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RESUMEN:

Las propiedades antimicrobianas en los elementos naturales han atraido la atencién
de investigadores como complemento al cemento endoddntico (CE). Este trabajo

se realizo en cuatro fases.

La primera fase identifico la efectividad antibacteriana de la Mentha piperita
(menta), de la Minthostachys mollis (mufia) y del Propolis (tanto en tintura de
propdleo como en propdleo Jalks) en cepas de Enterococcus faecalis (E. faecalis)
de American Type Culture Collection (ATCC 2982). La segunda fase determino la
efectividad incorporada al CE, ambas con prueba de sensibilidad antibacteriana en
dos medios de cultivo (infusion de cerebro y corazén (BHI), agar de cerebro y
corazén (BHA)), luego se aplico coloracion Gram (verificado en microscopio). La
prueba Mc Farland homogenizé la cantidad de bacterias en las placas Petri, se

evaluaron a las 24 horas los halos con un Vernier.

La tercera fase determind la prueba de viabilidad celular (CC50 — MTT), las células
incubadas a una atmosfera al 5% de CO2 con 37°C por 24 horas al 95% de
humedad. La muestra se incub6 con MTT hasta la formacion de cristales
(formazéan), para luego eliminar el medio con 10 ml de dihidrogenasa. La solucion
solubilizadora (isopropanol 100 microlitros) hasta la completa solubilizacion y
analisis con Enzyme Linkked Immunosorbent Assay (ELISA) (Thermo Fisher Inc,

Waltham, Massachusetts, Estados Unidos).

La cuarta fase determiné la biocompatibilidad del CE en un modelo In-Vivo de 12
ratas tipo WISTAR machos con 5 meses de edad (300gr a 400gr). Fueron depilados,
desinfectados, anestesiados, con incision (10mm largo por 2 mm profundidad) para

las muestras y se suturd. Luego de 30 dias se extrajeron y procesaron las muestras.



Los resultados en primera fase identificaron a la menta con la mayor inhibicion
(5.975mm). En la segunda fase, el CE control present6 la mayor inhibicién (18.050
+ 0.451 mm), seguido del CE con menta (16.498 £ 0.460 mm). En la tercera fase el
CE presento mayor viabilidad y en la cuarta fase el CE con propoleo presentd la

mayor biocompatibilidad (4.00 + 3.00 células).

Con el andlisis estadistico de varianza (ANOVA) y la prueba post-hoc de Turkey
se puede concluir que el efecto antibacteriano de la mufia sola fue superior, y la de
menor biocompatibilidad en el CE. EI CE con menta fue mejor antibacteriano y

obtuvo mayor porcentaje de viabilidad.

Palabras clave: BHA (Agar de cerebro y corazon), Enterococcus faecalis, Menta,
Mufia, Propoleo.



ABSTRACT:

The antimicrobial properties in natural elements have attracted the attention of
researchers as a complement to endodontic cement (EC). This work was carried out

in four phases.

The first phase identified antibacterial effectiveness of Mentha piperita (mint), of
Minthostachys mollis (mufia) and Prépolis (in propolis tincture and propolis Jalks)
in Enterococcus Faecalis (E. Faecalis) strains from the American Type Culture
Collection (ATCC 2982). The second phase determined the -effectiveness
incorporated into the CE, both with antibacterial sensitivity testing in two culture
media (brain and heart infusion (BHI), brain and heart agar (BHA)), then Gram
staining was applied (verified under a microscope). The Mc Farland test
homogenized the amount of bacteria in the Petri plate, the halos were evaluated

after 24 hours with a Vernier.

The third phase determined the cell viability test (CC50 — MTT), the cells incubated
in an atmosphere of 5% CO2 with 37°C for 24 hours at 95% humidity. The sample
was incubated with MTT until the formation of crystals (formazan), and then the
medium was removed with 10 ml of dihydrogenase. The solubilizing solution
(isopropanol 100 microliters) until complete solubilization and analysis with
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Thermo Fisher Inc, Waltham,
Massachusetts, United States).

The fourth phase determined the biocompatibility of the CE in an-In-Vivo model
of 12 5-month-old male WISTAR-type rats (300g to 400g). They were depilated,
disinfected, anesthetized, incised (10mm long by 2mm deep) for samples and
sutured. After 30 days, the samples were extracted and processed.



The results in the first phase identified the mint with the greatest inhibition
(5.975mm). In the second phase, the control CE presented the greatest inhibition
(18,050 + 0.451 mm), followed by the CE with mint (16,498 + 0.460 mm). In the
third phase the EC presented greater viability and in the fourth phase the EC with
propolis presented the greatest biocompatibility (4.00 £ 3.00 cells).

With the statistical analysis of variance (ANOVA) and Turkey's post-hoc test it can
be concluded that the antibacterial effect of mufia alone was superior and its
biocompatibility was lower in the CE. The CE with mint was better antibacterial

and obtained a higher percentage of viability.

KEYWORDS: BHA (Brain and Heart Agar), Enterococcus faecalis, mint, Muiia,
Propolis.



. INTRODUCCION

El tratamiento de conductos radiculares es utilizado para la preservacion de la pieza
dentaria y el periodonto en la cavidad oral, esta indicada en diferentes casos como
son la pulpitis irreversible sintomatica 44.9%, pulpitis irreversible asintomatica
23.6%, necrosis pulpar 12.4%, pulpa sana 11.2% y pulpitis reversible 7.9% *. Y de
estos casos, el 33% correspondian a Enterococcus faecalis (E. faecalis) 2. Por ello,

la preservacion de la pieza dentaria es de suma importancia.

La preparacion del conducto radicular incluye procedimientos de remocion y
conformacién de la cavidad (apertura), conductometria e instrumentacion (con el
proceso de irrigacion donde se mantiene el conducto con un liquido que ayuda a
desinfectar el conducto durante la preparacién biomecéanica y la remocién de todo
el tejido extraido durante la preparacién), secado y conometria (se toman las
radiografias para el control de la medida del material de obturacion) y obturacion
(donde el material de relleno se une con un cemento y sellan el conducto), en el
2017 Olczak et al.?, y antes en el 2014 Belladonna et al.*, agregaron a las
propiedades de los cementos endoddnticos el ser biocompatibles, no reabsorbibles,
impermeables a la disolucidn de los fluidos tisulares, poseer sellado hermético y
presentar buena manipulacion, en el 2018 Modh et al. °, coincidieron con esa

definicion.

Los materiales de relleno radicular aumentan el porcentaje de éxito del tratamiento
mediante la reduccion de microfiltraciones sepultando las posibles bacterias
remanentes en los espacios dentro del conducto radicular como lo mencionaron en
el 2015 Mokhtari et al.®, que la eficacia de un material esta en estrecha relacion
entre el sellado adecuado de los espacios del conducto radicular, que a su vez esta
establecida por las propiedades fisicas y quimicas, asi como de su manipulacién

como lo mencionaron en el 2017 Jorgensen et al.’



En el 2018 Huang et al.8, detallaron que los espacios de los tercios radiculares sin
rellenar tanto en coronal como en apical pueden albergar microfiltraciones y
reinfecciones debido al sistema de los conductos radiculares que podrian contribuir
con fallas en el tratamiento, como lo refirieron en el 2018 Yanpiset et al.®, y Jain et
al.’% describieron que los cementos endoddnticos en combinacion con los

materiales de relleno favorecen el éxito del tratamiento.

En el 2004 Shipper et al.', evaluaron la filtracion de bacterias en los conductos
radiculares obturados con un material de relleno radicular a base de polimeros
sintéticos termoplasticos contra la gutapercha, utilizando dos técnicas de obturacion
(lateral y vertical) durante un periodo de 30 dias. Para esta prueba se colocaron en
la parte superior de la camara pulpar el Estreptococo mutans (S. mutans), y en el
inferior solo el relleno y fueron controladas por 30 dias. Se demostré desde el
primer dia que los cementos basados en rellenos poliméricos termoplasticos
impiden con mejor eficiencia las filtraciones, idealmente han sido una
aproximacion atractiva por sus propiedades fisicas y quimicas como un material de
obturacién (cemento endodontico) suficientemente rigido para ocupar el espacio

existente en el conducto radicular lo que favorecié el sellado coronal y apical.

El desarrollo tecnolégico en los cementos endodonticos hace que las propiedades
fisicas y quimicas sean muy especificas es por ello se busca adicionar nuevas
propiedades como la incorporacion de agentes inhibitorios de bacterias descritas en

el 2021 por Kitagawa et al.*?

En este trabajo de investigacidn se inicié con la aprobacion del comité de ética
institucional (Anexo 1 fig. 1-3) e incluyo la presencia de algunos elementos
naturales conocidos (Anexo 2 fig. 4-5) como la menta (Anexo 2 fig. 6-9), muia
(Anexo 2 fig. 10-14) y propdleo los cuales han tenido un aumento significativo en
la cantidad de articulos publicados sobre ellos.***®. Las tendencias globales hacia

los productos naturales han sido estimuladas debido a su éxito en muchos trabajos



de no pierde la propiedad, esto ha favorecido el interés por la investigacion, sobre
el potencial en el &rea médica por parte de los elementos naturales. Estos se han
usado como una medicina popular, ahora, en odontologia se estan utilizando para
el control de la microflora, como lo refieren los estudios del 2017 de Baranwal et
al. 1, del 2021 Arora et al.’, y del 2019 Saha et al.'8

El primero de estos elementos naturales es el propo6leo, con compuesto similar a las
resinas, es un compuesto balsamico, resinoso elaborado por las abejas a partir de
los exudados de las plantas y es usado para proteger la colmena, capital del distrito
y de la provincia de Oxapampa en el departamento de Pasco (1000 m.s.n.m. a 2300
m.s.n.m.) Oxapampa.’®. En el 2018 Ahangari et al.?°, describieron que el propéleo
esta compuesto por 55% de resinas y balsamos, de 30% a 40% de cera de abeja, de
5% a 10% de aceites esenciales o volatiles, 5% polen y de otros materiales

organicos y minerales.

En el 2017 Vasudeva et al.?!, evaluaron el nivel de desinfeccion de algunos
productos naturales dentro de ellos el propdleo en gel. Para ello empleé 110
primeros premolares mandibulares humanos y los infecto con E. faecalis
evaluandolos por 21 dias a una profundidad de entre 200 a 400 micras. El resultado
sefialo que el més eficaz en la eliminacion del E. faecalis fue la clorhexidina en gel,
seguido por el propdleo. El estudio concluy6 que el propoleo puede ser Gtil como
un medicamento intraconducto por presentar buena accién antibacteriana contra el

E. faecalis.

En el 2010 Kandaswamy et al.??, investigaron la actividad antimicrobiana del
propdleo a una profundidad de 200 y 400 micras, para ello emplearon 180 piezas
premolares mandibulares uniradiculares extraidas por razones ortoddnticas
recientes humanas que fueron infectadas con E. faecalis por 21 dias, a los que se

les evalué al final del dia 1, 3 y 5. Se recogieron las virutas de dentina a



profundidades de 200 micras y 400 micras. El estudio concluy6 que estos productos

(el propoleo entre ellos) tenian accion antimicrobiana.

El segundo elemento natural con propiedades antimicrobianas a mencionar es la
menta, planta herbacea aromatica con hojas verdes y flores blancas o violetas,
utilizada como antibacteriano.?, en la India se siembran en mayor porcentaje en

Uttar Pradesh y Punjab. Existen 3 tipos (piperita, hierbabuena y menta poleo).?*

En el 2015 De Souza Barros et al.?®, evaluaron la composicion quimica de varios
tipos de menta, todas ellas mostraron propiedades antioxidantes, anticolinesterasa
y antifingica, asi como monoterpenos en comdn como son el limoneno,
isomentona, mentol, mentofurano, neoisomentol, eucaliptol. Los aceites de Mentha
piperita y de Mentha spicata mostraron una buena inhibicion de la

acetilcolinesterasa con zonas de inhibicion de 1,0 cm y 0,9 cm, respectivamente.?®

En el 2008 Shayegh et al.?8, estudiaron el efecto de inhibicion fitoterapéutica de la
placa dental supragingival de la Menta piperita y Cuminum cyminum in vitro frente
a S. mutans y Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) donde demostraron la

propiedad antimicrobiana en comparacion a la clorhexidina.

En el 2014 Benbelaid et al.?’, evaluaron varios aceites esenciales en el tratamiento
de infecciones orales causadas por el E. faecalis, concluy6 que los aceites esenciales
extraidos de plantas aromaéticas (menta piperita) pueden ser usadas en el tratamiento
de infecciones orales, especialmente las causadas por el E. faecalis multi-drogo

resistente.



El tercer elemento natural con propiedades antimicrobianas es la mufia, un arbusto
lefioso con una parte superior frondosa de flores blancas que se desarrolla en

Cajamarca, en las regiones montafiosas del Per(i (2700 msnm y los 3400 msnm).?

En el 2016 Lock et al.?®, describieron que el aceite esencial de mufia posee una
composicion variable, pero principalmente, dos monotrepenos la pulegona y la
mentona, ademas presentd mentol, limonene, carvacrol, nerolidol, carvone,

caryophyllene, linalool, germacrene.

En el 2019 Quezada Moreno et al.*°, determinaron la técnica méas adecuada para
obtener la mayor cantidad de aceite esencial y diversidad de compuestos, en la
mufia. Como resultado, el método de extraccion por vapor de agua a niveles de

humedad media fue el que consiguié el mejor resultado.

En el 2021 Cecchini et al.?!, describieron la actividad antibacteriana de la mufia a
las 24 horas en diferentes concentraciones, llegando a concluir que existe una

inhibicion en las concentraciones altas del producto.

El desarrollo de un cemento endodéntico (CE) con propiedades antibacterianas
basado en un producto natural la sitia como un producto novedoso, con un adicional
de ser un producto fabricado en Pert, con minima citotoxicidad y buena
biocompatibilidad, creando un nexo importante entre los productos dentales y
naturales junto con la aplicacién de ellos de forma combinada para la apertura de

nuevas aplicaciones.



OBJETIVO

Objetivo general

Caracterizar un CE con la incorporacion de menta, mufia, propéleo Jalks y

tintura de propoleo.

Objetivos especificos:

1.

Determinar la respuesta antibacteriana de los elementos naturales (menta,
mufa, propoleo Jalks y tintura de propdéleo) mediante el método de
sensibilidad bacteriana sobre las cepas de E. faecalisen AMERICAN TYPE
CULTURE COLLECTION (ATCC2982).

. Determinar la respuesta antibacteriana del CE con la incorporacién de los

elementos naturales (menta, mufa, prop6leo Jalks y tintura de propdleo)
seleccionados mediante el método de sensibilidad bacteriana sobre las cepas
de E. faecalis (ATCC 2982).

Determinar el efecto citotoxico (CC50) (CYTOTOXIC
CONCENTRATION 50 o MTT) del CE con la incorporacién de los
elementos naturales (menta, mufia, propoleo Jalks y tintura de propéleo)
seleccionado frente a la linea celular de MADIN-DARBY CANINE
KIDNEY (MDCK, Darmstadt, Alemania).

Determinar la biocompatibilidad del CE con la incorporacion de los
elementos naturales (menta, mufia, prop6leo Jalks y tintura de prop6leo)

seleccionados mediante el conteo celular en un modelo animal.



I1l. MARCO TEORICO
CEMENTO ENDODONTICO

Dentro de los multiples tratamientos que recibe una pieza dentaria para que se
mantenga como parte integral del sistema estomatognatico y evitar la extraccion

dental, se encuentra la terapia pulpar también Ilamada endodoncia.*

La endodoncia consiste en la remocidn de la parte més interna del diente (la pulpa
dental), y que segin su evaluacion presenta diferentes diagnosticos que son:
inflamacién pulpar (pulpitis) irreversible sintomatica, pulpitis irreversible

asintomatica, necrosis pulpar, pulpa sana, pulpitis reversible.* 32

Luego del diagndstico del caso se inicia el tratamiento, que esté dividido por fases
y cada fase posee una serie de procedimientos, la primera fase consiste en la
remocién y conformacion de la cavidad (llamada apertura) donde se elimina el
tejido dental comprometido, se hacen los desgastes complementarios, se realiza la
conformacién de la cavidad y termina con la ubicacion de los conductos radiculares.
La segunda fase inicia con la toma de la medida del conducto radicular
(conductometria) e instrumentacion de los conductos radiculares, en la que se
realiza la irrigacion del conducto para la preparacion biomecanica y la remocién de
los detritos ocasionados por preparacién del conducto (lavado radicular). La tercera
fase consiste en el secado del conducto radicular y la conometria, donde se prueba
el relleno (gutapercha) para el espacio preparado mediante una radiografia

(conometria). La cuarta fase inicia al embeber el material de relleno en una



sustancia que lo unira con el diente preparado llamado CE, este cumple la funcion
de adherir las estructuras y de rellenar aquellos espacios donde la preparacion
biomecanica no ha sido eficiente, por ello que el CE es de vital importancia para el

tratamiento de conductos radiculares.*?

Uno de los primeros en utilizar cementos endodonticos fue Dr. Grossman quien en
1936 postuldé la practica diaria en la obturacion de los conductos radiculares
juntamente con los conos de gutapercha o de plata previa a la adaptacion en el
conducto radicular.®? Actualmente los cementos deben generar una respuesta tisular
satisfactoria como lo demuestran los estudios en el 2018 de Bezerra et al.3, quienes
evaluaron la respuesta subcutanea en ratas a los 7, 21 y 63 dias encontrando

resultados satisfactorios en cuanto respuesta tisular (> al 50%).

