddntica intraconducto
producen in vitro una mayor actividad antibacteriana que el hidréxido de calcio en
pasta sobre bloques de dentina infectada con una cepa de Enterococcus faecalis

ATCC 29212 a las 48 y 72 horas.

15



VI. METODOLOGIA
VI.1 Disefo del Estudio
Experimental in vitro.

VI1.2. Muestra
Para calcular el tamafio de la muestra se realiz6 una prueba piloto usando
el 10 % del tamafio de la muestra del articulo base Kandaswamy y col. @9
con 5 placas de cultivo que incluyen 5 blogues de dentina por cada uno de
los tiempos, cepa y medicacién utilizados con el objetivo de determinar la
dilucién a la que se podian leer las UFC. Después de realizar la prueba
piloto se aplico la férmula estadistica para la comparacion de medias y con
ello se determind el tamafo definitivo del grupo de estudio experimental
con un minimo de cultivos de 10 muestras (cada placa con 1 bloque de

dentina) por cada tiempo y medicacion. (Anexo 1).

Unidad de Analisis:
Cada placa de cultivo de Enterococcus faecalis ATCC 29212.
Disefio muestral:

Muestra probabilistica aleatoria simple.
V1.3 Criterios de seleccion.

V1.3.1. Criterios de inclusién.

Cepa perteneciente a Enterococcus faecalis ATCC 29212 certificadas por la

unidad de Microbiologia de LID de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

e Raices de premolares humanos inferiores con apices completos y

permeables.

e Raices de premolares humanos inferiores sin tratamiento endodéntico

previo.

e Raices de premolares humanos inferiores con curvatura menor a 30 grados

segun la técnica de Schneider.
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V1.3.2. Criterio de exclusion.
e Raices de premolares humanos inferiores fracturados.
e Raices de premolares humanos inferiores calcificados.
e Raices de premolares humanos inferiores con caries radicular.
e Raices de premolares humanos inferiores con reabsorciones internas o

externas.

V1.4 Operacionalizacion de variables.

Variable independiente: Medicacion Intraconducto

Variable cualitativa nominal politdmica que se refiere al tipo de medicacion

intraconducto, implica 3 categorias:

1. Extracto etanolico de Propoleo de Apis mellifera al 1,5%.
2. Extracto de Morinda citrifolia al 6%.

3. Hidréxido de calcio en pasta.

Variable dependiente: Actividad Antibacteriana
Variable cuantitativa, continua, de razon que indica el crecimiento bacteriano.

Tendra como categoria la unidad formadora de colonias (CFU).

Covariable: Tiempo de Evaluacion

Variable cualitativa, dicotomica, ordinal que indica el periodo de duracion del
proceso de exposicién al medicamento intraconducto establecido en horas que
implica 2 categorias:

1. 48 horas.

2. 72 horas.
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V1.5, Procedimientos y/o Técnicas

Método:

e Observacion

Técnicas:

e Aislamiento de la bacteria Enterococcus faecalis ATCC 29212 certificada.

e Cultivo en placas: Conteo en Unidades Formadoras de Colonias (CFU)
Validacion del instrumento y calibracion.

Para el control del sesgo del observador se llevé a cabo la calibracion inter e intra
examinador “Y hasta obtener un coeficiente kappa de 0,8 (concordancia
sustancial).

Pruebas de identificacion del Enterococcus faecalis.

La cepa de E. faecalis ATCC 29212 certificadas fueron donadas por el laboratorio
de Microbiologia de LID de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Para
reactivar la cepa fue cultivada en caldo infusion de cerebro y corazon de Brain
Heart Infusion (BHI) 37° C por 24 horas. Adicional a eso se utilizd 2 pruebas de
confirmacion: la coloracion Gram y prueba quimica de catalasa.

Para la identificacion por coloracién Gram, se utilizé una lamina portaobjeto, para
lo cual se colocd una gota de agua destilada junto a una pequefia cantidad de
colonias de E. faecalis con ayuda del asa de siembra y se procedio a la coloracion
GRAM. Se observo al microscopio 6ptico con objetivo de 100X, observandose
cocos Gram positivos que se disponen en parejas y en cadenas cortas. En la
prueba de catalasa, se realizd con el asa de siembra la inoculacion de una colonia

de bacterias de E. faecalis en la ldmina portaobjeto que contenia una gota de

18



peroxido de hidrégeno y se procedié a realizar un proceso de agitacion

encontrdndose que es catalasa negativa por la ausencia de burbujas en la reaccion.

Preparacion del modelo in vitro de infeccion de los tubulos dentinarios.

Segun un modelo in vitro para la infeccion de los tabulos dentinarios, el conducto
radicular fue preparado de acuerdo con estudios previos realizados por Haapasalo
@3 con modificaciones menores. Premolares inferiores fueron almacenados en
0,5% de NaClO por 12 horas para la desinfeccion superficial. La porcion apical y
la corona fueron cortadas con un disco de diamante bajo agua-refrigerada
quedando bloques de 5 mm de alto y 6mm de diametro. Los conductos radiculares
fueron ampliados con una fresa redonda ISO 18 a 700 RPM (motor ATR-
TECNIKA) para estandarizar el didmetro. El barro dentinario de cada bloque fue
removido con un bafio de ultrasonido (APARATO BIOSONIC UC-50
CICANASTA) con EDTA al 17% (pH 7.8) por 4 minutos y NaCIlO 5% por 4
minutos mas. Los restos de los compuestos quimicos utilizados en estos bafios
fueron eliminados sumergiendo los bloques de dentina en agua destilada por 5
min.

