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5. RESUMEN

El presente estudio, tuvo el objetivo de comparar el efecto
antimicrobiano del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum y
Rosmarinus officinalis I. al 50 % en la desinfeccion de conductos
radiculares contaminados con Enterococcus faecalis ATCC 29212. Se
seleccionaron 40 dientes premolares unirradiculares y se estandarizaron
a 15 mm de longitud y fueron divididos en cuatro grupos experimentales
(n=10). Grupo 1: aceite esencial de canela y romero al 50%, Grupo 2:
aceite esencial de canela al 50%, Grupo 3: aceite esencial de romero al
50%, Grupo 4: Hipoclorito al 3% (Hiposol®: marca de uso
odontol6gico). El riego se realizo para cada grupo. Las muestras se
inocularon y se incubaron a 37°C durante 24 a 48 horas en condiciones
de microaerofilia. Se realiz6 el recuento de colonias y se expresd en
unidades formadoras de colonia por mililitro UFC/mL. ElI mayor
promedio de la diferencia de las Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) se obtuvo con el aceite esencial de Romero al 50% siendo de
607700 (UFC), mientras que el menor promedio se obtuvo con el aceite
esencial de Canela + Romero al 50% siendo de 360540 (UFC). Los
resultados mostraron que el efecto antimicrobiano de ambas soluciones
tuvo efectividad sobre Enterococcus faecalis, pero no hubo sinergismo.
Siendo maés efectivo el aceite esencial de romero al 50% e Hipoclorito
al 3%.

Palabras claves: Cinnamomum zeylanicum, Enterococcus faecalis,

Rosmarinus officinalis.
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ABSTRACT

The present study had the objective of comparing the antimicrobial
effect of the essential oil of Cinnamomum zeylanicum and Rosmarinus
officinalis 1. 50% in the disinfection of root canals contaminated with
Enterococcus faecalis ATCC 29212. 40 uniradicular premolar teeth
were selected and standardized to 15 mm in length and were divided into
four experimental groups (n = 10). Group 1: 50% cinnamon and
rosemary essential oil, Group 2: 50% cinnamon essential oil, Group 3:
50% rosemary essential oil, Group 4: 3% hypochlorite (Hiposol®: brand
for dental use ). Irrigation was carried out for each group. The samples
were inoculated and incubated at 37 ° C for 24 to 48 hours under
microaerophilic conditions. The colony count was performed and
expressed in colony-forming units per milliliter CFU / ml. The highest
average of the difference of the Colony Forming Units (CFU) was
obtained with the essential oil of Rosemary at 50% being 607700 (CFU),
while the lowest average was obtained with the essential oil of
Cinnamon + Rosemary at 50 % being 360540 (UFC). The results
showed that the antimicrobial effect of both solutions were effective
against Enterococcus faecalis, but there was no synergism. Being more

effective the essential oil of rosemary to 50% and Hypochlorite to 3%.

Key words: Cinnamomum zeylanicum, Enterococcus faecalis,

Rosmarinus officinalis.
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INTRODUCCION

En la actualidad, la terapia endoddntica tiene una alta tasa de éxito dado
el avance en técnicas de limpieza y desinfeccion, asi como en el
desarrollo de nuevos instrumentos de niquel titanio, pero la variedad de
microorganismos presentes en los conductos radiculares infectados
constituye atn un problema para el clinico.! Un factor principal asociado
al fracaso en el tratamiento endodontico, es la persistencia de la
infeccion microbiana en el sistema de los conductos radiculares. Los
microorganismos implicados pueden haber sobrevivido a los efectos de
la aplicacion de los procedimientos biomecéanicos que se realizan
durante la ejecucién de dicho tratamiento. ElI microbiota que se
encuentra en los dientes con fracaso en el tratamiento endodontico es
dominantemente anaerobia facultativa y Gram positiva, siendo
Enterococcus faecalis la especie que se aisla con mayor frecuencia.?
Una desinfeccion eficiente de todo el conducto radicular serd lograda
cuidando cada detalle de la preparacion biomecanica, proceso durante el
cual se elimina toda causa de infeccion. La irrigacion como
complemento, es uno de los aspectos mas importantes, ya que permite
eliminar virutas de dentina presentes en el interior del conducto o
creados como consecuencia de la instrumentacion, su fin es mermar la
cantidad de bacterias existentes en los conductos radiculares por el acto
mecanico del lavado y por la accion antibacteriana de la sustancia.®

En nuestro medio contamos con diferentes sustancias irrigadoras, siendo

el hipoclorito de sodio el mas utilizado en el tratamiento de conductos,



su importancia terapéutica en endodoncia radica en que tiene una accion
de disolucion de tejidos y un gran potencial bactericida, pero, por otro
lado, tiene la desventaja de poseer una alta citotoxicidad.*

Una alternativa al uso de aditivos artificiales reside en la utilizacion de
plantas naturales, las cuales han sido utilizadas a nivel mundial desde
épocas antiguas. EI 67% de las especies vegetales medicinales son
provenientes de paises en desarrollo, donde se requiere estudios mas
profundos sobre el uso de ingredientes activos presentes en plantas, que
se pueden usar en forma de esencias, aceites y extractos, y que podrian
atenuar o eliminar el uso de productos quimicos artificiales.