En el 2015 Buchanan et al.*®, afirmaron que la utilizacion de los cementos unidos
a los conos de gutapercha se ha convertido en un material indispensable y de alta
importancia para producir el sellado en los conductos radiculares, y en muchos
articulos los definen como elementos que producen un sellado casi perfecto o
hermético no solo por la capacidad de adhesion hacia la dentina y al material de

relleno, sino que incluye una adaptacion a las técnicas que se utilizaron. >4 32,

En el 2010 Mayid y Dokr.%, describieron precisiones sobre las técnicas de
aplicacion del cemento en las obturaciones actuales que utilizan a los conos de

gutapercha como material de relleno son bajo dos técnicas, la primera de



prefabricacion, y la segunda de termo plastificacion. Por ello, en el 2018 Lone et
al.¥", compararon dos diferentes cementos, uno a base de hidroxido de calcio y el
otro a base de una resina, para ello se utilizd 70 piezas dentales que fueron
instrumentadas e irrigar los conductos radiculares, se distribuyeron aleatoriamente.
Posterior a la obturacién fueron sumergidas en azul de metileno y llevadas al
microscopio optico. Los resultados demostraron que hubo una menor filtracion en

las piezas obturadas con el cemento a base de resina.

En el 2018 Colombo et al.*®, realizaron una comparacion sobre las propiedades
bioldgicas y fisicas - quimicas de cementos endodonticos a base de bioceramicos,
hidroxido de calcio, a base de MTA y a base de resinas. Para ello utilizaron ATCC
de fibroblastos tipo 1 de gingiva humana congelada (CRL-2014). Estos elementos
fueron colocados en modelos de teflon cilindricos y estériles inmediatamente
después de haber sido extraidos y luego se les realizé la prueba de la difusion. Los
resultados obtenidos demostraron que la viabilidad del cemento a base de MTA fue

considerada téxica, fue la de menor viabilidad celular.

Durante el proceso de sellado de los conductos radiculares tratados, se debe de tener
en cuenta las caracteristicas propias de los cementos.®, es asi como Grossman
identifico las primeras caracteristicas o requisitos principales que deberian poseer
los cementos de los conductos radiculares y que fueron mencionados

posteriormente por Tomson et al.*



A) Ser adhesivo o0 pegajoso, producir una adhesion adecuada entre el material de
obturacion y la pared dentinaria del conducto radicular. Es una de las principales
caracteristicas de un CE porque de esta depende la union entre el material de relleno
(cono de gutapercha o cono de plata) y la dentina radicular eliminando los espacios

vacios que podrian estar presentes y convertirse en nichos microbianos.*!

B) Conceder un sellado hermético. Las caracteristicas de lacrado o sellado son de
tener en cuenta, debido a la presencia de conductos laterales, terminaciones delta e
incluso istmos por lo que es imprescindible su fisica horizontal o lateral en la zona
apical o terminal, es igualmente necesario que la zona coronal o superior del
conducto tratado endoddnticamente selle de igual manera pues puede presentarse

conductos laterales, istmos e irregularidades.

C) Radiograficamente debe visualizarse radiopaca. Para poder evaluar si una
endodoncia esta correctamente terminada se utiliza las radiografias de control de
obturacion final, y debe observarse el contraste de densidades radiopacas que
permiten una mejor evaluacion y precision entre las diferentes estructuras,
determinando si el tratamiento de conductos estd dentro de los parametros

aceptables.

D) Granulado fino. El tamafio de las particulas influye en la mezcla final del

producto, mientras mas pequefias se combinan con mejor facilidad y la capa de

10



cemento serd de menor grosor permitiendo penetrarla con mayor profundidad

dentro de los tejidos.

E) Contraccion volumétrica estable. ES necesario mantener una adecuada
estabilidad dimensional para mantener un sellado adecuado, esta estabilidad debe
ser tanto en contraccion como en expansion hasta terminar de fraguar o polimerizar,
evitando grietas o fracturas que puedan comprometer la integridad del

tratamiento.3?

F) No tefir parcial ni totalmente alguna estructura dental. Esta propiedad debe
conservarse no solo al aplicarlo, sino en el tiempo, debido a que esto podria

translucirse en algunos tipos de restauraciones.?

G) Capacidad antibacteriana. El requisito minimo es no favorecer la colonizacion
de bacterias sea que fueron parte de un proceso infeccioso o nuevas bacterias, es

ideal que sea bacteriolitico.%?

H) Tiempo de fraguado lento. Una inconveniente importante es el fraguado
adecuado sobre todo porque los elementos que fraguan rapido poseen mayor
contraccion que los de fraguado lento. Cabe recordar que el tiempo fraguado debe
incluir un tiempo prudencial durante el procesamiento de la obturacion debido a

que ciertas técnicas requieren mas tiempo que otras al incluir diferentes pasos y que

11



luego de ellos deben pasar un control radiogréfico en cual podria ser identificado y
en caso de ser un inconveniente se tendré que desobturar, es por ellos que se prefiere

un tiempo de trabajo lento para su manipulacion.3

I) Insolubilidad. Es una caracteristica importante por la presencia de liquidos

tisulares en la zona apical. Es preferible que esta caracteristica sea permanente.

J) Biocompatibilidad. Es necesario que, al permanecer dentro del cuerpo humano,
este elemento sea biocompatible con el mismo para evitar irritaciones, alergias y

reacciones adversas.%?

K) Solubilidad. Es una caracteristica que, de presentar sensibilidades posteriores
por la invasion del cemento a otros tejidos, esta sustancia pueda tener una rapida

remocién o disolucion.3?

En nuestros dias, a esta lista de caracteristicas se le ha adicionado dos mas, la
primera hace referencia sobre eliminar la posibilidad de una reaccién inmunoldgica
por estar proxima a los tejidos periapicales y la segunda hace referencia sobre
eliminar la posibilidad de ser mutagénico o carcinogénico. Ambas caracteristicas

son muy importantes en los cementos endodonticos.

12



CLASIFICACION DE LOS CEMENTOS ENDODONTICOS

La Gltima fase del procedimiento endoddntico es la obturacién, esté inicia con la
colocacidn del CE en toda la gutapercha (material de relleno), su funcién es adherir
y rellenar los espacios vacios y areas no trabajadas en la dentina radicular. EI CE
debe cubrir la totalidad de las paredes del conducto radicular, mientras que, el
centro de la obturacion del conducto trabajado fue cubierto por la gutapercha. Es
asi como este procedimiento se ha comparado con otras especialidades dentro de
ellos la ortodoncia donde se emplea un adhesivo para los brackets o en operatoria
dental se emplea un adhesivo para las resinas.®* Podemos concluir que el CE es una

parte integral del proceso de obturacion definitivo.*

Actualmente, una de las clasificaciones mas referenciada es la del 2014 de Tomson
et al.%, quienes evaluaron aspectos en la terapéutica y en la clinica, por ello,
clasificaron a los CE de la siguiente forma: A) Base de Oxido de Cinc, B) Base de
hidroxido de calcio, C) Base de iondmero de vidrio, D) Base de silicato de calcio
y, E) Base de silicona. Cada una de ellas contiene propiedades especificas que las

diferencian unas a otras.

Los primeros cementos utilizados fueron a base de éxido de cinc y eugenol
presentando una buena capacidad antimicrobiana, aunque su preparacion requeria
de un mayor tiempo, por lo que causaba irritacion transitoria, eran utilizados con
portadores de calor y se reabsorbian en la extrusion. Los cementos a base de

hidroxido de calcio son antibacterianos (dependiendo de la disolucion) aunque
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menos que los anteriores, estos destacan por ser menos toxicos. Los cementos a
base de ionémero de vidrio son mas solubles, poseen menor capacidad
antibacteriana que los dos anteriores, pero son complicados de eliminar en casos de
correccion o retratamiento.® Los cementos a base de resinas no liberan
formaldehido y poseen una capacidad de sellado superior (adhiriéndose a la
dentina) con poder antibacteriano, no se reabsorbe facilmente, y la respuesta
inflamatoria puede presentarse por unas pocas semanas. Los cementos a base de
silicato de calcio pueden extruirse facilmente y aln estan en desarrollo. Son
conocidos por sus excelentes propiedades de sellado y de biocompatibilidad. El
cemento a base de silicona es de baja viscosidad para fluir dentro de los conductos

radiculares, posee poca contraccion y es biocompatible.*!

En el 2015, Buchanan et al.®, definieron que las técnicas de obturacion mas
comunes son: A) La compactacion lateral utilizando un cono principal y varios
elementos accesorios; B) Un solo cono. En ambos casos la fluidez tipica del CE
mejora el desplazamiento de los conos por dentro del conducto radicular sobre en
las paredes laterales, lo que implica que son importantes en la integridad del

tratamiento del diente.

Las investigaciones preliminares sobre un nuevo sistema de obturacion estuvieron
a cargo de Kalman et al.*?, ellos utilizaron energia sonica para la obturacion de

conductos en piezas dentarias sin cemento. Concluyeron que las piezas dentarias
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obturadas sin cemento no eran mejores que las que si empleaban cementos

endoddnticos.

Los estudios realizados en el 2017 por Gjorgievska et al.*®, emplearon cuatro
cementos endodonticos de diferentes bases (Endo N2, Endometasona N, Apexit
Plus y AH Plus) y demostraron que, si bien la incorporacion de agentes
antibacterianos en los cementos alteré quimicamente a algunos en sus cadenas de
macro moléculas, esto afectdé a la fuerza de compresion. Estos efectos no se
aplicaron para cementos poliméricos y que en todo caso esos agentes aumentaron

el poder de resistencia a la compresion por tener un grupo amina.

Por definicidn, los polimeros son moléculas grandes (macromoléculas) compuestas
por la unidn de varios enlaces de unidades mas simples o moléculas Ilamadas
mondmeros. Estas unidades pequefias pueden agruparse en cadenas largas gracias
a las fuerzas de VVan der Waals, formando puentes de hidrégeno o también llamadas
reacciones hidrofobicas. Al ser cadenas largas tienen como caracteristicas tener
masas elevadas (moléculas grandes), estas son tan grandes que pueden alcanzar
millones de unidades de masa atdmica (UMAS). Estas cadenas poliméricas poseen
diversos ejemplos para ello los dividiremos en dos grupos, el primero compuesto
por los polimeros naturales donde citaremos al almiddn, la seda, la celulosa y el
mismo 4&cido desoxirribonucleico (ADN), y el segundo grupo compuesto por

polimeros sintéticos donde podemos citar al nailon, la baquelita y el polietileno.*
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El proceso por el cual se obtienen los polimeros desde unidades menores llamadas
mondmeros son de dos tipos (reacciones quimicas). La primera de ellas llamada la
reaccion de condensacion, es una union donde de ambos mondmeros es eliminada
una molécula pequefia, que podria ser agua (solo como referencia). Es por ello por
lo que las cadenas poliméricas no son multiplos iguales a sus monémeros iniciales
en su masa. La segunda reaccion de donde se pueden obtener polimeros es conocida
como polimerizacion por adicion, en esta no hay pérdida de moléculas por lo que
la masa del polimero es exacta a la suma de las masas de las moléculas de los

mondémeros.*44°

Asi podemos obtener la resina epoxi (poliepoxido 6 resina) que es un polimero
termoestable, adicionalmente se puede polimerizar al combinarse con un agente
catalizador o endurecedor que dentro de las méas usuales (para resinas epoxi) son la

epiclorohidrina y el bisfenol A.*

Los cementos endoddnticos poliméricos poseen propiedades en su formula tanto
fisicas como quimicas semejantes a las resinas que producen una muy buena
aceptacion por los odontdlogos que practican la endodoncia, este grupo de
cementos endodonticos poseen como caracteristica general tener una muy buena
adhesion a las paredes dentinarias del conducto radicular, como consecuencia de la
adhesion de estos cementos endodonticos el sellado apical resultante se volvio

superior a otros grupos de cementos. Como ejemplo, podemos decir que los

cementos Diaket® (ESPE, York, Philadelphia, EEUU), Lee Endofill (Lee
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Pharmaceuticals, EI Monte, CA. EEUU), AH26® (DeTrey/Dentsply, Ballaigues,

Suiza) son los mas destacados de este grupo.*®

La formula exacta del CE de Diaket esta en posesion del grupo ESPE, se conoce
que, desde en el afio 1951 que se obtuvo de una mezcla de polimeros de vinilo
adicionado con oOxido de cinc y de fosfato de bismuto. Es presentado en polvo y
liquido para realizar la combinacion, un detalle de estos cementos es que son
reactivos a condiciones ambientales. El polvo (6xido de cinc 98%, fosfato de
bismuto 2% y 2,2-Dihidroxi-5,5 diclorodifenilmetano), el liquido
(propionilacetofenona, trietanolamina, acido caproico, copolimeros de acetato de

vinilo, cloruro de vinilo y éter isobutilico de vinilo.*

Posteriormente, en 1954, Schroder introdujo una resina epoxica denominada AH26,
inicialmente fue preparada como agente cemento, y dentro de sus propiedades
podemos mencionar: estabilidad dimensional, adhesion, polimerizacién, puede
trabajar bajo condiciones de humedad, radiopacidad, baja concentracion,
solubilidad, liberacion del formaldehido (durante su fraguado) de manera
momentanea, excelente sellado apical y ser fluido (al momento de trabajar) que son
caracteristicas muy positivas. Este compuesto por polvo (polvo de plata 10%, 6xido
de bismuto 60%, hexametilenotetramina 25% y 6xido de titanio 5%) y de un liquido
(éter bisfenoldiglicidilico 100%).4° Adicionalmente Jafari et al.*’, destacaron como
una caracteristica importante la propiedad antibacteriana que sucede durante el

fraguado de este cemento, para ello se tomd las muestras a las 24 horas, 48 horas,
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72 horas y 7 dias después. Concluyeron que el efecto antibacteriano del AH 26 fue
superior y de halo mas amplio estuvo en relacion con la muestra de 24 horas que al

resto de muestras.

Debido a sus mudaltiples caracteristicas, propiedades y combinaciones de los
polimeros, se le han realizado diversas investigaciones en los ultimos 20 afios, sobre
todo como materiales endodonticos, esto ha desencadenado una serie de distintos
materiales disefiados para proporcionar caracteristicas bioldgicas y fiscas ideales.
El avance en el desarrollo de estas sustancias como la resina y su facilidad para
combinarse con otros productos como hidréxido de calcio (AH26, AH plus, etc.),

oxido de cinc (Diaket), etc.*®

Una de las ventajas de los cementos endoddnticos poliméricos es combinar las
propiedades fisicas de las resinas que obtuvieron una menor filtracion marginal con

la adhesion del hidroxido de calcio que permitié una mejor reparacion tisular.*®

Enel 2017 Tandon et al.*%, establecieron que el E. faecalis posee una alta resistencia
una vez establecido en el conducto radicular y que juega un papel importante en las
fallas endodonticas, para ello evaluaron la actividad antimicrobiana de 4 cementos
endodédnticos a 1 hora, luego al primer, tercero, quinto y séptimo dia posterior a la
mezcla frente al E. faecalis por contacto directo. Demostraron la efectividad

antibacteriana de los cementos sobre todo a la primera hora de haber sido colocados,
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adicionalmente concluyeron que la efectividad del AH Plus ocupo un segundo lugar

solo por debajo del 6xido de cinc eugenol.

El CE que se empleo estd compuesto por dos pastas.>

Pasta A:

0 L-Iditol, (Merck, Darmstadt, Hesse, Alemania) con funcién de
polialcohol

0 Aceite dericino, (Merck, Darmstadt, Hesse, Alemania) composicion
grasa, mezcla a los componentes y disminuye la tension superficial
de todos.

0 Oxido de zinc, (Merck, Darmstadt, Hesse, Alemania) brida volumen

0 Carbonato de célcio, (Merck, Darmstadt, Hesse, Alemania) agente

absorvente.

Pasta B:

o Difenil metano, (Merck, Darmstadt, Hesse, Alemania) iniciador de
la polimerizacion

o Diisocianato, (Merck, Darmstadt, Hesse, Alemania) produce la

adhesion

EL PROPOLEO

El Prépolis (Propdleo) segun la Real Academia Espafiola es en esencia un producto

elaborado por las abejas de origen vegetal y que combinado con diferentes encimas
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producidas por ellas mismas dan como resultado un producto capaz de brindar una
proteccion efectiva a la colmena, actualmente se le atribuye funciones antifungicas,

antibacterianas y antivirales.®

El propdleo molecularmente fue descrito por Gomez-Caravaca et al.>?, como un
polimero natural complejo, de tipo resinoso que es procesado por las abejas caseras
(Apis Mellifera) siendo la de mayor cantidad y distribucion a nivel mundial, estas
se alimentan de algunos brotes y de plantas cercanas de su colonia. Estas plantas
son combinadas con la secreciones salivales y enzimaticas para obtener un producto
Ilamado propoleo. Existen diversas teorias sobre su funcidn en el panal de abeja, la
mas reconocida es para construir y reparar el panal, pero ademas brinda proteccion
contra los patdgenos externos.>®, desde los estudios del 2018 de Karadal et al.>,
donde comprobaron que el propdleo propicia un ambiente inadecuado para la
formacion de muchos microorganismos (Listeria monocytogenes, Staphylococcus

aureus, Escherichia coli y Salmonella Enteritidis).