Los blogues de dentina fueron inmediatamente esterilizados por autoclave (Systec
lab) por 2 periodos en agua por 15 min a 121° C e incubados (Copreva S.A.l.C.)
en caldo Brain Heart Infusion (BHI) por 24 horas a 37° C para comprobar la
esterilidad de los bloques; posteriormente los bloques de dentina fueron colocados
en tubos de ensayo con 2 ml de caldo BHI conteniendo E. faecalis con un tamafio
de inoculo de 1,55 * 108 cfu/ml e incubados por 21 dias donde el medio de cultivo
fue cambiado diariamente por centrifugado. A los 21 dias se volvio a realizar la

tincion Gram para verificar la supervivencia de las bacterias. (Anexo 2).
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Obtencion del Propdleo

La muestra de Propdleo bruto a usarse fue adquirida de la tienda La Casa de la
Miel, cuyo duefio es el Sr. Fritz Frey Nano, conocido apicultor del valle de
Oxapampa, en el departamento de Pasco, Perd. Dicha muestra de Propdleo bruto
sirvio de base para preparar la solucion matriz (solucion de Propoleo
estandarizada), a partir de la cual se elabord la concentracion necesaria para el

experimento del presente estudio.

Preparacion de la muestra del Propdleo

La solucion matriz (solucién estandarizada) y el medicamento endodontico
experimental (concentracion al 1,5%, de extracto etandlico de Propoleo) fue
preparada en el Laboratorio de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional
Agraria La Molina, dirigido por por el magister en Ciencias Julio César Bracho

Pérez.

Pasos

1. Se cosecho el Propdleo en apiarios de Oxapampa (Abejas de la especie Apis
mellifera L.) y se almacenaron en bolsas en bolsas oscuras alejadas de la luz.

2. Se transport6 hacia el laboratorio, se eliminaron las impurezas y se congelo6 a
temperatura de -20 °C a -40 °C por 48 horas.

3. Se procedié a moler la masa de Propdéleo.

4. Se coloca 36 g de Propdleo en 100 ml de solucién hidroalcohdlica (70% de
etanol y 30% de agua bidestilada).

5. Maceracion por 15 dias y se realiza la extraccion del extracto por filtrado (con

papel filtro Whatman N°4).
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6. La muestra filtrada fue llevada al rotavapor para eliminar el etanol; luego se
coloco en una estufa a 50° C por 48 horas hasta la obtencion de un peso
constante donde se obtuvo 5 gr de extracto blando de Propéleo. Se estandarizd
extracto de Propoleo al 5% (p/v) que contiene los principios activos del
Propoleo que incluyen flavonoides, aceites esenciales, resinas y balsamos.

7. Seenvaso en frascos ambar y se conservé en lugar seco alejado de la luz.

De esta solucion matriz (solucién estandarizada al 5% p/v) se elabord la solucion
experimental al 1,5%. Se prepar6 un gel a partir de 10 g de metilcelulosa en agua
destilada, se agregd cuidadosamente con agitacion continua 30 ml del extracto

obtenido hasta obtener 100 ml de producto terminado (anexo 3).

Preparacion de la muestra de la Morinda Citrifolia.

La plantacion de la Morinda citrifolia se encuentra a 30 minutos de la ciudad de
Bagua-Amazonas-Pert, donde es cultivada por el agricultor Facundo Castillo
Vega en 3.5 hectareas de terreno virgen (primera siembra), producido con técnicas
naturales sin utilizar foliares, herbicidas e insecticidas (plantacion orgéanica) y
cosechadas con el mejor cuidado posible para no perjudicar su concentracion y
sustancias activas.

La preparacion del extracto al 100% estuvo a cargo del Ingeniero Quimico Aldo

Castillo Cardozo quien sigui6 el siguiente proceso para su obtencién:

1. Recoleccion: Las frutas fueron cosechadas cuidadosamente porque no resiste a
los golpes. Este proceso se realizé por personal debidamente entrenado.

2. Lavado, almacenamiento y drenaje de liquido: Se almacendé en unos
recipientes de dos niveles que son separados por una malla inoxidable que

permite el drenaje de los liquidos que tiene dicha fruta. Este proceso empieza
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desde el dia 1 hasta el dia 20. Para este estudio se recolecto a 15 dias de
drenaje (cuanto mas tiempo la acidez, el sabor y el olor se incrementan).

3. Envasado: EIl liquido procedente de la fruta pasé por un proceso de
Pasteurizacion (60°C) para inactivar el proceso de fermentacién por posibles
contaminantes.

4. Se envasO para esta investigacion en una botella de vidrio color &mbar a dos
dias de haber drenado su extracto. El transporte a la ciudad de lima estuvo a
cargo del ingeniero Aldo Castillo Cardozo.