En el 2001 De Castro et al.>®, estudiaron al propéleo y le encontré una amplia
variedad de compuestos quimicos llegando a identificar mas de 300, dentro de los
grupos que identificé tenemos a los polifenoles grupo de donde se derivan algunos
metabolitos como los flavonoides (que se encargan de la eliminacion de varios
microorganismos), los terpenos, los fenolicos, los flavonoides y los triterpenos.
Existen ademas otros grupos como los terpenoides, esteres, amino acidos y diversos

compuestos organicos descritos en el 2018 por Mitsui et al.*®®, en el 2000 por
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Bankova et al.>” y en el 2018 por Hernandez et al.’®, Cabe destacar que la
composicion de la colmena es variante por la diferente flora que se encuentra cerca
de la colmena, asi como de los climas y las distintas regiones, esto lo describieron

en el 2016 Sforcin et al.*®

La composicion de los propoleos también presento variacion entre los distintos
continentes con regiones templadas similares como son Norte América, Asia y
Europa. Se describié como principales constituyentes a los compuestos fendlicos
(flavonoides), que se recolectaron a partir de arboles y arbustos comunes de la zona,
dentro de ellos podemos mencionar varios tipos (spp) de alamos (Populus spp), el

abedul (Betula alba) y el castafio de Indias (Aesculus hippocastanum).*®

En otras regiones como en las tropicales donde la vegetacion es diferente, las abejas
emplearon distintos tipos de plantas como insumo para la produccién, y esto a su
vez, repercutio en la composicion quimica del propo6leo, se identifico que en Brasil
los principales componentes son terpenoides y derivados de los acidos p-cumaricos
como lo describieron en 1995 Marcucci et al.?°. Otros autores en 1998 como Valcic
et al.%, describieron que el propoleo en Chile estd compuesto en su mayoria por
glicanos. Otros paises como Venezuela y Cuba han descrito benzofenonas
preniladas como las descritas en 1993 por Tomas et al.®2, en el 2000 por Porto et
al.®® en el 2004 por Trusheva et al.®% y en el 2005 Hernandez et al.®®, se

describieron que los polimeros de Clusia spp, Araucaria heterophylla y Baccharis
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spp son predominantes en zonas tropicales.>” %°, en el 2002 Park et al.®®, y en el

2003 Kumazawa et al.?’

Ademas, se ha identificado numerosas caracteristicas bioldgicas, fisicas y quimicas
del propoleo ademas de ser antimicrobiana (bactericida, antifingica, antiviral), a
las cuales también se le atribuye funciones antinflamatoria, antitumoral,
antioxidante como lo demostraron los estudios en 1991 de Dobrowolski et al.®8 en
1998 Burdock et al.®®, en 1999 Kujumgiev et al.”®, en el 2000 Koo et al.”, en el

2004 Keskin et al. 2, y en el 2017 Corbellini et al.”®

El propdleo estd presente en diferentes areas, como en la industria farmacéutica,
donde se elaboran diversos productos tanto para humanos como para animales, en
el 2019 Keskin et al.”, describieron su presencia en otros campos como el agricola,
la cosmética y la alimentacion. La industria alimentaria ha recibido diferentes
aportes del propoleo tales como la fabricacion de bebidas y alimentos como lo

describieron en el 2001 Banskota et al.”

En el Perd, el empleo del propdleo es muy amplio, no solo genera a la industria
nuevos puestos de trabajo, sino que al ser un producto de consumo es regulado para
mantener una calidad y una continuidad de su calidad. Muchas empresas lo utilizan
como medicamento homeopatico para el tratamiento de diversas enfermedades
como puede ser las respiratorias. Ademas, se debe de tener en cuenta la poca

bibliografia existente sobre la estandarizacion quimica para sugerir una calidad y

22



un nivel de seguridad eficiente para utilizarlo como tratamiento y sobre todo para

ser recomendado como tratamiento en los sistemas de salud del Per(’®.

PODER DE DESINFECCION DEL PROPOLEO

En el 2017 Vasudeva et al.?!, realizaron un estudio in vitro y evaluaron el nivel de
desinfeccion de algunos productos naturales dentro de ellos el prop6leo en gel. Para
ello emplearon 210 primero premolares mandibulares humanos y los infectados con
E. faecalis por 21 dias con una modificacion del método de Haapasalo, se realizaron
los desgastes y se recogieron las virutas correspondiendo a la profundidad de 200 y
400 micras. Concluyeron que el elemento natural con mejor halo de inhibicion fue
el propdleo, y este podria ser Gtil como un medicamento intraconducto por presentar

buena eficacia contra el E. faecalis.

La farmacodinamia fue revisada en el 2005 por Bankova et al.”®, quienes destacaron
las propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas, antioxidantes y antineoplasicas.
No obstante, muchas de estas cualidades aun requieren de una verificacion

adicional como lo describen en el 2015 Kalyoncuoglu et al.””

En el 2010 Kandaswamy et al.??, investigaron la actividad antimicrobiana de la
clorhexidina al 2%, el propdleo, jugo de morinda, yodopovidona al 2% e hidroxido
de calcio a una profundidad de 200 y 400 micras, para ello emplearon el método de

Haapasalo con 180 piezas dentarias humanas que fueron infectadas por 21 dias con
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E. faecalis, estas muestras las dividieron en 6 grupos y las evaluaron a los dias 1,3
y 5. Concluyeron que la clorhexidina produce la mejor eficacia antimicrobiana,
seguido de la yodopovidona, el propdleo, el jugo de morinda y que tanto la

clorhexidina como el jugo de morinda podrian ser usados como antibacterianos.

LA MENTA

Es una planta herbacea aromatica de hojas verdes y flores de color blanco o violeta,
se utiliza en muchos paises para los desordenes digestivos y como antibacteriano
entre otras. Existen varios tipos, los mas conocidos son la piperita, la hierbabuena

y menta poleo (Anexo 2 fig. 15).2324

En el 2015 De Souza Barros et al.?>, determinaron algunos elementos naturales
(10% a 20%) como el potasio, magnesio, manganezo, cinc, cobre y hierro. Algunos
flavonoides (6% al 26%) especialmente los heterdsidos, ademas, poseen acidos
fenolicos como el rosmarinico, palmitico, estearico, oleico, ursélico, caféico,
caprico, clirigénico. Taninos bajo un principio amargo, en el caso del aceite esencial
este esta compuesto con timol, cineol, carvacrol, borneol, betabisolobeno,
limoneno, alfa-pineno, miceno, canfeno, alfa terpineno, mentona. Otros
compuestos (8% al 20%) fueron acetato de metilo, mentofurano, felandreno,
cadineno, acido isovalérico, iso-valerianato de metilo, pulegona, alcohol amilico,

alcohol iso-amilico. Ademas, encontraron vitaminas como niacina y beta- caroteno.
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Existen diferentes estudios sobre sus propiedades como en el 2009 Rasooli et al.™®,
evaluaron el efecto antibacteriano de los aceites esenciales de Menta, Eucalyptus y
clorhexidina contra S. mutans y S. pyogenes. Se le someti6 a la cromatografia de
gases (GC), espectrometria de masas y la prueba de sensibilidad bacteriana.

Identificando el efecto antibacteriano para la Menta, Eucalyptus y clorhexidina.

En el 2014 Benbelaid et al.?” evaluaron varios aceites esenciales en el tratamiento
de infecciones orales causadas por el E. faecalis, llegando a concluir que los aceites
esenciales extraidos de plantas aromaticas pueden ser usadas en el tratamiento de
infecciones orales, especialmente las causadas por el E. faecalis multi drogo

resistente.

LA MUNA

Es una planta tipo arbusto lefioso con su parte superior frondosa de flores blancas,
se desarrolla en la zona de montafia de los Andes (2700 msnm a 3400 msnm) con
mayor presencia en Apurimac, Ayacucho, Cajamarca, Huanuco, Pasco,
Huancavelica y Puno conocida con su nombre cientifico como Minthostachys

mollis.%

En el 2016 Lock et al.?®, describieron que el aceite esencial tenia una composicion

variable pero principalmente dos monoterpenos como pulegona y mentona, ademas,
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presenta mentol, limonene, carvacrol, nerolidol, carvone, caryophyllene, linalool,

germacrene.

En el 2019 Quezada et al.*°, determinaron la cantidad de aceite esencial obtenido
de la mufa, y la composicién quimica con muestras de plantas frescas y
almacenadas. Para ello utilizaron el proceso de destilacion a vapor y el analisis
cromatografico. Se demostrd que los niveles 6ptimos de obtencidn estuvieron en
condiciones de humedad media. Y el analisis de composicién demostrd que las
muestras frescas tienen mayor cantidad de componentes (42 frescas a 24
almacenadas). Demostrando asi que son potencialmente tiles para su empleo en la

industria farmacoldgica (Anexo 2 fig. 16).

Otro estudio interesante sobre la actividad antimicrobiana fue realizado en el 2021
por Cecchini et al.’l, quienes describieron la actividad antibacteriana de la
Minthostachys verticillata (M. verticillata) contra el Staphylococcus aureus (S.
aureus), mediante la extraccion del aceite esencial por destilacion, luego se aplico
la cromatografia de gases y la prueba de sensibilidad bacteriana. Concluyeron que

existe una inhibicidn en las concentraciones altas del producto a las 24 horas.
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EFECTOS DE LA INCORPORACION DE OTROS PRODUCTOS EN LA

FUERZA DE ADHESION DE LOS CEMENTOS ENDODONTICOS

Existen diferentes estudios sobre si el poder de adhesion es afectado
desfavorablemente por la incorporacion de diferentes sustancias, como ejemplo en
el articulo del 2013 Ustun et al.®, investigaron si la resistencia de adhesion se veia
alterada por el uso del hidréxido de calcio o el prop6leo mediante la prueba de push-
out. El estudio demostré que en el tercio medio y tercio coronal no existen
diferencias significativas sobre el desprendimiento, pero que en el tercio apical el
propoleo resiste mucho més debido a que los tbulos dentinarios estan obstruidos

por el cemento.

En el 2017 Ghabraei et al.’, presentaron un estudio sobre el efecto del hidroxido
de calcio remanente antes de la irrigacion ultrasonica y la remocion mediante la
lima de tipo “K” manual en la fuerza de adhesion del AH-26 y el cemento
EndoSequence Bioceramic (Brasseler, Savannah, Georgia. EE.UU.), Emplearon
102 piezas uniradiculares y se les realizo un tratamiento de conductos rotatorio.
Concluyeron que los restos del hidroxido de calcio requieren del uso del ultrasonido

para no alterar a fuerza de adhesién del cemento AH-26 y BC Sealer.

En el 2006 Hoelscher et al.®?, evaluaron el efecto antibacteriano méaximo que se le
podia adicionar al CE antes de modificar sus propiedades frente el E. faecalis, estas

zonas de inhibicién se midieron a las 48 horas. Concluyeron que dicho porcentaje
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representaba el 10% del peso total del cemento que podria adicionarse y que podria

producir méxima efectividad antibacterial adicionada.

Mas recientemente, en el 2010 Baer et al.%%, evaluaron in vitro la efectividad
antibacteriana de tres cementos endodonticos con la adicion de amoxicilina
mediante el método de sensibilidad bacteriana, este estudio sobre el E. faecalis y se
considero el porcentaje de combinacion maximo del cemento con el antibacteriano
del 10% (amoxicilina) del peso total. Se concluyo que todos los cementos
endoddnticos inhibieron el crecimiento del E. faecalis después de 1, 3y 7 dias luego

de ser medidos.

28



IV. METODOLOGIA

Con la aprobacion del comité de ética institucional y animal, (Anexo 1 fig. 1-3)

este trabajo se procedio al desarrollo en 4 fases.

Fase 1: Determinar la respuesta antibacteriana de los elementos naturales
(menta, mufia, propdleo Jalks y tintura de propdleo) mediante el método de
sensibilidad bacteriana sobre las cepas de frente a E. faecalis ATCC 2982

(American Type Culture Collection 2982, Manassas, VA, USA).

Con la aprobacion del comité de ética institucional y animal (Anexo 1 fig. 2) para
esta fase del estudio experimental in vitro se aplico la prueba de sensibilidad
bacteriana o llamada halo de inhibicion de los diferentes elementos naturales con

propiedad antibacteriana al E. faecalis (ATCC 2982).

Procedimiento:

Se aplico la prueba de sensibilidad bacteriana o llamada “Halo de inhibicion” a los
elementos naturales seleccionados que fueron el propoleo Jalks al 36% procedente
de Oxapampa (Jalks, Lima, Per(); Tintura de propdleo al 25% procedente de
Oxapampa (All Natura Per, Lima, Per(); menta piperita al 5% procedente de Uttar
Pradesh (Ekala, Lima, Per(); y mufia 5% procedente de Cajamarca (EOP, Lima,

PerU).27’ 29, 30, 33
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Esta fase se procedio con los siguientes métodos:
A. ACTIVACION DE LA BACTERIA

La activacion de la bacteria inicio con su descongelacion del estado de
crioconservacion (-70°C) a una temperatura de refrigeracion (4°C) por 1 hora, luego
se colocd 3 gotas dentro del tubo de BHI (BRAIN HEART INFUSION Merck,
Darmstadt, Hesse, Alemania) 6 ml. a temperatura de medio ambiente (15°C a 27°C)

por 24 horas (Anexo 3 fig. 17).

B. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Se prepar0 los materiales e instrumentales (Anexo 4 fig. 18-25), se inici6 con la
medida de pesé de 22.5gr de polvo en BHA (BRAIN HEART AGAR Merck,
Darmstadt, Hesse, Alemania) y se mezcld con 400ml de agua destilada (Quimica
Industrial, Surquillo, Lima, Peru), luego se peso 4gr de polvo de BHI y se mezcld
con 100ml de agua destilada segun las instrucciones (Anexo 4 fig. 26-32). Posterior
al mezclado del BHA se observaron particulas sin diluir (Anexo 4 fig. 33), en el
fondo del vaso que necesitaron ser agitadas en forma circular por 30 segundos,
mientras que el BHI requirio de colocarlo en el microondas (Samsung, Sedl Corea
del Sur) y calentarlo por 20 segundos, se agité de forma circular por 20 segundos
(2 veces) y con esto se verifico la ausencia de particulas en ambas mezclas. Y se

llevaron a la autoclave (Anexo 4 fig. 34-36).
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Se encendié el mechero para obtener un area de bioseguridad, en la gradilla se
colocaron 16 tubos de ensayo estériles a los que se les agregdé aproximadamente
6ml de BHI por tubo, se cerraron y se reubicaron en la gradilla. Para el uso del
medio BHA se emplearon 40 placas Petri estériles, a cada una de ellas se le aplicd
aproximadamente 10ml de BHA y luego se dejé enfriar a temperatura ambiente en

la incubadora hasta que este medio se volvio gelatinoso (Anexo 4 fig. 37-39).

C. COLORACION GRAM

Para corroborar el crecimiento bacteriano se emplearon dos técnicas, la primera que
es de tipo visual en donde la presencia de turbidez en el medio de cultivo indicé el
desarrollo de la bacteria en el tubo de ensayo. El segundo método para determinar
el crecimiento de la bacteria fue la aplicacion de la coloracion de Gram que permitio

teiir las bacterias y fue asi como se reconocieron en el microscopio.

El segundo procedimiento inicié con el encendido del mechero para obtener un area
de bioseguridad entre la bacteria y el operador, se realizé la apertura del tubo de
ensayo con la parte interna del dedo mefiique desenroscandola hasta que se abri6 la
tapa (Anexo5 fig. 40). Se utiliz6 un asa de siembra esteéril (se colocé en el mechero
hasta llegar a un color rojo cerezo y se dejé enfriar) se sumergio6 dentro del tubo de
ensayo moviéndola por 5 segundos para luego retirarla con el producto en el asa de
siembra, inmediatamente se cerrd el tubo de ensayo sin dejar que la tapa tuviera
contacto con alguna superficie y finalmente se colocé este tubo de ensayo en la

gradilla (Anexo 5 fig. 41).
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El asa de siembra se coloco en la lamina porta objetos con el contenido y tomo la
forma de gota, esta se extendié a traves de la ldmina de derecha a izquierda y de
arriba hacia abajo, esto se repitio en cada una de las 3 laminas que se usaron y el

tubo con BHI se depositd en la incubadora (Anexo 5 fig. 42).

A las laminas se les dejo6 secar (1 minuto), luego se aplico cristal violeta que reposo
por 60 segundos para fijarse en la pared celular, y el retiro de excesos se realiz6 con
agua (15 segundos). Se aplico el tinte llamado Lugol por 1 minuto donde se
estabilizé con el cristal violeta, se enjuagé la muestra con agua por 15 segundos y
se retird los excesos, se escurrié por 20 segundos. Se aplicd por 30 segundos el
alcohol acetona para disolver la pared celular de las bacterias Gram negativas y se
lavo por 15 segundos y luego se aplicd la safranina que tifie a las bacterias Gram
negativas (30 segundos), para luego se retird el exceso con agua (15 segundos).
Finalmente se dejo secar por 3 minutos, se coloco en el microscopio y se observo a
la bacteria E. faecalis (ATCC 2982) en la lamina porta objetos (Anexo 5 fig. 42-

49).

D. ESCALA DE TURBIDEZ DE MC FARLAND 0.5

Se garantiz6 que la cantidad de bacterias empleadas en este trabajo es la misma que
en otras bibliografias, y que todas las placas Petri tuvieron cantidades similares, por
ello, se aplicé el método de estandarizacion de Escala de turbidez de Mc Farland al

0.5. 2. 30.86.87 | 3 escala de turbidez representa un promedio de bacterias entre 1 X
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10° -5 X 108 UFC / uL., y requirié del empleo de 3 tubos de ensayo (Figura 3A),
el primero donde estan las bacterias activadas del BHI, el segundo tubo de ensayo
con el BHI puro vy el tercer tubo de ensayo con la escala de turbidez de Mc Farland

al 0.5, este tercer tubo es de color blanco transparente para diferenciarlo.

El procedimiento se realizé con el encendido del mechero para obtener un area de
bioseguridad entre la bacteria y el operador, el primer tubo de ensayo (BHI con las
bacterias) fue agitado por 30 segundos antes de empezar la disolucién. Los tubos
de ensayo 1y 2 se abren y en el primero se introduce la pipeta (5ml.) se extrajo las
bacterias y se depositaron en el segundo tubo, una vez que se transfirié se comparé
con el tercer tubo y se repitio esta operacion hasta llegar a obtener una turbidez
semejante a la del tubo de muestra de Mc Farland 0.5 (Anexo 6 fig. 50). Finalmente
se cierran los tubos y se colocaron en una gradilla dentro de la incubadora (Anexo

6 fig. 51).

E. PRUEBA DE SENSIBILIDAD BACTERIANA

La técnica de Kirby-Bauer modificada consistié en el enfrentamiento de los
elementos naturales seleccionados contra la bacteria E. faecalis (ATCC2982) en el
medio BHA de consistencia gelatinosa la cual fue capaz de soportar el peso de los

discos de Whatman con su carga. 2% 308182
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Este proceso inicié con el rotulado del nombre en la parte inferior de las 4 placas
Petri, se encendid el mechero para obtener un area de bioseguridad, en cada una de
las placas se depositaron 4 discos de Whatman estériles y se taparon. Luego se
coloco el tip a la micropipeta y se extrajo 0.8 pL del elemento seleccionado, se
coloco en el disco de Whatman, esto se repitié 3 veces méas y se obtuvo los 4 discos
impregnados del producto dentro de las placas Petri rotuladas. Se repitié el mismo
procedimiento para los otros elementos seleccionados y se dejo reposar por 1
minuto para que el elemento se homogenice en el papel correctamente antes de

guardarlo en la incubadora.

El enfrentamiento se realizo de la misma forma para las 8 placas Petri, se empled
el medio de cultivo BHA y la bacteria que se sembro fue el E. faecalis (ATCC 2982)
presente en el BHI, ambos extraidos de la incubadora, con todos los elementos en
el campo de trabajo se prendié el mechero para obtener un campo de bioseguridad
entre los materiales y el operador. Se inicié rotulando en la parte inferior de la placa
Petri una linea horizontal y otra vertical formando 4 cuadrantes a los cuales se les

numerod de 1 al 4 en 4 placas y del 5 al 8 en las otras 4 placas.

El tubo de ensayo con la siembra homogenizada de BHI (a la que se aplicé la escala
de Mc Farland 0.5) se agité por 15 segundos de forma circular, se destapd y se
introdujo un hisopo estéril e impregnarlo con las bacterias E. faecalis (ATCC 2982)
por 5 segundos, luego se extrajo el hisopo y se cerro el tubo de BHI. Se abrid la

placa Petri (con el agar gelificado) y se colocd el hisopo, esté se desplazd
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suavemente sobre el agar de derecha a izquierda y de arriba hacia abajo (técnica de
diseminado), una vez terminado se gir0 la placa Petri 120° y se aplicé otra capa de
E. faecalis (ATCC 2982) sobre el agar y se disemind, por ultimo, se volvié a girar
120°més y se aplicd una capa de E. faecalis (ATCC 2982) que también se disemind.
Con esto la placa Petri quedo con una siembra homogénea, se repitio el

procedimiento a las 7 placas restantes y se guardaron en la incubadora.

La colocacion de los discos de Whatman en el BHA inici6 con la extraccion de las
placas Petri rotuladas que contenian los discos de Whatman impregnados con los
elementos naturales y las placas Petri con el BHA sembrado de E. faecalis (ATCC
2982) de la incubadora, asi mismo se encendid el mechero para tener un area de
bioseguridad entre los elementos y el operador, Se abrio la placa Petri para transferir
con una pinza disco de Whatman para depositarlo en la placa Petri con BHA
rotulada segln el elemento y se cerr6 ambas placas Petri. Finalmente se voltearon
todas las placas y se coloca en la cAmara de anaerobiosis por 24 horas (Anexo 7 fig.

52-59).

Al dia siguiente se encendié el mechero para obtener un campo de bioseguridad
entre los agares y el operador, se esperd 24 horas para que el desarrollo de las
bacterias deje un halo de inhibicién claro y observable a simple vista, esto favorecid
la medicion de dichos halos mediante un vernier luego de ubicar las placas Petri

sobre la mesa (Anexo 7 fig. 59-62).
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Fase 2: Determinar la respuesta antibacteriana del CE con la incorporacion
de los elementos naturales (menta, mufia, propoleo Jalks y tintura de propoleo)
seleccionados mediante el método de sensibilidad bacteriana sobre las cepas de

E. faecalis (ATCC 2982).

Para esta fase del estudio experimental in vitro se aplico la prueba de sensibilidad
bacteriana o Ilamada halo de inhibicion al CE con la incorporacion de los elementos

naturales seleccionados sobre las cepas de E. faecalis (ATCC 2982).

Procedimientos:

A. La produccion del CE empled como referencia la formula “Polifil” (esta formula
cumplié con los requisitos de: ser polimero, caracterizacion sencilla, insumos de
importacion accesible, no tener una patente o ser un compuesto de libre para
produccidn, brindar un tiempo de trabajo y fraguado aceptable, viscosidad de entre
10mm a 30mm y estar dentro de los valores permitidos por la FDA) descrita por
“Poliquil Araraquara Polimeros Quimicos” descrito en la literatura, en donde se

sintetiz6 en base a dos compuestos.

El primer compuesto o llamado PASTA A (Base) incluy6 los 4 insumos del
“Polifil” (Anexo 8 tabla 1), més el elemento natural seleccionado como quinto

insumo que fue la variable del trabajo (Anexo 8 fig. 63).%°
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La pasta A se mezcld en una platina de vidrio cuadrada de 10 cms. por 10 cms., en
la que se coloco 0.04gr de L-Iditol y 0.09ml de aceite de ricino, se mezclé con la
espatula de cemento Hu- Friedy (Chicago, Illinois, Usa) por 20 segundos, se
combino con 0.21gr de 6xido de zinc por 20 segundos, finalmente se agregd 0.20gr

de carbonato de calcio y se mezclé por 20 segundos méas (Anexo 8 fig.64).

Luego de la mezcla se configurd con forma rectangular de 5cm de largo por 1cm
de alto, a continuacion, se dividio en 5 cuadrados de 1cm por 1 cm, a cada cuadrado
se le agreg6 0.06ml de uno de los elementos naturales seleccionados (menta, mufia,
propoleo Jalks, tintura de propéleo) se mezcl6 por 20 segundos. Estas fueron las

variables del trabajo dejando un grupo libre que se evalué como control sin adicion.

La Pasta B se realiz6 en la misma platina de vidrio cuadrada de 10 cm por 10 cm,
en esta se mezclé 0.20ml de difenil metano con 0.05ml de disocianato de isoforona,
por 20 segundos (Anexo 8 fig. 65-69), luego con una micropipeta se aplicé 0.05 ml
a cada una de las 5 pastas A y finalmente se mezclé por 20 segundos. Se comprob6
que el rango de elasticidad de ambas pastas mezcladas estuvo dentro del promedio
(10mm a 30mm) de los 5 cementos endododnticos preparados que luego se

guardaron en la incubadora.

La formula del CE y del CE con los elementos naturales cumpli6 con los valores y
las recomendaciones de diversos autores frente al porcentaje de cada insumo, tal

como que el elemento natural adicionado no excedi6 el 10% del peso total del
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compuesto listo para usar.23, a fin de evitar una alteracion en el comportamiento de
la dureza y flexibilidad. Asi mismo, el empleo del aceite de ricino fue cercana al
10% del peso total del producto.®*, y que el carbonato de calcio en el CE no

excediera el 34.5%.8° (Anexo 8 fig. 70-71)

B. ACTIVACION DE LAS BACTERIAS

La activacion de la bacteria inici6 con su descongelacion del estado de
crioconservacion (-70°C) a una temperatura de refrigeracion (4°C) por 1 hora, luego
se extrajo 1 ml y se dej6 a temperatura ambiente (15°C a 27°C) en un tubo de 6 ml

de BHI por 24 horas.

C. COLORACION DE GRAM

Para observar la viabilidad bacteriana, se procedi6 con dos técnicas, la primera es
de tipo visual, en donde la presencia de turbidez en el medio de cultivo indica el
desarrollo de la bacteria en el tubo de ensayo. El segundo método determiné el
crecimiento de la bacteria, se aplicé la coloracion de Gram que tifio las bacterias y

se reconocieron en el microscopio.

El procedimiento inicié con el encendido del mechero para obtener un area de
bioseguridad entre la bacteriay el operador, se realizo la apertura del tubo de ensayo
con la parte interna del dedo mefiique desenroscandola hasta que se abri0 la tapa.

Se utilizo el asa de siembra estéril (se colocé en el mechero y se obtuvo un color
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rojo cerezo y se dejo enfriar) se sumergio dentro del tubo de ensayo moviéndola
por 5 segundos, luego se retird con el producto en el asa de siembra, inmediatamente
se cerré el tubo de ensayo sin dejar que la tapa tuviera contacto con alguna

superficie y finalmente se coloco este tubo de ensayo en la gradilla.

El asa de siembra se coloco en la lamina porta objetos y el contenido tomo la forma
de gota, esta se extendid a través de la lamina de derecha a izquierda y de arriba
hacia abajo, esto se repitio en cada una de las 3 ld&minas que se utilizd con el tubo

con BHI y se deposito6 en la incubadora.

A las laminas se les dejo6 secar (1 minuto), luego se aplico cristal violeta que reposo
por 60 segundos donde se fijo en la pared celular, el retiro de excesos se realizd con
agua (15 segundos). Se aplico el tinte llamado Lugol por 1 minuto donde se
estabilizé con el cristal violeta, se enjuagd la muestra con agua por 15 segundos y
se retird los excesos, se escurrié por 20 segundos. Se aplicd por 30 segundos el
alcohol acetona para disolver la pared celular de las bacterias Gram negativas y se
lavé por 15 segundos, se agregd la safranina que tifi6 las bacterias Gram negativas
(30 segundos) luego se retird el exceso con agua (15 segundos). Finalmente se dejé
secar por 3 minutos, se coloco en el microscopio y se observo a la bacteria E.

faecalis (ATCC 2982) en la lamina porta objetos.
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D. ESCALA DE TURBIDEZ DE MC FARLAND 0.5

Para estandarizar la cantidad de bacterias empleadas en este trabajo es la misma que
en otras bibliografias y que todas las placas Petri tuvieran cantidades similares, se
aplico el método de estandarizacion de Escala de turbidez de Mc Farland al 0.5,
esta escala de turbidez representd un promedio de bacterias entre 1 X 10°—5 X 10°
UFC / pL. Esto requirié el empleo de 3 tubos de ensayo, el primero donde
estuvieron las bacterias activadas del BHI, el segundo tubo de ensayo con el BHI
puro y el tercer tubo de ensayo con la escala de turbidez de Mc Farland al 0.5, este

tercer tubo es de color blanco transparente para diferenciarlo.

El procedimiento se inici6 con el encendido del mechero para obtener un area de
bioseguridad entre la bacteria y el operador, el primer tubo de ensayo (BHI con las
bacterias) se agitd por 30 segundos antes de empezar la disolucion. Los tubos de
ensayo 1y 2 se abrieron y al primero se le introdujo la pipeta (5ml.), se extrajeron
las bacterias y se depositaron en el segundo tubo, una vez que se transfirio se
compard con el tercer tubo y se repitio esta operacion hasta llegar a obtener una
turbidez semejante a la del tubo de muestra de Mc Farland 0.5, se cerraron los tubos

y se colocaron en una gradilla dentro de la incubadora.

E. TECNICA DE KIRBY-BAUER MODIFICADA

La técnica de Kirby-Bauer modificada consiste en el enfrentamiento de los CE. con

la incorporacion de los elementos naturales contra la bacteria E. faecalis (ATCC
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2982) en el medio de cultivo BHA de consistencia gelatinosa la cual fue capaz de

soportar el peso del CE. 2 30.81.82

Se encendio el mechero y se obtuvo un area de bioseguridad entre el area de trabajo
y el operador, se extrajo 8 placas Petri con BHA de la incubadora y se rotularon
mediante una linea vertical y otra horizontal en las 8 placas formando 4 campos en
cada placa. En las primeras 4 placas se coloco una numeracion del 1 al 4 y para las

otras 4 placas se coloco la numeracion del 5 al 8.

Se extrajo de la incubadora el tubo de ensayo con la siembra homogenizada de BHI
(a la que se aplicd la escala de Mc Farland 0.5), se agit6 por 15 segundos de forma
circular, se destap6 para introducir un hisopo estéril e impregnarlo con las bacterias
E. faecalis (ATCC 2982) por 5 segundos, luego se extrajo el hisopo y se cerro el
tubo de BHI. Se abrié la placa Petri (con el agar gelificado) y se coloco el hisopo,
este se desplaz6 suavemente sobre el agar de derecha a izquierda y de arriba hacia
abajo (técnica de diseminado), una vez terminado se gird la placa Petri 120° y se
aplicé otra capa de E. faecalis (ATCC 2982) sobre el agar y se disemin, por ultimo,
se volvio a girar 120° méas y se aplicd una capa de E. faecalis (ATCC 2982) que
también se disemind. Con esto la placa Petri quedd con una siembra homogénea, y
se repitid el procedimiento a las 7 placas restantes. Finalmente, el tubo de BHI se

guardo en la incubadora.
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Luego, se extrajo la platina de vidrio con los CE. preparados y se colocé una porcién
de aproximadamente 6mm por 6mm de cada uno los CE. de la platina de vidrio en
el BHA, estos se trasladaron con una espéatula de cemento Hu Friedy (Chicago,

Illinois, EE. UU.), se cerraron las placas Petri y se guardaron en la incubadora.

Los elementos evaluados fueron CE (sin ningln elemento natural adicionado), CE-
MU (cemento endoddntico con la adicion de mufia), CE-ME (cemento endoddntico
con la adicién de menta), CE-PJ (cemento endodontico con la adicion de propéleo
Jalks), CE-TP (cemento endodéntico con la adicion de la tintura de propéleo, CHX

(clorhexidina al 2%), NaCl (cloruro de sodio al 9/00).

Luego de 24 horas, se encendi6 el mechero para obtener un campo de bioseguridad
entre los agares y el operador, este tiempo fue necesario para que las cepas
desarrollaran y dejaran un halo de inhibicion claro y que se observé a simple vista,
se extrajeron las 8 placas de la incubadora, y con cuidado se depositaron en la mesa

de trabajo, con un vernier se midieron todas las placas Petri (Anexo 8 fig. 72)

Fase 3: Determinar el efecto citotdxico (CC50) del CE con la incorporacion de
los elementos naturales seleccionado (menta, mufia, propdleo Jalks y tintura
de propdleo) frente a la linea celular de MDCK (Madin Darby Canine Kidney

- Merck Darmstadt, Hesse, Alemania).
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Esta fase se realizé en el Instituto de Investigacion Nutricional de La Molina (I1N-
LM), este trabajo de tipo experimental in vitro utilizé la prueba de citotoxicidad por
reduccion de las sales del tetrazolio o 3-(4.5-dimetiltiltiazol-2-y1)-2.5-
difeniltetrazolio bromuro o MTT (Bromuro de tetrazolio) con la linea celular

MDCK empleando 1 gramo de cada CE.

Procedimiento:
A. LA PRUEBA DE CITOTOXICIDAD IN VITRO

Se realizd de acuerdo con su protocolo de utilizacion de este 1IN-LM, y evalug el
grado de viabilidad celular en este caso las celulas MDCK, que tuvieron contacto
con diferentes grupos CE sin adicionar elementos naturales, CE-TP, CE-ME, CE-
MU, CE-PJ). El proceso inici6 con la siembra de los fibroblastos en una microplaca
de 96 pozos estériles con una concentracion de a 1 X 10* de células sanas (se
diferenciaron por el color del medio o cuando fue sometida a una fluoroscopia)

aproximadamente.

B. PRODUCCION DEL CEMENTO DE ENDODONCIA

Se prepar6 el CE que emple6 como referencia la formula “Polifil” descrita por
“Poliquil Araraquara Polimeros Quimicos” descrito en la literatura, en donde se

sintetizo en base a dos compuestos.
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El primer compuesto o llamado PASTA A (Base) incluyo los 4 insumos del
“Polifil”, mas el elemento natural seleccionado como quinto insumo que fue la

variable del trabajo.*

La pasta A se mezcld en una platina de vidrio cuadrada de 10 cm por 10 cm, en la
que se coloco 0.04gr de L-Iditol, y 0.09ml de aceite de ricino, se mezclo con la
espatula de cemento Hu- Friedy por 20 segundos, se combiné con 0.21gr de 6xido
de zinc por 20 segundos, finalmente se agregd 0.20gr de carbonato de calcio y se

mezcld por 20 segundos mas (Anexo 10 fig. 83-84).

Luego de la mezcla se configur6é con forma rectangular de 5cm de largo por 1cm
de alto, a continuacion, se dividio en 5 cuadrados de 1cm por 1 cm, a cada cuadrado
se le agregd 0.06ml de uno de los elementos naturales seleccionados (Propdleo
Jalks, Tintura de propoleo, menta y mufia) (Anexo 2 fig. 4), mezclados por 20
segundos. Estas fueron las variables del trabajo dejando un grupo libre que se

evalué como control sin adicion (Anexo 10 fig. 83).