La solucion experimental (6% de extracto de Morinda Citrifolia con

metilcelulosa) fue preparada por el magister en Ciencias Julio César Bracho

Pérez. (Anexo 4)

Test de Desinfeccion de los Bloques Infectados

Las pruebas de desinfeccion de los bloques infectados fueron realizados segun
estudios previos con modificaciones menores . Al final de los 21 dias, los
especimenes fueron irrigados con 5ml de soluciéon salina para remover el
crecimiento de la colonia. Se dividid en 3 grupos (n=66 bloques de dentina)
Grupo 1, hidroxido de calcio; Grupo 2, Propoleo 1,5%; Grupo 3, MCJ 6% y
solucién salina (control negativo); La concentracion minima inhibitoria del
Propéleo y la Morinda citrifolia también fue determinada por estudios previos 9,
el hidréxido de calcio fue mezclado con solucion salina estéril en una proporcion
de 1:5 para obtener una consistencia en pasta. La metilcelulosa se utiliz6 como un
agente de espesamiento para los grupos 2 y 3 que también esta reportada en
estudios previos 9. Las sustancias experimentales fueron colocadas dentro de los

conductos y selladas a sus dos extremos con parafina. Posteriormente se
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incubaron en placas Petri en un ambiente anaerdbico a 37°C. Al final de las 48 y
72 horas se lavaron los conductos con suero estéril para retirar las sustancias
experimentales. Después los especimenes fueron secados con gasa estéril y las
superficies pulpares del bloque de dentina fueron raspadas con una fresa redonda
estéril ISO 20 en baja velocidad (700 RPM). Los restos dentinarios de la
superficie pulpar fueron recolectados con una fresa redonda estéril en una
profundidad de 200 pm, estos restos dentinarios y la fresa incluida fueron
recolectados en 10 ml de caldo de BHI e incubados en un medio anaerobio a 37°C
por 24 horas. Pasadas las 24 horas para contar las CFU de E. faecalis se
obtuvieron diluciones seriadas en 10, 102, 10° y 10*. Se tomd 0,1ml de la
dilucion mas 20ml de agar de cultivo (Agar Soya Tripticaseina) fueron colocados
en placa Petri e incubados por 24 horas (anexo 5). Las unidades de formacion de
colonias (CFU) fueron contadas y anotadas en fichas (anexo 6) usando el método
spread-plate (anexo 7) segun el manual de procedimientos del laboratorio de
microbiologia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia; previo a esto se
volvio a realizar una tincién Gram a las muestras para corroborar que las bacterias
son E. faecalis infectando los conductos radiculares después de la medicacion

intraconducto.

V1.6. Consideraciones éticas

En este estudio se utilizaron premolares inferiores extraidos por motivos ajenos a
este estudio que fueron donados por colegas de la especialidad de ortodoncia para
esta investigacion. EI cultivo, la manipulacién y desecho de las muestras de las
cepas E. Faecalis se realizaron de acuerdo con el manual de Bioseguridad en

Laboratorios de Microbiologia de la UPCH. Ademas, se obtuvo la exoneracion de
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revision del Comité institucional de Etica en Investigacion de la UPCH por no
involucrar el uso de animales de experimentacion, asi como de poblaciones

humanas (Anexo 8).

V1.7 Plan de analisis.

Una vez obtenido los resultados se procedio a un analisis descriptivo mediante la
obtencion de la media, desviacion estandar, minimos y méaximos en funcién de las
unidades formadoras de colonias (UFC) segin los medicamentos utilizados y las
horas de evaluacion.

Posterior a ello se aplico la prueba de Shapiro Will para determinar la normalidad
de los datos, el cual demostré que las UFC presentaron una distribucién normal,
es asi que, la prueba utilizada para determinar las diferencias de promedios fue la
prueba T de Student, para analizar segun medicamentos utilizados y tiempos de
evaluacion. De igual forma, cuando se evalud cual de los tres medicamentos tenia
mayor eficacia la prueba seleccionada fue la Prueba de Andlisis de Varianza
(ANOVA). En este estudio se utilizd el programa SPSS v.17 y se trabajo con un

nivel de confianza del 95% con un p<0.05.
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VII. RESULTADOS.

El presente estudio tuvo como propésito evaluar in vitro la actividad
antibacteriana de tres sustancias experimentales usada en esta investigacién como
medicamentos intraconductos: hidréxido de calcio en pasta, extracto etandlico de
Propoleo de Apis mellifera al 1,5% vy extracto de Morinda citrifolia al 6%. Se
realizaron cultivos de colonias de Enterococcus faecalis ATCC 29212 sobre
dentina de premolares humanos, los cuales posteriormente fueron sometidos a las
diversas sustancias experimentales y se realizaron las evaluaciones por conteo de

unidades formadoras de colonias (UFC) a las 48 y 72 horas.

En este estudio se utilizaron 11 muestras por cada tipo de sustancia experimental
con tiempos de 48 horas y 72 horas para verificar si el crecimiento bacteriano en
la placa de recuento es la misma, disminuye o0 aumenta. De las 11 muestras que se
utilizaron por cada medicamento y tiempo de evaluacién, no se pudieron hacer las
lecturas de las UFC: hidroxido de calcio a las 72 horas (1 muestra), Propdleo (2
muestras) una a las 48 y otra a las 72 horas y Morinda citrifolia (1 muestra) a las
48 horas, todas ellas por problemas en el manejo de la temperatura del agar de
soya en las placas Petri pero ello no altero los resultados puesto que la muestra
minima era de 10 unidades por cada sustancia experimental y tiempo de

evaluacion.

De los cultivos evaluados a las 48 horas, se observo que el mayor promedio de
UFC se present6 en el hidroxido de calcio (8.27 x 10*#) seguidos de la Morinda
citrifolia (4.33 x 10%) y el Propoleo (4.15 x 10%) el cual resulto de mayor

actividad antibacteriana. Los mismos resultados se obtuvieron cuando la
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evaluacion se hizo a las 72 horas con hidréxido de calcio (7.79 x 10), Morinda
citrifolia (4.76 x 10#) y Prop6leo (3.35 x 10™). Ademas, se observd que en el caso
del hidroxido de calcio y el Propdleo las UFC disminuyeron con el tiempo, efecto
contrario sucedi6 en el caso de la Morinda citrifolia. En el andlisis estadistico para
comparar las diferencias de las medias entre cada una de las sustancias
experimentales usadas como medicamentos Endoddnticos intraconductos segin el
tiempo de evaluacion, se puede afirmar que no existe diferencias estadisticamente

significativas al momento de evaluar el conteo de UFC (Tabla N° 1).