La Pasta B se realizé en la misma platina de vidrio cuadrada de 10 cm por 10 cm,
en esta se mezcld 0.20ml de difenil metano con 0.05ml de disocianato de isoforona
(Anexo 8 fig. 64). Luego con una micropipeta se aplicé 0.05ml a cada una de las 5
pastas A (Anexo 8 fig. 67) y finalmente se mezcld por 20 segundos. Se comprobd

que el rango de elasticidad de ambas pastas mezcladas estuviese dentro del
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promedio (entre 10mm a 30mm) de los 5 cementos endoddnticos preparados que

luego se guardaron en la incubadora (Anexo 8 fig. 69).

La férmula del CE y del CE con los elementos naturales cumpli6 con los valores y
las recomendaciones de diversos autores frente a los porcentajes de los insumos,
tales como el de adicion del elemento natural el cual no excedid el 10% peso total.2°,
a fin de evitar una alteracion en el comportamiento de la dureza y flexibilidad. Asi
mismo, otros estudios demostraron que la mejor proporcion para el empleo del
aceite de ricino era cercana al 10% del peso total del producto.®’, y que el peso total

de carbonato de calcio en el CE esté en referencia al 34.5%.%8

C. PREPARACION DEL MTT

Luego, cada muestra de CE se colocd dentro de un tubo de ensayo pequefio cual se
extrajo con una micropipeta y se agrego a los pocillos de la microplaca, y se incub6
a una atmosfera de presion al 5% de CO? a 37°C por 24 horas en una incubadora al

95% de humedad bajo condiciones de esterilidad.®

Se afiadio el MTT en cada pozo y se incubd por 4 horas a 37°C para permitir la
formacion de cristales de formazan, luego se elimin6 el medio con 10 ml de
dihidrogenasa mitocondria para luego agregar una solucién solubilizadora como el
isopropanol (100 microlitros) que formo cristales morados y se dejaron incubar

hasta que los cristales del formazan fueran solubilizados por completo (Anexo 9
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fig. 73-81).%58% Se emplearon 2 columnas de disoluciones, en cada columna
hubieron 6 pozos de cada uno de los 5 cementos estudiados (4 de ellos con los

elementos adicionados y el restante sin ningun aditivo) (Anexo 9 fig. 82).

La citotoxicidad se evalud con una densidad dptica de 545 nm de longitud para el
método de lectura de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) (Thermo
Fisher Inc, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), se agité la microplaca por
10 minutos a temperatura ambiente y se midid cinco veces cada grupo para obtener
el promedio, esta muestra se calibro con cada grupo de control (medio de cultivo

sin muestra) mediante la siguiente formula (Anexo 9 fig. 83).%7

Los valores registrados fueron comparados con el grupo del CE. sin el agregado de
elemento natural, el resultado representd la actividad mitocondrial y se clasificd
cualitativamente como severo (<30%), moderado (30%-60%), ligero (60%-90%) y

no toxico (> 90%). 8% 0

El resultado final se obtuvo de la expresidn en porcentaje de aquellas células vivas
segun la formula de densidad Optica en las células tratadas por 100 y este resultado
se dividio por la densidad Optica de las células control, con esta férmula se calcul6

la concentracion producida por la reduccion del porcentaje de viabilidad celular.
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Fase 4: Determinar la biocompatibilidad del CE con la incorporacion de los
elementos naturales (menta, mufia, propoleo Jalks y tintura de propoleo)

seleccionados mediante el conteo celular en un modelo animal en ratas.

Con la aprobacién de comité de ética de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
(Anexo 1, 2) se utilizo en este estudio 12 ratas tipo WISTAR machos de 5 meses y
entre 300gr a 400gr de peso, la adquisicion se hizo en el Bioterio de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia, la cual se encuentra acreditada y otorga los certificados
de sanidad de cada uno de los modelos animales. Tipo de estudio experimental in-

vitro se realiz6 por seleccion.

Se tubo como referencia para la optimizacion de los modelos animales la
publicacion cientifica “National Center for the replecement, refinement and
reduction of animals in reserch” conocido como las 3 “R” (reemplazo, reduccion,
refinamiento).®! (Anexo 10 fig. 84-85), donde se buscd el reemplazo del animal por
cualquier otro tipo de metodologia si fuera posible, se redujo el nimero de modelos
en lo posible y se refind las técnicas para aminorar su sufrimiento como lo
describieron en el 2010 Kikenny et al.%2. Y para el nimero de ratas se tomo en

cuenta los articulos de Herrera et al.*® y Campos et al.®4.

Procedimientos: Se prepar6 los materiales e instrumentales (Anexo 10 fig. 86-108),

estos fueron divididos en 5 grupos y fueron distribuidos de la siguiente forma: CE
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puro, CE con incorporacion de tintura de propdleo, CE con incorporacion de

propoleo Jalks, CE con incorporacion de menta, CE con incorporacion de mufa.

Manejo Preoperatorio

El procedimiento se inici6 con la reubicacion de las ratas del sétano del Laboratorio
de investigacién y Desarrollo (LID) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
(UPCH) al Bioterio de la Universidad Inca Garcilaso de la VVega (UIGV) donde

permanecieron 7 dias para la aclimatacion respectiva (Anexo 10 fig. 109-114).

Mientras se usaron las instalaciones, se respeto los estandares de calidad requeridos
como fueron la humedad (50% a 70% de humedad), la temperatura (21°C a 23°C).
La alimentacion fue especifica para las ratas (Alimento balanceado) adquirido en la
Facultad de Zootecnia de la Universidad Agraria de la Molina (60gr a 80gr diarios)
y agua embotellada ad libitum (a voluntad) cambiandose 2 veces al dia (35ml a

50ml por vez). Cada animal estuvo en una jaula individual.

La preparacion del tubo de policloruro de vinilo (PVC de grado médico) como
DISPOSABLE SCALP VEIN SETS de KDL (Longwan, Zhejiang, CHINA), se
realizd 24 horas antes de la cirugia de las ratas, se fabricaron 24 unidades, los tubos
de PVC se trabajaron en condiciones de esterilidad (se pas6é por una lampara luz

ultravioleta por 1 hora en Germilamp (De Giorgi, Milan, Italia) y fueron obtenidos
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como producto del corte de segmentos de un tubo a 6 milimetros con un diametro
de 2.3 milimetros y un espesor de la pared de 0.4 milimetros la mitad de los tubos
preparados fueron rellenados empleando una cureta de dentina para aplicar el
cemento al interior hasta observarlo compacto por dentro en el cual ingresa una
cantidad de 0.09 gramos por tubo (Anexo 10 fig. 115-120), la otra mitad fueron

usados como control (Anexo 10 fig. 121-124).

Se prepard el CE que empled como referencia la formula “Polifil” descrita por
“Poliquil Araraquara Polimeros Quimicos” descrito en la literatura, en donde se
sintetizo en base a dos compuestos.®. El primer compuesto o llamado PASTA A
(Base) incluy6 los 4 insumos del “Polifil”, més el elemento natural seleccionado

como quinto insumo que fue la variable del trabajo.

La pasta A se mezcl6 en una platina de vidrio cuadrada de 10 cm por 10 cm, en la
que se coloco 0.04gr de L-Iditol, y 0.09ml de aceite de ricino, se mezcl6 con la
espatula de cemento N°24 (Hu- Friedy 24 p/cemento mg6, Rockwell St, Chicago,
EE. UU.) por 20 segundos, se combind con 0.21gr de 6xido de zinc, estas fueron
mezcladas por 20 segundos, finalmente se agregd 0.20gr de carbonato de calcio y

se mezclo por 20 segundos mas.

La Pasta A se configurd con forma rectangular de 5¢cm de largo por 1cm de alto la
cual se dividio en 5 cuadrados de 1cm por 1 cm, a las 4 primeras se le agreg6 0.06ml

de los elementos naturales seleccionados (Propdleo Jalks, Tintura de propoéleo,
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menta y mufia), que fueron las variables del trabajo dejando un grupo libre que se
evalu6 como control, finalmente a cada porcion del cemento preparado que recibid

el elemento natural se mezclaron por 20 segundos.

La Pasta B se realiz6 en la misma platina de vidrio de 10 cm por 10 cm, en esta se
mezclé 0.20ml de difenil metano con 0.05ml de diisocianato de isoforona por 20
segundos luego se dividié la mezcla en 5 partes iguales (cada una de 0.05ml) las
que se agregaron a cada una de las pastas A y se mezclo por 20 segundos. Se
comprobd que el rango de elasticidad (10mm a 30mm) de los 5 CE preparados que

luego se guardaron en la incubadora por 24 horas.

La formula del CE consider6 los valores y las recomendaciones de los siguientes
autores, como la recomendacidn sobre el porcentaje del peso total para el elemento
natural seleccionado donde se evitd que excediera el 10% del total.®, con ello se
evitd una alteracion en el comportamiento de la dureza y flexibilidad. Asi mismo,
otros estudios demostraron que la mejor proporcion para el empleo del aceite de
ricino era cercana al 10% del peso total del producto.®’. Se considero los estudios
referentes al peso total del carbonato de calcio que esta en referencia al 34.5%.%,
Se colocaron dentro de los tubos 0.09 mg de cada CE y se guardaron en una

incubadora a temperatura ambiente por 24 horas
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Manejo Quirurgico

Se prepar0 el area quirdrgica para la anestesia (dorsal de la rata) se depil6 el area
(orientada de cabeza hacia la cola) y se desinfectd con yoduro de povidona al 10%
y alcohol al 70% (Anexo 10 fig. 125). Se realizé la incision con un bisturi N°15 con
mango N°3 donde se profundiz6 2 mm y abarc6 una longitud de 10mm.
Posteriormente se insertaron las pizas de diseccion para realizar un bolsillo por lado
de trabajo lo que permiti6 obtener dos cavidades, en la primera de ella se colocé el
tubo de PVC correspondiente al material experimental y el otro fue el tubo de PVC

como control (Anexo 10 fig. 126-129).

Luego de la cirugia se colocaron 2 puntos de suturas de seda negra trenzada 5/0 TC
15 (Cirugia Peruana, Brefia, Lima, Per() y se control6 las suturas previniendo la
posibilidad de infecciones hasta el dia de la toma de la muestra donde se evalué a
través de un estudio histopatoldgico de la biocompatibilidad crénica (21 dias)
determinado por la presencia de tejido inflamatorio (neutrofilos, macréfagos y
mastocitos) (Anexo 10 fig. 130-131). Asi como el detalle de los pesos de los 7 dias

de adaptacion (Anexo 10 fig. 132)

Manejo Post Quirdrgico

Posterior a la intervencidn y observarlos atentamente, los modelos fueron llevados
a cada una de sus jaulas, se les modificd la textura de la dieta a blanda mediante la

técnica de moler su comida y mezclarla con un poco de agua. Esto se mantuvo de
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esta forma por 3 dias, posterior a estos 3 dias se le regreso a la textura habitual de

la dieta.

Se observé que posterior a la cirugia el peso de los modelos disminuyo hasta el
tercer dia, luego del cual en los dias siguientes recuperaron lo perdido (25gr a 35gr

aproximadamente) (Anexo 10 figura 133).

Manejo del protocolo de beneficencia

El procedimiento fue iniciado con aplicacion de solucién sedante (Xilazina en

clorhidrato 0.24 ml por cada 100 gramos con el nombre de dormixyl 2® (Agrovet,

Lima, Peru)) y se colocé la solucidn anestésica (ketamina en clorhidrato 0.12 ml

por cada 100 gramos con el nombre de ket-A-100® (Agrovet, Lima, Pert)), ambas

de tipo intramuscular.

El proceso de beneficencia se realizd segun los protocolos de recoleccion de
muestras el dia 21 posterior a la cirugia de implantacion de los productos, para ello
se realizé el mismo procedimiento de sedacidn y anestesia a las modelos de estudio
y la cirugia incluyd la zona circundante donde estaban presentes los tubos de
polietileno incluyendo el tejido conectivo subcutaneo, el tejido obtenido fue
colocado en un recipiente rotulado y codificado con buffer formalin al 10% con un
pH 7.0, fueron recogidas por el técnico encargado de la recepcidn de muestras del

laboratorio del Hospital Nacional Arzobispo Loayza (Anexo 10 fig. 134-137).
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Manejo del Enmascaramiento

El proceso de codificacion de muestras solo estd a conocimiento del investigador
que posee tanto los codigos de las muestras como de la correspondencia del modelo
animal, de tal forma que ni el técnico ni los intervinientes en la cirugia pudieron

saber que muestra correspondia a que rata para evitar sesgos en las lecturas.

Estudio Histomorfométrico

Para su procesamiento histoquimico fueron embebidos en metacrilato de glicol y
pigmentadas con hematoxilina y eosina HE, se obtuvieron series de 5 micras
(longitudinal al eje axial del tubo) permitio observar las areas donde el contacto del
producto con el tejido de forma directa. El proceso de fijado inicia con el contacto
con el formaldehido luego se descalcifico en &cido nitrico por 16 horas, para de alli
se realizo la inclusion mediante la deshidratacion en alcohol (etanoles) a diferentes
concentraciones que fueron desde 50% hasta el 100% o alcohol absoluto por una
hora y estas se agitaron al menos 3 veces luego pasaron por xileno las piezas se
transfirieron por parafina liquida (3 veces) en una estufa entre 45° a 60°. Luego se
hizo el bloque dentro del molde en donde se colocd la parafina liquida donde quedd
ubicado para los cortes a la muestra. Se colocé encima el casete y se dejé enfriar

donde se recort6 los excesos y quedo listo para recortarlo en el micrétomo.

El analisis se describié con un microscépico que estuvo a cargo de un patélogo
quien analizé las muestras a 10X de zoom, 40X de zoom, 100X y de 200X de zoom

de magnificacion bajo un Microscopio binocular (Zeiss Primo Star 415500-0051-
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000, Oberkochen, Baden-Wirttemberg, Alemania). El patdlogo analizd las
muestras de forma ciega e independiente, concluyé que los analisis no presentaron

conflicto entre ellas (Anexo 10 fig. 135-137).

La reaccion del tejido se comparo con la del control mediante un andlisis descriptivo
en el estéreo microscopio sobre la densidad celular, en concordancia con los
parametros establecidos como el ISO 10993-6 (2007) la evaluacion a las reacciones
de los tejidos y basado en estudios previos, hicieron que el conteo de la proliferacion
celular sea el mas adecuado para este trabajo, asi como el edema de la parte

periférica del tejido, las cuales fueron puntuados minuciosamente.

De cada muestra se seleccionaron 5 repeticiones, que se contaron y se promediaron
para obtener el resultado final. Para ello se empled el programa IMAGE-J (National
Institutes of Health, Softronic, Barcelona, Espafia), el cual permite de una forma
didactica el conteo celular interviniendo en aquellas células que su diferenciacion

no sea tan clara.

El uso de esta aplicacion inicié cuando se cargo la imagen de alta resolucién al
programa, se aplicaron clics en aquellas células de tejido inflamatorio presente, y
luego de esto se llevaron los datos a una hoja de célculo para obtener los promedios

totales.
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PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE INFORMACION

El anélisis estadistico empled 4 pruebas para certificar los resultados. La primera
incluye una tabla con las pruebas descriptivas, exploratorias y la prueba de
normalidad de Shapiro — Wilk, la segunda es la prueba Unidireccional de ANOVA
de subconjuntos homogéneos con Honestly Significant Difference (HSD) de
Tukey, la tercera es la prueba post hoc de comparaciones multiples con HSD Tukey

y la cuarta es la caja de bigotes para interpretar mas claramente los resultados.
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V. RESULTADOS

El presente estudio caracterizd un cemento endodontico y le agregd elementos
naturales (menta, mufa, propoleo Jalks y tintura de prop6leo) brindadndole una
propiedad antibacteriana controlada frente al E. faecalis ATCC 2982; para ello se
realizo el estudio dividiéndose en 4 fases, la primera fase un control antibacteriano
de cada uno de los elementos naturales, la segunda fase un control antibacteriano
de cada uno de los elementos naturales incorporados en el cemento endoddntico
caracterizado, la tercera fase el estudio de viabilidad celular en MTT vy la cuarta

fase un estudio de biocompatibilidad en ratas.

En la tabla 1, se observo los resultados del trabajo sobre la eficacia antimicrobiana
mostraron que los elementos naturales (menta, mufia, propdleo Jalks y tintura de
propoleo) en BHA frente al E. faecalis (ATCC 2982) con escala de turbidez de Mc
Farland a 0.5 presentaron inhibicién en el crecimiento bacteriano en un rango de
2.10 mm a 6.10 mm, distribuido de la siguiente forma: El promedio del halo de
inhibicién mas alto fue la mufia (5.95mm), seguido de la menta (4.45mm), luego el

propdleo Jalks (4.25mm) y finalmente la tintura de propoleo (2.20mm).

En la tabla 2, los resultados del trabajo sobre la eficacia antimicrobiana mostraron
que el CE tanto solo como con los elementos naturales en BHA frente al E. faecalis
(ATCC 2982) con escala de turbidez de Mc Farland a 0.5 presentaron inhibicidn en
el crecimiento bacteriano en un rango de 5.50 mm a 18.40 mm, distribuido de la

siguiente forma: El promedio del halo de inhibicion mas alto fue el CE solo
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(18.05mm), seguido del CE-ME (16.50mm), CE-MU (14.48mm), CE-TP

(14.36mm) y finalmente CE-PJ (6.08mm).

En la tabla 3, los resultados de la prueba de citotoxicidad in vitro mediante la prueba
de colorimetria basada en la reduccion MTT del CE demostro los porcentajes de
viabilidad en un valor minimo de 0.614% y un maximo de 95.820% distribuido de
la siguiente forma: EI promedio de viabilidad mas alto fue el CE (93.60%), sequido

de CE-ME (77.44%), CE-MU (71.11%), CE-PJ (37.81%) Y CE-TP (14.67%).

En la tabla 4, los resultados sobre el conteo celular en base a histologia (células de
tipo inflamatoria neutréfilos, macréfagos y mastocitos) se basaron en la eleccion de
un determinado segmento en la ldAmina porta objetos donde se visualizé el contacto
entre el cemento evaluado y el tejido circundante, estos se expresaron mediante un
conteo de la cantidad de células de tipo inflamatorias que va desde escaso (< 25),
moderado (25 a 125) y severo (> 125 células). El rango en el que se presento en
este estudio fue un minimo de 3 células y un maximo de 19 células, distribuidos de
la siguiente forma: CE-MU (17.25 células), CE (16.25 células), CE-ME (13.00

células), CE-PJ (6.25 células) y CE-TP (4.00 células).

El andlisis estadistico de la fase 1 demostré mediante las pruebas descriptiva,
exploratoria que todos los grupos p eran mayores a 0.05 (p > 0.05), por lo tanto, no
hubo diferencia significativa estadistica entre los grupos (Shapiro-Wilk). Lo que se

corrobord con la prueba unidireccional de ANOVA de subconjuntos homogéneos
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con HSD Tukey (tabla 5) y la prueba de post hoc de comparaciones multiples con
HSD Tukey con una significancia mayor al 0.001(tabla 6). El resultado se observo

mediante la figura de la caja de bigotes (gréfico 1).

El analisis estadistico de la fase 2 demostré mediante las pruebas descriptiva,
exploratoria que todos los grupos p eran mayores a 0.05 (p > 0.05), por lo tanto, no
hubo diferencia significativa entre los grupos (Shapiro-Wilk). Lo que se corrobord
con la prueba unidireccional de ANOVA de subconjuntos homogéneos con HSD
Tukey (tabla 7) y la prueba de post hoc de comparaciones multiples con HSD Tukey
con una significancia mayor al 0.001 (tabla 8). El resultado se observo mediante la

figura de la caja de bigotes (grafico 2).

El andlisis estadistico de la fase 3 demostrd6 mediante las pruebas descriptiva,
exploratoria que todos los grupos p eran mayores a 0.05 (p > 0.05), por lo tanto, no
hubo diferencia significativa estadistica entre los grupos (Shapiro-Wilk). Lo que se
corroboré con la prueba unidireccional de ANOVA de subconjuntos homogéneos
con HSD Tukey (tabla 9) y la prueba de post hoc de comparaciones multiples con
HSD Tukey con una significancia mayor al 0.001(tabla 10). El resultado se observo

mediante la figura de la caja de bigotes (gréafico 3).

El andlisis estadistico de la fase 4 demostré mediante las pruebas descriptiva,
exploratoria que todos los grupos p eran mayores a 0.05 (p > 0.05), por lo tanto, no

hubo diferencia significativa estadistica entre los grupos (Shapiro-Wilk). Lo que se
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corrobor6 con la prueba unidireccional de ANOVA de subconjuntos homogéneos

con HSD Tukey (tabla 11) y la prueba de post hoc de comparaciones maltiples con

HSD Tukey con una significancia mayor al 0.001(tabla 12). El resultado se observo

mediante la figura de la caja de bigotes (gréfico 4).

Tabla 1

Valores descriptivos expresados en milimetros de los elementos naturales
(menta, mufia, propdleo Jalks y tintura de propdleo) enfrentados al E.

faecalis (ATCC 2982)

Elemento Media DeS\{iacién Minimo Méximo Pruebade_ Norn_1a|idad
Natural Estandar (Shapiro-Wilk)
MU 4 5950 0.129 5800  6.100 0.972
ME 4 4.450 0.129 4.300 4.600 0.972
PJ 4 4.250 0.129 4.100 4.400 0.972
TP 4 2.200 0.070 2.100 2.250 0.161

Tabla 1: En donde la mufia (MU), menta (ME), propoleo Jalks (PJ) y tintura de propéleo (TP)
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Tabla 2

Valores descriptivos expresados en milimetros del CE y CE con elementos
naturales (menta, mufia, propéleo Jalks y tintura de propéleo) enfrentados al
E. faecalis (ATCC 2982)

Elemento N Media Desviacion Minimo Maximo Prueba de Normalidad
Natural Estandar (Shapiro-Wilk)
CE 4 18.050 0.451 17.400 18.400 0.230
CE-ME 4 16.498 0.461 15900 17.000 0.922
CE-MU 4 14.475 0.419 13.900 14.900 0.650
CE-TP 4 14.350 0.351 14.000 14.700 0.262
CE-PJ 4 6.075 0.650 5.500 7.000 0.399

Tabla 2: En donde el cemento endoddntico (CE), cemento endoddntico con menta (CE-ME),
cemento endodéntico con mufia (CE-MU), cemento endodéntico con propdleo Jalks (CE-PJ) y
cemento endoddntico con tintura de propdleo (CE-TP) y el nimero de muestras (N).

Tabla 3

Valores descriptivos de la viabilidad celular del CE y CE con elementos
naturales (menta, mufia, propoleo Jalks y tintura de prop6leo) expresados en

porcentaje
Elemento Media Desviacion Minimo Maximo Prueba de Normalidad
Natural Estandar (Shapiro-Wilk)
CE 4 93.600 0.450 91.620  95.820 0.404
CE-ME 4 77.440 3.855 70.372  83.190 0.252
CE-MU 4 71110 0.971 67.302 76.210 0.755
CE-PJ 4  37.810 1.723 33.886  44.94 0.161
CE-TP 4  14.670 0.141 0.614  36.690 0.811

Tabla 3: En donde el cemento endodéntico (CE), cemento endoddntico con menta (CE-ME),
cemento endodéntico con mufia (CE-MU), cemento endodéntico con propdleo Jalks (CE-PJ) y
cemento endodéntico con tintura de propdleo (CE-TP) y el nimero de muestras (N).
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Tabla 4

Valores descriptivos de la biocompatibilidad celular del CE y CE con
elementos naturales (menta, mufa, propoleo Jalks y tintura de propoleo)
expresados en unidades

Elemento dia Desviacion . . .. Pruebade Normalidad
Natural N  Media Estandar Minimo Maximo (Shapiro-Wilk)
CE-MU 4 17.250 1.710 15.000  19.000 0.850
CE 4 16.250 1.500 15.000  18.000 0.224
CE-ME 4 13000 0.820 12.000  14.000 0.683
CE-PJ 4  6.250 1.890 5.000 9.000 0.086
CE-TP 4 4.000 3.000 3.000 6.000 0.161

Tabla 4: En donde el cemento endoddntico (CE), cemento endoddntico con menta (CE-ME),
cemento endodéntico con mufia (CE-MU), cemento endodéntico con propdleo Jalks (CE-PJ) y
cemento endodéntico con tintura de propdleo (CE-TP) y el nimero de muestras (N).

Tabla 5
Prueba Unidireccional de ANOVA de subconjuntos homogéneos con HSD
Tukey
Grupo N 1 2 3

MU 4 5.95

ME 4 4.45

PJ 4 4.25

TP 4 2.20

Sig. 1.00 0.127 1.00

Tabla 5.- En donde la mufia (MU), menta (ME), propoleo Jalks (PJ) y tintura de propéleo (TP).
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TABLAG6

Prueba post hoc de comparaciones multiples con HSD Tukey

) J) Diferencia de Desv. Error  Si Limite  Limite
Grupo Grupo medias (1-J) ' 9 inferior superior

ME PJ 0.200 0.083 0.127  0.046 0.446

PJ ME -0.200 0.083 0.127 -0.446 0.046

Tabla 6.- En donde la menta (ME), propdleo Jalks (PJ), realizado al intervalo de confianza 95%.

7,00
=
Valor
en mm == ==
3,00
2,00 |
1.00 MU 2.00 ME 3.00 p] 4.00 Ip

Gréfico 1.- Caja de bigotes de la respuesta antibacteriana de los elementos naturales (menta, mufia,
propoleo) mediante el método de sensibilidad bacteriana sobre las cepas de E. faecalis ATCC 2982,
En donde mufia (MU), menta (ME), propoleo Jalks (PJ) y tintura de propdleo (TP).
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Tabla 7

Prueba post hoc de comparaciones multiples con HSD Tukey

Diferencia

m J) Desv. Limite Limite
de medias Sig

Grupo Grupo Error inferior  superior
(1-J)

CE CE-ME 1.553 0.337 0.003 0.511 2.594
CE-ME CE -1.553 0.337 0.003 -2.594 -0.511
CE-MU  CE-TP 0.125 0.337 0.996 -0.916 1.166

CE-TP CE-MU -0.125 0.337 0.996 -1.166 0.916

Tabla 7.- En donde el cemento endodontico (CE), cemento endodontico con menta (CE-ME),
cemento endodontico con mufia (CE-MU), cemento endoddntico con propoleo Jalks (CE-PJ) y
cemento endodontico con tintura de propdleo (CE-TP).

Tabla 8
Prueba Unidireccional de ANOVA de subconjuntos homogéneos con HSD
Tukey
Grupo N 1 2 3 4
CE-PJ 4 6.075
CE-TP 4 14.350
CE-MU 4 14.475
CE-ME 4 16.498
CE 4 18.050
Sig. 1 0.996 1 1

Tabla 8: En donde el cemento endoddntico (CE), cemento endodontico con menta (CE-ME),
cemento endodontico con mufia (CE-MU) y cemento endoddntico con tintura de propdleo (CE-
TP), realizado al intervalo de confianza 95%.
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Gréfico 2: Caja de bigotes de la respuesta antibacteriana del CE con la incorporacion de los
elementos naturales seleccionados mediante el método de sensibilidad bacteriana sobre las cepas de
E. faecalis (ATCC 2982). En donde el cemento endoddntico (CE), cemento endodéntico con menta
(CE-ME), cemento endoddntico con mufia (CE-MU), cemento endodontico con tintura de propdleo
(CE-TP) y cemento endoddntico con propdleo Jalks (CE-PJ)

Tabla 9
Prueba Unidireccional de ANOVA de subconjuntos homogéneos con HSD
Tukey
Grupo N 1 2 3 4 5
CE-TP 4 14.80
CE-PJ 4 38.625
CE-MU 4 69.850
CE-ME 4 76.925
CE 4 94.225
Sig. 1 1 1 1 1

Tabla 9: En donde el cemento endododntico (CE), cemento endodédntico con menta (CE-ME),
cemento endodéntico con mufia (CE-MU), cemento endoddntico con propoleo Jalks (CE-PJ) y
cemento endoddntico con tintura de prop6leo (CE-TP) y el nimero de muestras (N).
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Tabla 10

Prueba post hoc de comparaciones multiples con HSD Tukey

) J) Diferenciade  Desv. si Limite Limite
Grupo Grupo medias (I-J) Error g inferior superior
CE-ME CE-MU 7.075 1.378  0.001 2.818 11.331
CE-MU CE-ME -7.075 1.378 0.001 -11.331 -2.819

Tabla 10: En donde el cemento endoddntico con menta (CE-ME), cemento endodoéntico con mufia
(CE-MU), realizado al intervalo de confianza al 95%.
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Gréfico 3: Caja de bigotes del efecto citotéxico del CE con la incorporacion de los elementos
naturales seleccionado frente a la linea celular de MDCK. Se observa el cemento endodontico (CE),
cemento endodontico con menta (CE-ME), cemento endoddntico con mufia (CE-MU), cemento
endoddntico con tintura de propoleo (CE-TP) y cemento endoddntico con propdéleo Jalks (CE-PJ)
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Tabla 11

Prueba Unidireccional de ANOVA de subconjuntos homogéneos con HSD
Tukey

Grupo N 1 2 3
CE-TP 4 4.000
CE-PJ 4 6.250
CE-ME 4 13.000
CE 4 16.250 16.250
CE-MU 4 17.250
Sig. 0.268 0.054 0.878

Tabla 11: En donde el cemento endodéntico (CE), cemento endodéntico con menta (CE-ME),
cemento endodontico con mufia (CE-MU), cemento endoddntico con propoleo Jalks (CE-PJ) y
cemento endodontico con tintura de prop6leo (CE-TP).

TABLA 12

Prueba post hoc de comparaciones multiples con HSD Tukey

m J) Difer_encia de  Desv. Sig . L|’it_e Limi_te
Grupo  Grupo medias (I-J) Error inferior  superior
CE-MU CE 1.000 1.069 0.878 -2.299 4.299
CE-MU CE-ME 4.250 1.069 0.009 0.951 7.549

CE CE-MU -1.000 1.069 0.878 -4.299 2.299

CE CE.ME 3.250 1.069 0.054 -0.049 6.549
CE-ME CE-MU -4250 1.069 0.009 -7.549 -0.951
CE-ME CE -3.250 1.069 0.054 -6.549 0.049
CE-PJ CE-TP 2250 1.069 0.268 -1.049 5.549
CE-TP CE-PJ -2.250 1.069 0.268 -5.549 1.049

Tabla 12: Cemento endoddntico (CE), cemento endodéntico con menta (CE-ME), cemento
endoddntico con mufia (CE-MU), cemento endoddntico con propéleo Jalks (CE-PJ) y cemento
endoddntico con tintura de propoleo (CE-TP), realizado al intervalo de confianza 95%.

66



20,00

15,00

Valor 1o
enmm i

Valor

500

00

CE-MU CE CE-ME CE-PJ CE-TP

Gréfico 4: Caja de bigotes de la biocompatibilidad del CE con la incorporacién de los elementos
naturales seleccionados mediante el conteo celular en un modelo animal. Se observo que los valores
de los grupos CE-MU y CE poseen algunos valores similares, el grupo CE-ME se ubicd mas cerca
a los valores de CE, asi mismo los valores de los grupos CE-PJ y del CE-TP se encontraron proximo
entre ellos.
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VI.  DISCUSION

En endodoncia, es fundamental el control y la erradicacion de las bacterias por ser
un area de dificil acceso, en este punto la presencia de bacterias recurrentes como
el E. faecalis se han vinculado tanto en infecciones agudas como cronicas, esto se
evidencio desde el trabajo de 1998 de Sundqvist et al.?, donde determinaron la flora
microbiana presente en los dientes con ambos tipos de enfermedades (agudas y
cronica), luego de una falla en el tratamiento de conductos encontrando al E.

faecalis como la bacteria con mas frecuencia.

En tiempos donde la resistencia bacteriana ha aumentado, el uso de los elementos
naturales en odontologia ha ganado importancia tanto para el paciente como para el
operador, el conferir propiedades antibacterianas a los elementos utilizados, se

convirtio en una meta cada vez mas instaurada en los productos dentales.’

Por ello, esta investigacion evalud las propiedades antimicrobianas, citotoxicidad y
biocompatibilidad de 4 elementos naturales dentro de un CE, este trabajo se realizd

en 4 fases.

En la primera fase, se determind el efecto antibacteriano de cada uno de los
elementos naturales frente al E. feacalis (ATCC 2982). En el caso de la Mufia

podemos citar el trabajo del 2016 de Torrenegra-Alarcon et al.%”, que identificaron
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el efecto antibacteriano, al igual que en este trabajo (5.98 mm). En el caso de la
menta se cit6 el trabajo de 1995 Sivropoulou et al.*8, quienes identificaron el efecto
antibacteriano que en este trabajo se obtuvo un halo de 4.45 mm, hay que remarcar
que a pesar de venir de distintos paises ambos son de regiones de altura. Finalmente,
para los estudios del propdleo se empled como referencia los articulos del 2017 de
Haripriya et al.%, en el 2017, y en el 2008 Ahangari et al.1®°, quienes obtuvieron
los siguientes resultados, el propdleo Jalks (4.25mm) y la tintura de propoleo (2.2
mm) comprobando que todos los elementos estudiados produjeron un efecto
antibacteriano, la diferencia pudo deberse a las distintas concentraciones de cada
uno pues ambos provienen de la misma region natural. Se le realizé las pruebas
estadisticas correspondientes y se identific6 que no hubo diferencia significativa

entre los productos MU, ME o PJy TP.

En la segunda fase se combinaron los elementos naturales con el CE y se comprob6
la presencia del efecto antibacteriano con todos los elementos naturales como fue
en el caso de la menta (16.50 mm), la mufa (14.48 mm), la tintura de propoéleo
(14.35 mm) y el propdleo Jalks (6.08 mm). En el estudio del 2016 de Kangarlou et
al.’% quienes midieron los halos de la inhibicion de diversos productos adicionados
(amoxicilina, triple pasta antibidtica y nano particula de plata), demostraron que es
posible conferir propiedades antibidticas al CE a partir de otros productos (CE con
amoxicilina 11.5 mm, CE con triple pasta 19.5 mm y CE con nano particula de plata
12.0 mm). Otros autores en el 2008 como Hoelscher et al®?, emplearon doxiciclina

con halos de 19.6 mm, clindamicina con un halo de 13.9 mm, y metronidazol con
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un halo 0.6 mm, con ello corroboramos la obtencién del efecto mediante la

combinacién con otros productos.

Es posible que la sintesis de los elementos naturales intervino de alguna forma en
los resultados obtenidos, por ello, a pesar de tener un proceso estandarizado
denominado destilacion por arrastre de vapor de agua de las partes aéreas, que
permite controlar la pureza y cristalinidad del producto, se debe tener encuentra que
la técnica de obtencidn es sencilla, econdmicay eco amigable en donde pudo existir
un rango de discrepancia entre los valores obtenidos y de aquellos revisados en la
literatura, sin embargo, existen otras técnicas como la obtencion del producto
mediante el prensado el cual tiene desventajas como ser un proceso discontinuo,
una menor velocidad de proceso, elevado espacio necesario y aumentar la mano de
obra. Existe otra técnica denominada extraccion con solventes volatiles pero el
proceso de obtencion del producto no es tan exacto y esto podia producir margenes
de variacion mayores y, por ende, valores diferentes a los obtenidos debido a que
requiere de tiempos mas largos y el contenido de trazas de los solventes utilizados

limita su uso en la industria de los alimentos o farmacéutica.