Cuando se hizo el analisis de la actividad antibacteriana de las tres sustancias
experimentales usadas como medicamentos intraconductos frente al E. faecalis en
cada tiempo de evaluacion mediante el promedio de las UFC, a las 48 y 72 horas
se reportd en ambos casos diferencias estadisticamente significativas (p<0.012 y
p<0.005, respectivamente) donde la respuesta antibacteriana del Propoleo es
mayor, seguido de la Morinda citrifolia y al final el hidréxido de calcio. (Tabla N°

2)

Finalmente se evalué la actividad antibacteriana comparando las sustancias
experimentales por pares mediante sus promedios de UFC; A las 48 horas se
registraron diferencias estadisticamente significativas a favor del Propoéleo
(p<0.026) y la MCJ (p<0.029) ambas frente al hidréxido de calcio; sin embargo,
no se registro esta diferencia significativa entre el Prop6leo y la MCJ (p> 0.05). A
las 72 horas solo existié diferencia estadistica significativa a favor del Propdleo

frente al hidroxido de calcio (p<0.004) (Tabla N° 3)
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Los resultados obtenidos bajo las condiciones de este estudio confirman la
hipotesis inicial planteada en esta investigacion: El extracto de Propdleo y el
extracto de Morinda citrifolia usados como medicamentos intraconductos
experimentales producen in vitro una mayor actividad antibacteriana que el
hidroxido de calcio sobre bloques de dentina infectadas con una cepa de

Enterococcus faecalis ATCC 29212 a las 48 y 72 horas.
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Tabla N° 1

Comparacion de la respuesta antibacteriana frente al Enterococcus faecalis
ATCC 29212 segun tiempo de evaluacion.

Medicamento .
Tiempo n

Intraconducto Media* Desv. Est.* p*
Hidréxido de
Calcio
48 horas 11 8.27 4.35
72 horas 10 7.79 3.34 0.594
Propdleo 1,5%
48 horas 10 4.15 2.35
72 horas 10 3.35 2.28 0.426
Morinda citrifolia
6%
48 horas 10 4.33 2.62
72 horas 11 4.76 2.81 0.970
*: Prueba T para Muestras Relacionadas
+: Valores de UFC x 10
Tabla N° 2

Comparacion de la respuesta antibacteriana frente al Enterococcus faecalis
ATCC 29212 segun medicamento intraconducto.

Medicamento

Tiempo Intraconducto : Media* Desv. Est™* pP*
48 horas
Hidréxido de Calcio 11 8.27 4.35
Prop6leo 1,5 % 10 4.15 2.35 0.012
Morinda citrifolia 6% 10 4.33 2.62
72 horas
Hidréxido de Calcio 10 7.79 3.34
Propdleo 1,5% 10 3.35 2.28 0.005
Morinda citrifolia 6% 11 4.76 2.81

*: Prueba de Analisis de Varianza
+: Valores de UFC x 10*
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Tabla N° 3

Comparacion de la respuesta antibacteriana frente al Enterococcus faecalis
ATCC 29212 segun medicamento intraconducto.

. Medicamento Desv.
Tiempo Intraconducto n Media* Est.* p*
48 horas
Hidréxido de Calcio 11 8.27 i 0.026
Propdleo 1,5% 10 4.15 2.35
Hidréxido de Calcio 11 8.27 4.35 0.029
Morinda citrifolia 6% 10 4.33 2.62
Propdleo 1,5% 10 4.15 235 0.992
Morinda citrifolia 6% 10 4.33 2.62
72 horas
Hidréxido de Calcio 10 7.79 % 0.004
Propoleo 1,5% 10 3.35 2.28
Hidréxido de Calcio 10 7.79 3.34 0.054
Morinda citrifolia 6% 11 4.76 2.81
Propoleo 1,5% 10 3.35 2.28
Morinda citrifolia 6% 11 4.76 2.81 o

*: Prueba T para Muestras Relacionadas
+: Valores de UFC x 10*
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VIIl.  DISCUSION
En esta investigacion se eligié al E. faecalis porque es un organismo facultativo
que es facil de cultivar y ademas coloniza los tubulos de manera eficiente y
répida. Este microorganismo se esta utilizado ampliamente en las investigaciones
del &rea de endodoncia porque se ha encontrado que esta presente en el 63% de
los dientes con periodontitis apical asintomatica post tratamiento y puede
sobrevivir en condiciones adversas debido a su capacidad para la formacion de
biopeliculas haciéndolas més resistentes a la fagocitosis, los anticuerpos y los

agentes antimicrobianos. ‘9

En esta investigacion, el modelo de diente extraido desarrollado por Haapasalo &
Orstavik se modific6 para incluir dientes humanos como muestras,
proporcionando asi una mejor simulacion del entorno clinico para evaluar la
eficacia de las sustancias experimentales usadas como medicamentos
intraconductos en la desinfeccién de los tubulos dentinarios. Los bloques de
dentina del conducto radicular se mantuvieron a un estandar de 5,0 mm de altura 'y
6 mm de didmetro para asegurar la colocacién de una cantidad constante de
bacterias durante la inoculacion y medicacion intracanal durante la
desinfeccion. Las muestras se analizaron a una profundidad de los tabulos
dentinarios de 200 um. porque se sabe que el medicamento intracanal como el