Esta bacteria fue elegida por estar presente en un mayor porcentaje (44%) en los
procesos infecciones apicales como lo describe el estudio en 1998 de Sundqvist et
al.?, su articulo sobre el analisis microbioldgico de los dientes que han fallado al
tratamiento endodontico y que resultaron en un retratamiento conservador, hicieron

una revision etiolégica sobre todos los microorganismos recuperados del conducto
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radicular después de remover el contenido de la raiz. Otros estudios como el de
2009 de Pardi et al.!%?, identificaron alrededor de 60% de E. faecalis en piezas
dentales donde fracaso el tratamiento de conductos debido a la facilidad de esta
bacteria a vivir dispuesta en cadena o en pares, ser Gram positiva, anaerobia
facultativa, inmovil, no esporulada, sobrevive en ambientes toxicos para otras
bacterias y es resistente al Hidroxido de Calcio. Por lo antes expuesto, el CE y la
incorporacion de elementos naturales al producto le confieren una propiedad
antibacteriana lo que redujo el porcentaje de fracasos debido a la contaminacion
bacteriana. Las pruebas estadisticas demostraron que no hubo diferencia

significativa entre los grupos.

En la tercera fase se demostro el efecto citotoxico (cc50) in vitro mediante la prueba
MTT de lineas celulares de mamiferos MDCK (Madin Darby Canine Kidney) de
ATCC (American Type Culture Collection), esta linea celular es la mas usada en el
Per( debido a ser una de las mas accesibles en los laboratorios que trabajan cultivos
celulares de forma particular respaldadas por ser un medio que permite hasta la
replicacion de virus.'®, aunque el estudio del 2016 Arun et al.’%, evaluaron la
citotoxicidad de 4 cementos endoddnticos y concluyeron que existe la mas alta
viabilidad en el Sealapex (96.80%) seguido del AH Plus (90.76%) fue realizado en
fibroblastos. En este trabajo de investigacién se obtuvo valores maximos en la
viabilidad celular (94.23%) para el CE, debe de tenerse en cuenta todos los
examenes antes de tomar una decision. El resultado estuvo muy préximo al

realizado por Arun et al.*%,
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Cabe resaltar que otros autores como en el 2018 Troiano et al.’%, obtuvieron una
viabilidad media e inferior realizado en células osteoblasticas. Otro estudio de
viabilidad como el del 2018 Szczurko et al.1%, que obtuvieron una viabilidad de la
media realizada en fibroblastos de ligamento periodontal humano. Se le aplicaron
las pruebas estadisticas correspondientes y se identifico que no habia diferencia

significativa entre los grupos.

En la fase 4, el CE y los CE con los elementos naturales adicionados se demostrd
ser biocompatibles y tuvieron diferencias estadisticas significativas en tres casos
(CE-MU con CE, CE-ME con CE y CE-PJ con CE-TP. Los estudios del 2017 de
Cintra et al.1%, realizados en ratas Wistar machos de 3 meses de entre 250 gr a 280
gr, determinaron que la reaccién inflamatoria del producto estaba en la zona media
(entre 25 a 125 células inflamatorias), los valores que se han encontrado en el

trabajo realizado estuvieron entre 4 a 17 células de promedio.

Resultados similares como en el 2022 de Ashraf et al.1%, realizado en ratas Wistar
machos de entre 400 gr a 500 gr, identifico que la reaccion inflamatoria del producto
estaba en una zona media (> 25 células inflamatorias), superiores a los valores de

este trabajo.
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Luego de realizar el estudio Histomorfométrico con el software Image J, se necesito
de un microscopio de luz multicabezal de 10X (Programa de dominio publico
desarrollado en el National Institutes de Health). Este programa permitio contar las
células correspondientes al area determinada por captura previa de la imagen de las
l&minas histoldgicas, lo que se evidencid una relacion entre el efecto antibacteriano
y viabilidad celular y que estadisticamente no hubo diferencias significativas entre

las muestras.

Finalmente, estos estudios demostraron que el CE-TP y el CE-PJ ademas de ser
antibacterianos, se encuentran en un nivel de alta biocompatibilidad por su nivel
bajo de presencia de células inflamatorias, por ello el empleo de estudios in vivo,
como son los modelos animales permite un nivel superior de exactitud para la
elaboracion de estos productos obteniéndose datos reales en tiempo real, es
importante mencionar que la limitacién principal esta en el nUmero maximo de
modelos animales con la que se permiti6 trabajar este estudio. Existen literaturas
gue trabajan con muestras minimas superiores a 20 animales por grupo y el tiempo

de evaluacién fue més extenso.

Se debe considerar emplear este tipo de productos, tanto en el efecto antibacteriano
como en su efecto de biocompatibilidad, ya que por ahora no existe un CE que
cumpla con los objetivos ideales. Estos cementos endoddnticos cuentan con un
nuevo concepto y cumple con la normativa necesaria, seria esencial para su

produccion considerar nuevas investigaciones en esta linea para registrar una
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patente que pueda utilizarse en casos clinicos posteriores y que sea implantada
como parte de los protocolos del tratamiento pulpar en la clinica docente asistencial

de la UPCH.
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VII. CONCLUSIONES

1. Se identifico la propiedad antibacteriana en los 4 elementos naturales
(mufia, menta, propoleo Jalks y tintura de propéleo) dentro de los cuales la
mufia obtuvo el halo méas grande 5.95 mm, frente a las cepas del E. faecalis

(ATCC 2982).

2. Se determin0 la sensibilidad bacteriana del CE (18.1 mm), y el CE-ME

obtuvo el halo mas grande (16.50 mm) de los CE adicionados.

3. Se determind la viabilidad celular para el CE (94%), asi como al CE-ME

con un 74%.

4. Se determind la biocompatibilidad del CE con toxicidad leve en todos los

casos, el que menor cantidad de células inflamatorias presenté fue CE-TP

(4 células inflamatorias), seguido del CE-PJ (6.25 células inflamatorias).

El CE a base de propoleos indujo una respuesta inflamatoria mas leve que el CE

por si solo.
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VIill. RECOMENDACIONES

1. Desarrollar otros cementos endodonticos experimentales con distintos

elementos naturales con el fin de evaluar el efecto antibacteriano.

2. Realizar investigaciones adicionales con un namero mayor de modelos
animal para validar ain mas los resultados obtenidos en el estudio
preliminar. Debido a la limitacion en el nimero reducido de modelo animal
permitido por el Comité Institucional de Etica para el uso de animales en la

UPCH.

3. Realizar nuevas investigaciones sobre el CE evaluando no solo los halos de
inhibicidn, citotoxicidad o biocompatibilidad, sino otras metodologias tales

como compresion, médulos de elasticidad y espectrometria de Raman.

4. Realizar nuevas investigaciones del CE experimental utilizando otras

técnicas de evaluacion como volumen, reabsorcion del material en

diferentes periodos de tiempo.
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ANEXO 2: SELECCION DE ELEMENTOS NATURALES
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Figura 4.- Caracteristicas de los elementos naturales seleccionados

Figura 5. — Elementos naturales A: Tintura de propoleo, B: Propoleo Jalks, C: Mufia, D:




CERTIFICADO DE ANALISIS

Producto: Aceite Esencial de Menta

Nombre Botanico: Mentha x piperita

Lote N2: 8412-SNN-2023-2

Fecha de Destilacién: Abril 2023

Fecha de Vencimiento: Abril 2025

Color: Traslucido, incoloro

Aroma: Mentolado, indica sensacion de frescura

Pais de Origen: India

Método de Extraccién: Destilacion por Arrastre de Vapor de las
hojas

PROPIEDADES FISICO QUIMICAS ESPECIFICACION RESULTADOS

Gravedad especifica @ 20 °C 0.900 -0.916 0.9018

[ndice de refracciéon @ 20 °C 1.457 — 1.467 1.460

Rotacién dptica @ 20 °C -10° - 30° -24.70°

ES AROMATERAPIA EIRL - Calle Venecia 147, Dpto. 201, San Borja
Teléfono: 337-2290 Celular: 977 779 444
www.ekala.ape

Figura 6.- Certificado de andlisis



GCMS

Aceite Esencial de Menta
Mentha x piperita
Peak Compound RI Area Sum %
1 cis-2-Hexenol 7.965 0.02
2 a-Thujene 9.371 0.04
3 a-Pinene 9649 0.9
4 Camphene 10173 003
5 3-Methylcyclohexanone 10.384 0.03
6 Thuja-2.4(10)-diene 10.477 0.12
7 Sabinene 11923 023
8 B-Pinene 11.984 1.25
9 1-Octen-3-ol 12.54 0.07
10 m-Menthane 12.828 0.02
11 1-Octen-3-ol 12 947 002
12 B-Myrcene 13.183 0.26
13 3-Octanol 13.536 0.15
14 o-Phellandrene 13.771 007
15 83-carene 14,172 0.03
16 a-Terpmene 14.643 0.15
17 1-p-Menthene 14.931 0.04
18 p-Cymene 15.203 0.30
19 Limonene 15.528 1.96
20 1.8-Cineole 15.644 5.90
21 2-Ethylhexanol 15.849 0.09
22 (7)-p-Ocimene 16.431 0.07
a3 (E)-B-Ocimene 17,135 0.06
24 y-Terpinene 17.685 0.18
25 cis-Sabinene hydrate 18.256 0.13
26 Octanol 19.049 0.06
7 a-Terpinolene 19,866 0.12
28 trans-Sabinene hydrate 20.627 0.05
29 Linalool 21.114 0.12
30 Amyl isovalerate 21.482 0.03
31 unknown 22459 gos

Teléfono: 337-2290 Celular: 977 779 444
www.ekala.ape

ES AROMATERAPIA EIRL - Calle Venecia 147, Dpto. 201, San Borja
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Peak Compound R1 Area Sum %
32 Isopulegol 24.379 015
33 Menthone 25333 26.41
34 Isomenthone + Menthofura 25.940 6.06
35 Neo-Menthol 26,109 3.41
36 Menthol 27.202| 37.28
37 Isomenthol 27.599 0.75
38 Neoisomenthol 28.113 0.24
39 a-Terpineol 28.215 0%
40 Pulegone 31.987 1.16
1 Carvone 32.387 013
42 Piperitenone 33 154 018
43 neo-Menthyl acetate 35.273 022
4 Dihydroedulan [ 35,838 0.06
45 Dihydroedulan II 36 257 004
46 Menthyl acetate 37.003 5.73
47 Isomenthyl acetate 37.83 012
43 Bicycloelemenene 39.975 0.07
49 u-Cubebene 41 018 005
50 a-Copaene 42936 0.25
51 B-Bourbonene 43 55 01
52 B-Elemene 14.426 0.06
33 unknown 45.303 01
54 unknown 45.647 0.1
i B-Caryophyllene 46.26 328
56 unknown 46.859 0.04
57 pB-Copaene 47.008 0.08
58 unknown 47.289 0.07
59 a-Humulene 48.816 0.06
60 (E)-B-Famesene 50016 0.1
61 Germacrene D 51.035 0.33
62 Bicyclogermacrene 52.217 0.12
63 6-Cadinene 54.545 0.08

Caryophyllene oxide 58 435 0.06
65 Vindiflorol 59.129 0.04
Tortal identified 99.64%

ES AROMATERAPIA EIRL - Calle Venecia 147, Dpto. 201, San Borja
Teléfono: 337-2290 Celular: 977 779 444
www.ekala.ape

Figura 8.- Composicion de la menta
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NATURAL SOURCING

Cosmetic and Personal Care Ingredient Specialists  Andean Mint {Minthostachys Mollis) _
PROUDLY SERVING YOU FOR OVER 20 YEARS

Sample:

Client: | Natural Sourcing

Sample: | Andean Mint (Minthostachys Mollis)
Batch # | PIUOS0818

CAS Number |

<
=

Type: | Essential Oil
~ Conclusion
— * No adulterants, diluents, or contaminants were detected via this method.
i:. « This oil meets the expected profile for genuine oil of Andean Mint (Minthostachys
= Mollis}.
N
2
et
; Validated By: Digitally signed by Adam Christensen o
o Date: 2018.10.09 10:14:39 -04'00°
o
B Essential Validation Services

747 SW 2nd Ave, Gainesville, FL 32601

rorcmm— e I

Summary of Analyses

A fresh sample of Andean Mint {Minthostachys Mollis) (10 uL in .5t0.5 mL Hexane + ETOH) was
prepared and analyzed via split injection GC/EI-MS.

This repoet is the digitally sigaed and will oal Be consideved waid If the sigaature & intoct. 10/9/2018

B}mt"a/ Va/iaa t"on Se”,'ce: - This seport may not bv pubished without the consent of Essentiof Vokdotion Serwees

CNromatogroph imoge may Aot show fUl run tiewe

Figura 10.- Certificado de andlisis de la mufia



NATURAL SOURCING
e e sy S
Main Compounds Percentages
Pulegone 28.65%
Menthone 25.16%
cis-Dihydrocarvone 5.44%
Carvone 4.32%
g Geranyl acetate 3.06%
‘ beta-Caryophyllene 2.83%
< Carvacryl acetate 2.74%
B Piperitone 2.07%
gamma-Terpinene 1.99%
Limonene 1.95%
& Linalool 1.53%
=27 Isopulegone 1.48%
: para-Cymene 1.29%
»‘ | Monoterpenes Sesquiterpenes Monoterpenols Sesquiterpenols Ketones ]
7.98% 6.34% 4.60% 0.18% 70.85%
¢ [ Esters Ethers Aldehydes Phenols Other |
5 7.57% 0.21% 0.40% 0.04% 1.83%
e/
| =
| <
A
= Monoterpenes » Sesquiterpenes » Monoterpenols
| u Sesquiterpenols = Ketones = Esters
! s Ethers » Phenols = Other
! ) o - This eport & the ditaby signed and Wi caly be considered vald f the sigaature I itoct.
Essential Valdation Services R et e | IR

Figura 11.- Anélisis de composicion del aceite esencial
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NATURAL SOURCING

Cosmetic and Personal Care Ingredient Specialists i i I
PROUDLY SERVING YOU FOR O-:IEV. 20 Yh‘cﬁ.sp o i (Mln‘hOStGChys MouIS)
Total Percentage 98.53%
Peak Number RT Area % Compound Name RI Chemical Family
1 12.47 0.30% alpha-Thujene 927.80 Monoterpene
2 12.75 0.43% alpha-Pinene 936.10 Monoterpene
3 14.43 0.19% Sabinene 973.00 Monoterpene
4 14.56 0.42%  Dbeta-Pinene 974.00 Monoterpene
5 14.94 0.36% Octan-3-one 981.00 Aliphatic Ketone
7 6 15.16 0.62%  Myrcene 989.20 Monoterpene
4 7 15.33 0.36% 3-Octanol 992.00 Aliphatic Alcohol
‘ 8 15.71 0.05% alpha-Phellandrene 1002.00 Monoterpene
> 9 16.23 0.26% alpha-Terpinene 1014.00 Monoterpene
> 10 16.55 1.29% para-Cymene 1024.30 Monoterpene
* 11 16.74 1.95% Limonene 1029.50 Monoterpene
% 12 16.84 0.06% 1,8-Cineole 1031.80 Monoterpene Ether
13 17.10 0.06% (Z)-beta-Ocimene 1037.80 Monoterpene
14 17.53 0.37% (E)-beta-Ocimene 1047.70 Monoterpene
- 15 18.00 1.99% gamma-Terpinene 1054.00 Monoterpene
:‘ 16 18.34 0.02% trans-Sabinene hydrate 1072.00 Monoterpenol
= 17 19.21 0.05% Terpinolene 1092.10 Monoterpene
% 18 19.65 1.53% Linalool 1099.00 Monoterpenol
19 20.55 0.18%  3-Octanol acetate
o 20 21.90 25.16% Menthone 1155.00 Monoterpene Ketone
z 21 22.23 1.18% Isomenthone 1164.33 Monoterpene Ketone
22 22.66 1.48% Isopulegone 1178.00 Monoterpene Ketone
I 23 23.26 0.30% alpha-Terpineol 1191.71 Monoterpenol
,, 24 23.47 5.44%  cis-Dihydrocarvone 1197.57 Monoterpene Ketone
| 8 25 23.74 0.86% trans-Dihydrocarvone 1203.83 Monoterpene Ketone
‘ i:* 26 23.92 0.07% Verbenone 1213.80 Monoterpene Ketone
| 3 27 24.59 0.56% Citroneliol 1229.25 Monoterpenol
= 28 25.12 28.65% Pulegone 1244.43 Monoterpene Ketone
= 29 25.23 4.32% Carvone 1248.14 Monoterpene Ketone
I ; 30 25.46 0.18% Geraniol 1255.29 Monoterpenol
| : 31 25.57 2.07% Piperitone 1258.50 Monoterpene Ketone
2 32 26.04 0.40% Geranial 1272.00 Monoterpene Aldehyde
> 33 26.17 0.13% isopiperitenone 1275.20 Monoterpene Ketone
34 26.67 0.03% Bornyl acetate 1288.29 Monoterpene Ester
35 26.83 0.90% Thymol 1288.15 Monoterpenol
36 27.18 1.11% Carvacrol 1304.40 Monoterpenol
37 27.34 0.21% cis-Dihydrocarveol acetate
38 28.47 0.13%  delta-Elemene 1335.83 Sesquiterpene
‘ 39 28.59 1.13%  Piperitenone 1347.00 Sesquiterpene Ketone
\ 40 28.81 0.19% Citronellyl acetate 1357.83 Monoterpene Ester
1 41 28.90 0.84% Thymyl acetate 1357.40 Monoterpene Ester
| 42 29.08 0.04% Eugenol 1365.89 Phenylpropanoid
43 29.19 0.12%  Neryl acetate 1362.90 Monoterpene Ester