hidroxido de calcio, penetra solo hasta 200-300 pm. 9

Murray (2008), Chaitanya (2016), Choudhary (2018), Divia (2018) y Singh
(2019) estudiaron al MCJ como irrigante intraconducto contra E. Faecalis y en

todos ellos hubo disminucién en diferentes grados de los recuentos microbianos,
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pero como medicamento endodontico intraconducto no ha sido evaluado
ampliamente. © 3% 2. 3.42) E| presente estudio confirma la propiedad antibacteriana
de esta fruta, sin embargo, esta eficacia disminuye cuando se evalla a 48 y 72
horas. Si bien es cierto a las 72 horas pierde el nivel de significancia esto podria
ser contrarrestado si elevamos la concentracion del medicamento y/o aumentamos

la muestra de manera significativa para futuras investigaciones.

Del Carpio-Perochena y col. ® evaluaron la eficacia del extracto etanélico de
propbleo (EPE) y las nanoparticulas de quitosano (CNP) incorporados a una pasta
de Ca (OH) > frente al Enterococcus faecalis después de 7 y 14 dias; reportaron
que los grupos de Ca (OH) 2/EPE solo fueron efectivos en la eliminacion de
bacterias durante los primeros 7 dias de tratamiento. En la presente investigacion
se encontrd que la actividad antibacteriana del prop6leo aumenta con el transcurrir
de los dias. Habria que ampliar los dias de medicacion en un proximo estudio para
evaluar si con el transcurrir de los dias la actividad antibacteriana también

disminuye.

Lama y col. ® evaluaron in vitro la efectividad antimicrobiana del Propdleo al
30% frente al Enterococcus faecalis utilizando matrices de dentina infectada y
compararon su eficacia con la pasta de hidroxido de calcio cuando es usada como
medicacién intraconducto por periodos de 24 y 48 horas; reportaron que el
Propbleo fue significativamente méas efectivo que el hidroxido de calcio lo cual
concuerda con los resultados de esta investigacién con la diferencia que el

muestreo microbiolédgico se realizo utilizando puntas de papel estéril, limas
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headstrom e inmersion del disco. La evaluacion fue en placas en placas Petri

similar a la presente investigacion.

Kandaswamy y col. @9, evaluaron la eficacia antibacteriana del hidroxido de
calcio en pasta, Propdleo y Morinda citrifolia frente al Enterococcus faecalis,
reportaron que, existio una diferencia significativa del promedio de UFC cuando
se compararon los medicamentos con el grupo control (solucién salina), también
reportaron que el Propoleo tiene una efectividad de 71%, la MCJ un 69% vy el
hidroxido de calcio 55% sin diferencias estadisticas entre el propoleo y la MCJ. Si
bien los tiempos de evaluacion fueron de 1, 3y 5 dias estos resultados concuerdan
con los encontrados en esta investigacion donde el propoleo y la MCJ son mas
eficaces contra E. faecalis en dentina de dientes extraidos frente al hidroxido de

calcio.

Pimenta y col. ©®® evaluaron la actividad antimicrobiana del propdleo pardo
brasilefio como medicamento intraconducto frente el Enterococcus faecalis,
reportaron que la pasta de prop6leo marron al 40% y la pasta de prop6leo marrén
al 20% + pasta de hidroxido de calcio fueron més efectivas que la pasta de
hidroxido de calcio con suero fisioldgico; a diferencia de esta investigacion ellos
analizaron el crecimiento bacteriano por espectrofotometria despuées de 15 dias y
usaron dientes de bovinos recién extraidos. La conclusion fue que el propoleo

pardo brasilefio muestra capacidad antibacteriana contra E. faecalis.

Cuando el propdleo se usa en nanoparticulas sus propiedades mejoran con

respecto al propdleo comun; por su reducido tamafio tienen la capacidad de
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superar las barreras anatomicas y fisioldgicas, son mas faciles de absorber y por

tanto aumentan la actividad antibacteriana y antifungica.

Parolia y col ®® en el 2020 usaron 240 dientes humanos extraidos para obtener 6
mm del tercio medio de la raiz similar a nuestro estudio. EI conducto radicular se
agrandd a un diametro interno de 0,9 mm y las muestras se inocularon con E.
faecalis durante 21 dias. Las muestras se dividieron en ocho grupos (n = 30)
segun el medicamento colocado: grupo I: solucion salina, grupo Il: Quitosano,
grupo I11: Propoleo 100 pg / ml (P100), grupo IV: propoleo 250 pg / ml (P250),
grupo V: Nanoparticula de quitosano-propoleo 100 pg / ml (CPN100), grupo VI:
Nanoparticula de quitosano-propoleo 250 pg / ml (CPN250), grupo VII: hidroxido
de calcio en pasta (CH) y grupo VIII: clorhexidina al 2% (CHX) gel. Se
recogieron virutas de dentina a profundidades de 200 y 400 um, y se hizo la
lectura de UFC al final de los dias 1, 3 y 7. CPN250 fue el mas efectivo en la
reduccion de colonias de E. faecalis en el dia 1 y 3 en ambas profundidades. En el
dia 7 CPN250 fue igualmente efectivo como CPN100 y CHX al 2%. De estos
resultados se puede concluir que el propdleo usado en nanoparticulas solo o en
combinacion seria mas eficiente que el propdleo comidn que fue usado en la

presente investigacion.