A » 53 » 5o Thic report is the digitally sigaed and will anly e consickvied valid If the sigeature i insoct. |0/9/20 18
senttral Va, tron Thissepcrt may nat be gublished withaut the consent of Essential Vokdation Services

CRroveatograph imoge may Aot show Ul run tiee

Figura 13: Andlisis del aceite esencial



NATURAL SOURCING

Cosmetic and Personal Care Ingredient Specialists  Andean Mint {Minthostachys Mollis) _

PROUDLY SERVING YOU FOR OVER 20 YEARS

44 29.41 0.59% Piperitenone oxide 1366.43 Sesquiterpene Ester
45 29.53 2.74%  Carvacryl acetate 1370.00 Monoterpene Ester
46 29.82 3.06% Geranyl acetate 1379.20 Monoterpene Ester
47 30.15 0.13% Dbeta-Bourbonene 1388.70 Sesquiterpene
48 30.30 0.10% beta-Elemene 1389.20 Sesquiterpene
49 31.30 2.83% Dbeta-Caryophyliene 1427.14 Sesquiterpene
50 31.92 0.05% Aromadendrene 1449.80 Sesquiterpene

g 51 32.38 0.44%  alpha-Humulene 1461.43 Sesquiterpene

3 52 33.22 0.87% Germacrene D 1484.71 Sesquiterpene

(", 53 33.38 0.17% (Z,E)-alpha-Farnesene 1500.50 Sesquiterpene

> 54 33.70 1.20% Bicyclogermacrene 1490.71 Sesquiterpene

> 55 33.91 0.19% Dbeta-Bisabolene 1509.86 Sesquiterpene

- 56 34.20 0.03% gamma-Cadinene 1515.29 Sesquiterpene

i 57 34.43 0.20% delta-Cadinene 1524.14 Sesquiterpene

b 58 36.15 0.18%  Spathulenol 1587.00 Sesquiterpenol

Y 59 36.33 0.15% Caryophyliene oxide 1594.86 Sesquiterpene Ether

CMS Eve

4
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This report is the digitall signed and wil anly be considered wald if the sigature i insoct
This report may not be pubhshed without the consent of Fssentiol Volidation Servces 10/9/2018
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Essential Validation S

Figura 14: Andlisis del aceite esencial
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Figura 15.- Representacién de las estructuras quimicas de la menta. Fuente: De

Sousa Barros A.®. Donde: A.- Oxido de piperitenona, B.- Mentol, C.- Pulegona
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Figura 16.- Representacion de las estructuras quimicas de la mufia. Fuente:

Propia. Donde: A.- Pulegona, B.- Mentona, C.- Limoneno

ANEXO 3: ACTIVACION DEL E. FAECALIS (ATCC 2982)

Figura 17.- Tubo de ensayo con BHI a las 24 horas de
haber sido inoculado con E. faecalis (ATCC 2982), se
observa un cambio de color con el BHI inicial.




ANEXO 4: PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVOS

: y j E?
Figura 18.- Discos de Whatman N #3 (6 mm) Figura 19.- Pipetas descartables

Figura 23. - Vernier milimétrico manual



Figura 24.- Materiales Organizados Figura 25.- Esterilizador
y Rotulados de autoclave

Figura 26.- Brain heart agar / Agar Figura 27.- Pesaje del BHA
de cerebro y corazon

Figura 28.- BHA en el recipiente Figura 29.- Brain heart infusion / infusion
cerebro y corazén



Figura 30.- Pesaje BHI Figura 31.- Ambos productos pesados y
separados

Figura 32.- Agua destilada Figura 33.- BHI y BHA mezclado con agua
medida para cada medio destilada

Figura 34.- Distribucion de BHI en tubos Figura 35.- Distribucion en autoclave
de ensayos con tapado de forma pasiva



s BT

Figura 36.- Se cierra la autoclave y se Figura 37.- Se extraen los tubos de ensayo
inicia el ciclo de auto clavado con BHI, se cierran y se dejan enfriar.

Figura 38.- Se extraen las placas Figura 39.- Se empaquetan y se
Petri con BHA y se dejan enfriar colocan en la incubadora

ANEXO 5: COLORACION DE GRAM (CONTROL DE PRESENCIA
BACTERIANA)

Figura 40.- Tubo de ensayo (BHI) con cambio Figura 41.- Insumos para coloracion
de color por desarrollo bacteriano de Gram



Figura 42.- Lamina fijada de E. faecalis Figura 43. - Ladmina con cristal violeta
(ATCC 2982) con metanol para tefiir bacterias Gram +

Figura 44.- Lamina con yodo povidona Figura 45.- Lamina con Safranina que
(Lugol) para fijar el cristal violeta (Tifie las bacterias Gram -).

=
=
Wl

P

Figura 46.- Microscopio estereoscépico Figura 47.- L&mina ubicada para
observacion

Figura 48.- Imagen a 10X (Colonia de cocos) Figura 49.- Imagen a 40X (Colonias
de cocos)



ANEXO 6: ESCALA DE TURBIDEZ DE MC FARLAND 0.5

Figura 50.- A.- Tubo de control Mc. Farland Figura 51.- Comparacion de la turbidez
B.- Tubo con BHI / C.- Tubo con E. faecalis de Mc Farland 0.5 (A) con la alcanzada
(ATCC 2982) incubado en el tubo con BHI (B)

ANEXO 7: PRUEBA DE SENSIBILIDAD BACTERIANA (HALO DE

INHIBICION)
Figura 52.- Extraccion de placas Figura 53.- Carga de isopo estéril con
con BHA estéril E. faecalis del tubo de ensayo con BHI

Figura 54.- Diseminacion del E. faecalis Figura 55.- Discos de Whatmann N° 3
cargado con el (ATCC 2982) en placa con BHA elemento a evaluar



Figura 56.- Placas de BHA con el E. faecalis (ATCC 2982) Figura 57.- Camara de
diseminado y con los discos cargados y espaciados Anaerobiosis

Figura 59.- Colocacion de la camara en
la incubadora por 24 horas.

Figura 60.- Extraccién de placas luego de 24h. Figura 61.- Medicidn de los halos de
inhibicion mediante un vernier manual



Figura 62 A: Placa Petri con BHA, B: Placa Petri con BHA y E. faecalis (ATCC 2982)
diseminado, C: Placa Petri con BHA y E. faecalis (ATCC 2982) diseminado y la presencia del
disco de Whatman (1), D: Placa Petri con BHA y E. faecalis (ATCC 2982) diseminado (3) con

presencia del disco de Whatman (1) y halo de inhibicién (2). Imagen propia.

ANEXO 8: PREPARACION DEL CEMENTO ENDODONTICO (CE)

Figura 63. Insumos para la preparaciéon de la pasta A: L-Iditol, B: Castor Oil

(aceite de ricino), C: Zinc Oxide (oxido de zinc), D: Calcium carbonate (carbonato
de calcio). Imagen propia.

NOMBRE MARCA CODIGO
Iditol-L 98% SIGMA C.S. 12352201-Z2D160350100
Aceite de Ricino SIGMA C.S. 12181600- 22598530250
Oxido de Zinc 99% SIGMA C.S. 12352303-Z20964790500
Carbonato de Calcio 99% SIGMA C.S. 12352302-Z20C48300100

Figura 64. Elementos para preparar pasta A



NOMBRE MARCA CODIGO
Difenil metano 99% SIGMA C.S. 12352005-D2093170025
Disocianato de isoforona 98% | SIGMA C.S. 12352118-73176240005

Imagen 65. Elementos para preparar la pasta B (Activador)

Figura 66. - A.- Diphenylmethane (difenil metano), B:
Isophorone diisocyanate (Disocianato de isoforona). Pasta B.

Figura 67.- Pasta A con los compuestos A, By C
mezclados, cerca a esta se aplica el compuesto D

Figura 68- Pasta B lista para ser
mezclada




Figura 69.- Pasta A y B mezclada Figura 70.- Aplicacion de diferentes C
con elementos naturales en BHA

Figura 71.- CE luego de 24 horas de haber sido expuestos al

BHA con E. faecalis

Figura 72.- CE con la incorporacion de los elementos naturales seleccionados sobre las cepas de E.
faecalis (ATCC 2982) A: Placa Petri con BHA, B: Placa Petri con BHA y E. faecalis (ATCC 2982)
diseminado (1), C: Placa Petri con BHA y E. faecalis (ATCC 2982) diseminado y la presencia de 4
CE (2), D: Placa Petri con BHA y E. faecalis (ATCC 2982) diseminado (3) con presencia de CE y
halo de inhibicidn (3). Imagen propia.



ANEXO 9: PRUEBA DE VIABILIDAD CELULAR DEL CEEN MTT

Figura 73.- Materiales para CE Figura 74.- Elementos naturales
seleccionados.

Figura 75.- Pasta A del CE Figura 76.- CE terminado (Pasta A + B)

Figura 77.- Distribucion del CE al tubo de Figura 78.- Distribucion final del CE a los
ensayo tubos de ensayo.



Figura 79.- Distribucion de los CE a los Figura 80.- Distribucion final del CE a los
mini tubos de ensayo mini tubos de ensayo y el reactivo

Figura 81.- Tubo de ensayo con CE y se Figura 82.- Dilucion en pocillos luego
agrega 100 um de MTT de 4 horas de reduccion a 37°C

A

Porcentaje de viabilidad celular =
B X 100

Donde: A= Celulas viables en el experimento

B= Células viables en el control

Figura 83.- Formula para calcular la viabilidad celular



ANEXO 10: BIOCOMPATIBILIDAD CELULAR DEL CE EN MODELO

ANIMAL
GRUPO MATERIAL RATAS DIAS DE TRABAJO

7 aclimatacion

| Cemento endodontico (CE) 2
+ 21 poscirugia
Cemento endoddntico con Tintura de 7 aclimatacion

1 3
propdleo (CE-TP) + 21 poscirugia
Cemento endodontico con propéleo Jalks 7 aclimatacion

i 3
(CE-PJ) + 21 poscirugia
7 aclimatacion

v Cemento endoddntico con menta (CE-ME) 2
+ 21 poscirugia
7 aclimatacion

V Cemento endodontico con mufia (CE-MU) 2

+ 21 poscirugia

Figura 84.- Grupos experimentales en donde se detallan los componentes, los especimenes y los
dias que se emplearon en el trabajo

Formas de
Valor Descripcion Valor
valorar
0 Numero de vasos similares al tejido conjuntivo normal 0 Escaso
Minima proliferacion capilar focal
1 Fibras colagenas bien formadas dispuestas en haces | <25 células Leve
observadas entre los vasos
Neoformacién de vasos con células sanguineas en su
2 interior 25a125
Moderado
Poca cantidad de fibras colagenas dispuestas entre ellas células
(con estructura de soporte de fibroblastos
Presencia extensa de una banda capilar, con paredes > 125
3 Severo
delgadas y células rojas en su interior células

Figura 85.- Andlisis de valoracion de biocompatibilidad descriptivo cualitativo / cuantitativo.
Disefio de Silva et al.*®
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Figura 86.- (A) Alcohol 70%, Figura 87.- (A) Ket-A-100 anestésico de
(B) Yodopovidona al 10% accion rapida, (B) Dormi-Xyl 2 como sedante

Figura 88.- Rollo para esterilizar Figura 89.- Sobre preparados  Figura 90.- Seleccién de
instrumental

Figura 91.- Empaquetado del Figura 92.- Preparacién Figura 93.- Sellado
Instrumental para el sellado



Figura 94.- Conteo de equipos sellados Figura 95.- Colocacion en la esterilizadora

Figura 96.- Espatulas de Figura 97. - Tips Figura 98. - Campos sellados
cemento selladas sellados

Figura 99. - Frascos  Figura 100. - Placas Figura 101. - Mandil Figura 102. - Lamina de
Petri descartable vidrio



Figura 103.- Jeringas 1cc  Figura 104.- Agujas mariposa  Figura 105. - Hoja de bisturi

GuUANTE
. QUIRURGICO
DE LATEX

ESTERIL

Figura 106.- Sutura 3/0  Figura 107. - Guantes quirtrgicos  Figura 108. - Gasa con algodén

- HIGH POWER Z00)
SUPER CHROMIUM M HEADLAMP

| e 3Hojas Doble Filo. | - NO:6611A

\STy

SUPER CHROMIUM

» Chip: 1XCres LED

Figura 109.- Hojas de afeitar Figura 110.- Fronto luz



i

Figura 111-. Micropipeta cerrada de 10 pl — Figura 102-. Micropipeta abierta de 10ul — 100ul
100 pl Figura

Figura 105.- Preparacion de los  Figura 106.- Alimento para los  Figura 107.- Viruta para
bebederos para los modelos modelos animales los modelos animales
animales.



Figura 108.- Preparacion y pesado de las comidas ~ Figura 109.- Ambiente con la climatizacion
para los modelos animales. adecuada para los modelos animales

Figura 110.- Ubicacion de los modelos Figura 111.- Ubicacion de los modelos
animales en su habitacion animales en su alojamiento final

Figura 112.- Balanza Figura 113.- Medicion Figura 114.- Distribucion de
electronica del tubo de PVC los tubos de PVC



Figura 115.- Insumos para confeccion del C.E. Figura 116.- Elementos naturales

Figura 117.- Elaboracién  Figura 118.- Elaboracion Figura 119.- Medicion del producto
de la Pasta A de la Pasta B confeccionado (5¢cm X 1cm)

Figura 120.- Se dividen 5 Figura 121.- Se colocé el material ~ Figura 122.- Primer tubo
blogues (1cm) para cada dentro del tubo de PVC con de PVC lleno del CE. con
grupo para evaluar. ayuda de una cureta pequefia adicién de propoéleo



Figura 123.- Tubos de PVC terminados. Figura 124.- Tubos de propileno
sellados dentro del frasco

Figura 125.- Preparacion de zona operatoria Figura 126.- Zona de incision realizada
A B d C D
{ V A r— N TR

Figura 127 A: Procedimiento de la anestesia, B: Incision y ventanas quirdrgicas, C: Suturas y
disposicién de los tubos de polietileno, D: Biopsia de los tejidos afectados y de los tubos con el
material de experimentacion. Imagen de Villegas et al. %



Figura 128.- Introduccion del tubo de  Figura 129.- Revision del tubo dentro del lecho
PVC control en el lecho quirdrgico

Figura 130.- Sutura de la zona de trabajo Figura 131.- Control de la zona de trabajo



FECHA 16-MAR 17-MAR 18-MAR 19-MAR 20-MAR 21-MAR 22-MAR
NUMERO DE DIA 1 2 3 4 5 6 7
1 354 335 338 364 350 355 371
2 337 330 343 354 343 346 367
3 349 341 367 371 388 371 383
4 334 326 333 358 377 375 371
5 317 315 316 340 330 340 361
PESO LIQUIDO 6 350 347 353 373 363 353 381 CIRUGIA
7 330 316 320 331 315 307 341
8 348 336 356 371 358 369 382
9 368 315 363 382 373 396 399
10 324 319 333 348 342 362 357
11 312 309 311 331 340 325 334
12 340 330 327 354 330 336 371
PESO DE COMIDA 51 61 51 61 71 71 71

Figura 132.- Pesos Pre-cirugia. Rojo es disminucion de peso en relacidn con la muestra anterior, verde es aumento de peso en relacion con la muestra anterior, negro
es igualdad de peso en relacién con la muestra anterior, en negrita el valor maximo o minimo absoluto.



23- 24- 25- 26- 29- 31- 2- 4- 6- 8 10- 12-
FECHA MAR MAR MAR MAR MAR MAR ABR ABR ABR ABR ABR ABR
NUMERO DE
DIA 1 2 3 4 7 9 11 13 15 17 19 21
1| 357 337 315 319 260 304 300 319 288 299 316 325
2| 346 333 303 309 254 294 303 325 320 322 324 330
3| 361 342 314 319 271 302 305 335 312 324 332 342
4| 346 332 290 292 256 279 290 327 274 251 286 303
5| 336 316 283 297 248 266 265 300 331 298 329 341
PESO 6| 346 334 308 312 278 301 304 326 291 322 340 346|CIRUGIA
LIQUIDO | 7| 309 306 290 290 254 286 282 296 315 296 313 316
8| 361 339 319 332 277 319 315 336 354 359 360 360
9| 38 357 320 322 297 310 325 357 370 357 377 373
10| 346 330 290 304 267 297 310 322 325 306 342 343
11| 315 305 285 301 264 301 297 309 323 317 324 327
12| 339 327 296 310 286 295 308 340 347 309 327 340
PESO DE
COMIDA 77 71 72 72 71 71 71 71 71 81 81 81

Figura 133.- Pesos Pos-cirugia. Rojo es disminucién de peso en relacion con la muestra anterior, verde es aumento de peso en relacion con la muestra anterior, negro
es igualdad de peso en relacion con la muestra anterior, en negrita el valor mdximo o minimo absoluto.



Figura 134.- Extraccion quirurgica de la zona Figura 135.- Corte histolégico de la zona
trabajada control luego de 30 dias (10X)

Figura 136.- Corte histologico de la zona Figura 137.- Corte histoldgico de la zona a
a evaluar luego de 30 dias (10X) evaluar luego de 30 dias a (40X)