Parolia y col ®9 en el 2021 evaluaron el efecto antibacteriano de las
nanoparticulas de prop6leo (NP) como irrigante endoddntico contra
el Enterococcus faecalis dentro del sistema de conductos radiculares. Seccionaron
210 dientes humanos extraidos para obtener 6 mm del tercio medio de la raiz. El

conducto radicular se amplié a un diametro interno de 0,9 mm. Las muestras se

33



inocularon con E. faecalis durante 21 dias y se dividieron en siete grupos, con 30
bloques cada grupo: grupo I: solucion salina; grupo Il: prop6leo 100 pg /
ml; grupo I11: propdleo 300 pg / ml; grupo 1V: nanoparticulas de propdleo 100 ug
/ ml; grupo V: nanoparticula de propéleo 300 pg / ml; grupo VI: hipoclorito de
sodio al 6%; grupo VII: clorhexidina al 2%. Se recogieron virutas de dentina a
profundidades de 200 y 400 um, y se determin6 el nimero total de UFC al final de
1, 5 y 10 minutos. Nanoparticulas de 300ug/ml (PN300) fue significativamente
mas eficaz en la reduccion de UFC en comparacién con todos los demas grupos
(p <0,05) excepto 6% NaClO y 2% CHX (p> 0,05) en todos los intervalos de
tiempo y en ambas profundidades. A los cinco minutos, NaClO al 6% y CHX al
2% fueron los mas eficaces para reducir las UFC (p <0,05). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre PN300, NaClO al 6% y CHX al 2% a
los 10 min (p > 0,05) por lo tanto PN300 fue tan eficaz como NaCIO al 6% y
CHX al 2% para reducir biopeliculas de E. faecalis. Estos resultados podrian
complementar a la medicacion intraconducto un protocolo de irrigacion con
propdleo y/o Morinda citrifolia en aquellos casos donde la infeccidn persistente es

causante de los fracasos endoddnticos.

En nuestra investigacion cuando se evaluaron los datos en funcién del
medicamento utilizado, se evidencid que a las 48 horas si existio diferencia
significativa (p=0.012) entre los tres medicamentos evaluados, siendo el mas
eficaz el Propoleo seguido de la Morinda citrifolia y al final el hidréxido de calcio
resultados que se mantuvieron a la evaluacion de 72 horas (p=0.005). Queda claro
entonces que bajo las condiciones de este estudio tanto el Propdleo como la

Morinda citrifolia son adecuados sustitutos como agentes antimicrobianos en

34



funcion de su eficacia para disminuir el crecimiento bacteriano a las 48 y 72

horas, lo cual se apoya con los estudios previos.

La presente investigacion pretende con sus resultados ser el inicio de nuevas
investigaciones para tener mayor evidencia cientifica con respecto a las
concentraciones, tamafio de particulas, tiempos adecuados para su utilizaciéon asi
como de las posibles consecuencias si es usado en el ser humano entre otros temas
por investigar. De los resultados que se obtuvieran se podria optar por el Propdleo
y la Morinda citrifolia como nuevos medicamentos intraconductos de mayor

eficacia antibacteriana que el hidréxido de calcio que es utilizado en la actualidad.
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IX.

CONCLUSIONES.

. El extracto etanolico de Propdleo al 1,5%, extracto de Morinda citrifolia al

6% Yy el hidroxido de calcio en pasta presentan actividad antibacteriana in
vitro sobre bloques de dentina infectadas con cepas de E. faecalis ATCC

29212 a las 48 y 72 horas.

. El extracto etandlico de Propéleo al 1,5% vy el extracto de Morinda

citrifolia al 6% presentan in vitro mejor actividad antibacteriana
estadisticamente significativa que el hidroxido de calcio en pasta sobre
blogues de dentina infectadas con cepas de E. faecalis ATCC 29212 a las

48 y 72 horas.
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RECOMENDACIONES

Se necesitan mas investigaciones para evaluar la biocompatibilidad de
estas sustancias experimentales usadas como medicamentos endodonticos
intraconductos con los tejidos periapicales y analizar el sinergismo entre

los componentes del Propdleo, Morinda citrifolia e hidroxido de calcio.

En esta investigacion, se evalu6 la actividad antimicrobiana del Propéleo y
la Morinda citrifolia frente a una sola especie. Aunque el Enterococcus
faecalis se puede encontrar en casos de Infecciones persistentes,
tipicamente, la mayoria de las infecciones endodonticas son biopeliculas
de multiples especies. Por lo tanto, los estudios futuros deben evaluarse

frente a una biopelicula polimicrobiana.

En el futuro se debe realizar mayores investigaciones para evaluar la
actividad del Propdleo y la Morinda citrifolia en sus diferentes
concentraciones frente al Enterococcus faecalis ya no solo en dientes
extraidos si no mejor aun en modelos animales para lograr mayor

evidencia cientifica.

La actividad antimicrobiana del Propdleo de Oxapampa y de la Morinda
citrifolia de Bagua no han sido estudiadas en profundidad, por lo tanto, es
necesario realizar mas investigaciones para comprender y dilucidar su

mecanismo de accion, especialmente a nivel celular.
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X1l ANEXOS

Anexo 1: Comparacion de dos medias.

Comparacion de dos medias:
Formula:

o 2@t Z)Pe?
&2

n = sujetos necesarios en cada una de las muestras

Z, = Valor Z correspondiente al riesgo deseado

Zy, = Valor Z correspondiente al riesgo deseado

S$* = Varianza de la variable cuantitativa que tiene el grupo control o
de referencia.

d = Valor minimo de la diferencia que se desea detectar (datos
ieativos)




Anexo 2: Preparacion del modelo in vitro de infeccion de los tubulos dentinarios.

e Corte de pré-molares inferiores
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e Preparacion del caldo de Brain Heart Infusion (BHI, infusion de cerebro y
corazon)




e Bloques de dientes inoculados con Enterococcus faecalis

Bloques de dientes inoculados con Enterococcus faecalis



Incubados por 21 dias y recambio del BHI por 21 dias por centrifugado

A los 21 dias se realizo tincion Gram para verificar la supervivencia de las
bacterias



Anexo 3: Medicacion endodontica experimental a base de propoéleo.

CERTIFICADO

El presente certificado es un documento de Autenticacion del propdieos materia
prima empleado para |a elaboracion del Extracto Hidroalcohdlico al 1,5% utilizado
para obtener su formulacion con metilcelulosa,

SOLICITANTE

JUAN CARLOS LUGO PALMADERA

ANALISIS

Autenticaciéon de Propoleos y Elaboracién de Extracto Hidroalcohdlico al 1,5
% con metiiceiulosa

CANTIDAD DE MUESTRA

100g © x

ORIGEN DE LA MUESTRA

La muestra de propdleos fue cosechada durante el mes de agosto de 2011
en Oxapampa. El tipo de abeja utilizada fue la clasica abeja melifera italiana
(Apis mellifera L.).

AUTENTICACION DE PROPOLEOS MATERIA PRIMA

La muestra de propbleos materia prima proveniente de Oxapampa fue
cosechado aplicando el método de raspado de las partes superiores de la
colmena, El mismo fue sometido a diversos analisis organoiépticos y
fisicoquimicos con Ia finalidad de autenticario (Tabla 1).

Tabla 1. Andlisis requeridos para la autenticacién del propdlecs

materia prima colectado en Oxapampa.
N° | ANALISIS RESULTADO
01 | Caracteristicas Organolépticas 444
02 | Presencia de Flavonoides ++
03 | Presencia de Aceites Esenciales e+
04 | Presencia de Resinas e+
05 | Presencia de Esteroides y Triterpenos ++
P +*+
06 | Indice de Oxidacion (<20seg) |
++
07 | Espectro UV-VIS (200-750 nm) (Méximos)
08 | Contenido de Resinas y Bélsamos 83 %
08 | Contenido de Ceras 34 %
CONCLUSIONES

1. El producto natural denominado ‘propdlecs” y proveniente de
Oxapampa, cumple con todas las caracleristicas de ese producto
natural

2. El propéleos materia prima proveniente de Oxapampa es adecuado para
el desarrollo de extractos hidroaicohdlicos.



IIl. ELABORACION DE EXTRACTOS CON METILCELULOSA

Materiales

Espatula, vasos de precipitado (04), probeta, bafo de agua, agitador de
vidrio, papel de filtro, frascos ambar de boca ancha (03), frascos ambar
de boca estrecha 60 mi (06).

Equipos
Balanza digital de precision, bafio de agua, malino eléctrico, refrigeradora
no frost.

Reactivos
Aqu‘a destilada, aicohol etilico 70 % (v/v).

Obtencién del extracto de propdleos al 5 % (p/v)

El propdlecs materia prima previSBamente autenticado y libre de impurezas,
es pulverizado y se pesan 36 g. La muestra pesada se trasvasa a un frascos
ambar de boca ancha y se aftaden 100 ml de solucién hidroalcohdlica al 70
% (viv), manteniéndola en reposo durante 2 h. Se someten a maceracion
durante 15 dias y finaimente son filtrados,

Los extractos obtenidos se estandarizan con solucion hidroalcohdlica hasta
alcanzar la concentracion de solidos solubles del 5 % (p/v), Se trasvasa a

__un frasco de color ambar y boca estrecha, se le identifica adecuadamente

y se aimacena en un lugar seco, fresco y alejado de la luz hasta su empleo
de la formulacion,

Control de calidad del extracto de propdleos al 5 % (p/v)
Tabla 1. Andlisis de control de calidad del extracto de propdleos

al 5% (piv).
N° | ANALISIS RESULTADO
01 | Sélidos totales solubles (%) 503+002 |
01 | Presencia de Flavonoides 4t
02 | Presencia de Aceites Esenciales 444
03 | Presencia de Resinas e
04 | Presencia de Esteroides y Triterpenos ++
4+

05 | Indice de Oxidacion (<20 seg.)
06 | Espectro UV-VIS (200-750 nm) " !‘;’"m

Actividad antibacteriana frente a Cepa ]

07

de Staphylococous aureus Halos de inhibicidi




* Preparacion de la formulacion
Se prepara un gel a partir de 10 g de metiicelulosa en agua destilada y se
agrega cuidadosamente con agitacion continua @ 30 ml del extracto
obtenido hasta obtener 100 ml de producto terminado
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Anexo 4: Medicacion endodontica experimental a base de Morinda Citrifolia.

CERTIFICADO

El presente certificado es un documento de Autenticaciéon de la formulacion
obtenida a partir de un extracto puro al 100 % de Morinda citrifolia L. (Noni)
utilizada como materia prima de partida para la elaboracion de una formulacion
con metilcelulosa.

* SOLICITANTE
JUAN CARLOS LUGO PALMADERA

= ANALISIS
Autenticacién de un jugo puro de frutos de Morinda citrifolia al 100 % y
Elaboracién de una solucion al 8 % con metiicelulosa,

= CANTIDAD DE MUESTRA 2
Botella de vidrio de color ambar, conteniendo 750 ml de extracto puro de
Morinda citrifolia L.

I. AUTENTICACION DEL EXTRACTO DE MORINDA CITRIFOLIA
El jugo de Morinda citrifolia obtenido a partir del fruto fue sometido a diversos
analisis organolépticos y fisicoquimicos con la finalidad de autenticario

(Tabla 1).
Tabla 1. Anilisis requeridos para la autenticacién del
N° | ANALISIS "ET"°°°I ot | RESULTADOS
rju\Cofor. olocly “bo'lll"organowpﬁco e
02 | Presencia de Carbohidratos | Screening fitoquimico ++
03 | Presencia de Azucares | Screening fitoquimico L
Reductores
04 | Glicosidos cardiacos Screening fitoquimico ++
05 | Presencia de cumarinas Screening fitoquimico +
06 | Presencia de Escopoletina CCF (Silica Gel 80 e
(7-hidroxi-6-metoxi Fas« (20 x 20 com; Manchas
cumarina) Merck) vs. Estandar | fluorescentes de
primaric revelado con | color azul claro
Lampara UV a A=365| (Rf.04-086)
nm.
07 | Presencia de Alcaloides S uimico
08 | Presencia de Saponinas Screening fitoquimico +
09 Presencia de Azicares | Screening fitoquimico +
reductores
10 | Presencia de Flavonoides | Screening fitoquimico 4+
11 | Presencia de Esteroides Screening fitoquimico ++
12 | Presencia de Fenoles Screening fitoquimico +
13 | Presencia de Taninos Screening fitoquimico +4
14 | Presencia de Terpenoides | Screening fitoquimico ++




* CONCLUSIONES
1. El producto natural Morinda citrifolia (Nonl) cumple con todas las
caracteristicas de ese producto natural.
2. El jugo de Morinda citrifolia L. (Noni) es adecuado para el desarolio de
formulaciones.

Il. ELABORACION DE JUGO CON METILCELULOSA AL 6%

* Preparacién de la formulacién
Se pesan 6 g de extracto seco de jugo de Morinda citrifolia L y se
disuelven con agitacion continua en 20 ml de agua destilada,
Postériormente,” se le agrega la cantidad suficiente de un gel preparado
previamente a partir de 10 g de metilcelulosa en agua destilada, hasta
obtener 100 mi de producto terminado.
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Anexo 5: Test de Desinfeccion de los Bloques Infectados.

| A
o

Medicacion intraconducto con los medicamentos endodonticos experimentales e
Hidroxido de calcio e incubacion por 48 y 72 horas



Preparacion de diluciones y placas Petri



Contador de Quebec Muestra a las 48 y72 horas



Anexo 6: ficha de recoleccién de datos.

N° DE PLACA FECHA TIEMPO: (24 horas) (48
horas)
Medicacion CFU
intraconducto

Propoleo al 60%

Morinda citrifolia
Juice al 6%

Hidréxido de Calcio




Anexo 7: Spread plate technique.

Standard Methods Agar (SMA) is used routinely for the spread plate technique
to enumerate heterotrophic bacteria. R2A agar can also be used.

Plates are allowed to warm to room temperature and dry before
inoculating.

Serial dilutions are prepared (using 0.1 % peptone water) so that
following incubation, one of the dilutions will yield growth of 30 - 300
colonies (the ideal range for counting) on the agar plate.

e The plate is inoculated from the dilution
(which has been thoroughly mixed), or
directly from the sample using a 0.1 mL
inoculum, if low counts are expected.

e The inoculum is transferred onto the agar
surface near the center if the plate is hand
spread, or at a designated mark on the plate
if it is being spread by an automatic
spreading device.

e The inoculum is spread over the surface (by
hand or instrument) and allowed to be
absorbed by the medium. Plates are inverted
and incubated as follows:



Anexo 8: Comité de ética de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

B UMIVEREIDAD PERLANA Directuin Unnversitario de

CAYETANO HEREDIA INVESTIGACION, CIENCIA Y
TECNOLOGIA [DUICT]

CAREG-ORVEI191-21
Lima, 13 de septiembre del 2021

Sefor/a
LUGO PALMADERA, JUAN CARLOS
Presente. -

Estimado/a investigador/a;

Es grato dirigirme a usted para saludario y a la vez informarle que el proyecto de Investigacion
titulado: "Eficacia antibacteriana del extracto etandlico de propdleo al 30%, extracto de
Morinda citrifolfo al 6% y el hidréxido de calclo usados como medicamentos endoddnticos
intraconductos frente a una cepa de Enterococcus foecolis ATCC 292127 SIDISE 58554 ha sido
revisado, registrado y aprobado por la Direcckdn Umiversitaria de Investigacidn, Cenca y
Tecnologia de ks Universidad Peruana Cayetano Heredia. Si bien el documento de aprobacion
Inicial Indica vigencia por 1 aflo, de acuerdo al Manual de Procedimientos de nuestra universidad
Y POr sus caracteristicas, este proyecto no requiere evaluacion por el Comité Institucional de
Etica en Humanos o en Animales; por lo que su aprobacion se encuentra vigente.

Agradecemos 1enga a bien presentar su informe de cierre al concluir la gjecucion de su proyecto.

Atentamente,
oA S
Fimads Spaloean pa L. S
“ Comacie y
-~

Av, Hapanio Dedgago &30, SMP 14102 @
Apariacge postal AINA
ST11 2190000 amess 201253 &,

et Baliciney-upch.pe IS

www cayetans, edu po
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