En la actualidad los aceites esenciales obtenidos de las plantas han
mostrado  tener  propiedades  antimicrobianas, antioxidantes,
antiparasitarias, antiinflamatorias, antidiarreicas y antimicoticas. El
aceite esencial Cinnamomum zeylanicum “canela”, es usado como
bactericida gracias a su componente principal, el cinemaldehido,
presente en un 70-95%, y en estudios anteriores ha demostrado tener
actividad antibacteriana sobre la cepa de Enterococcus faecalis.®

Otras de las plantas que es muy utilizada en la medicina tradicional es
el Rosmarinus officinalis L. “Romero” es una especie originaria de la
region mediterranea, rica fuente de metabolitos activos es considerado
como un antimicrobiano natural, y también ha demostrado efectividad
sobre Enterococcus facealis.®

El objetivo de esta investigacion fue obtener un producto natural y

efectivo a base de aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum (Canela)



y Rosmarinus officinalis L. (Romero) y compararlo, en la desinfeccion
de conductos radiculares infectados con Enterococcus faecalis. La
muestra estuvo conformada por 40 dientes, en las que se evalud el efecto
antimicrobiano. Se trabajo con una concentracion al 50% para Aceite
Esencial de Canela y 50% para Aceite Esencial de Romero, se realizo
un control positivo con Hipoclorito al 3%. El efecto antimicrobiano se
determind a través del método de recuento de placa. Los resultados
mostraron que los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis L.
(Romero) y Cinnamomum zeylanicum (Canela) al 50% tuvieron efecto
sobre la desinfeccion de los conductos radiculares contaminados con
Enterococcus faecalis siendo el primero superior al segundo, sin

embargo, no se encontrd sinergismo en el uso del aceite esencial mixto.



REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Antecedentes

Layme M.’ (Tacna, Perd, 2019) “Efecto antimicrobiano del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn y Origanum vulgare L.
frente a Enterococcus faecalis y Candida albicans. Estudio in vitro.
2019” el objetivo fue determinar el efecto antimicrobiano del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn y Origanum vulgare L.
frente a Enterococcus faecalis y Candida albicans. De tipo
experimental. Teniendo como resultados que el aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn presentd una concentracion minima
bactericida (CMB) frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 de
2.408920833 mg/ml (eliminacion al 99%) quedando una 1 UFC y para
la concentracion minima inhibitoria (CMI) la concentracion mas baja
del aceite esencial se produjo con el T11l a una concentracién de
2,368091667 mg/ml quedando 2 UFC. demostrado la eficacia
antimicrobiana del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn

(canela) frente a Enterococcus faecalis.

Oliveira J, et al.® (Brasil, 2017) “Biological activities of Rosmarinus
officinalis L. (rosemary) extract as analyzed in microorganisms and
cells” tuvieron como objetivo demostrar el efecto antibacteriano,
antinflamatorio y genotdxico del romero frente a las biopeliculas

monomicrobianas de Candida albicans ,  Staphylococcus



aureus , Enterococcus faecalis , Streptococcus mutans y Pseudomonas
aeruginosa y las biopeliculas polimicrobianas compuestas de C.
albicans con cada bacteria se formaron en microplacas durante 48 h 'y
se expusieron durante 5 min al extracto Rosmarinus officinalis L. (200
mg / ml). La actividad antibacteriana se evalu6 mediante el recuento
de las UFC vy se calcularon las UFC / ml. Los datos fueron analizados
por T-Test 0 ANOVA y Tukey Test (P < 0.05). Por lo tanto, se
observaron que frente al Enterococcus faecalis hubo una reduccion de
80%, inicialmente se contaba con 5.0 x 108 UFC vy luego de la
exposicion con el extracto Rosmarinus officinalis L. 1.0 x 10% UFC.
Candida albicans y Pseudomonas aeruginosa hubo una reduccion del
100 %, Streptococcus mutans 90% y Staphylococcus aureus 70%. Por
lo tanto se demostré que el extracto de Rosmarinus officinalis L. era

efectivo en biopeliculas mono y polimicrobianas.

Zainol S, et al.® (Malaysia, 2017) “Synergistic Benefit of Eugenia
Caryophyllata L. and Cinnamomum Zeylanicum Blume Essential Oils
against Oral Pathogenic Bacteria Siti” Este estudio investiga el efecto
sinérgico de los aceites de E. caryophyllata y C. zeylanicum contra
bacterias resistentes conocidas en la infeccion oral, a saber,
Enterococcus faecalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Streptococcus mutan y Streptococcus salivarius. El efecto de
combinacion de E. caryophyllata y C. zeylanicum se evalué usando

ensayos de tablero de ajedrez. Se usé amoxicilina a una concentracion



de 0.1 mg / mL como control positivo mientras que cada suspension de
bacterias (105 UFC / mL) se usé como control negativo. Se calcularon
la concentracion inhibitoria minima (MIC) y el indice de concentracion
inhibitoria fraccional (FIC) para caracterizar la interaccion entre las
combinaciones. Tanto los aceites de E. caryophyllata como de C.
zeylanicum poseen actividad antimicrobiana contra las cuatro bacterias
cuando se usan solos o0 en combinacion. En combinacion, los valores de
MIC se redujeron para todas las bacterias en comparacion cuando
estaban en forma Unica. El efecto antibacteriano sinérgico fue
significativo hacia E. faecalis, A. actinomycetemcomitans y S. mutans
con un indice FIC de 0,5 e inferior. Se produjo una sinergia parcial en
S. salivarus. Las combinaciones de estos aceites esenciales dieron una
actividad antibacteriana mas fuerte y pueden reemplazar directamente el
uso comun de antibioticos como Amoxicilina. Este hallazgo sugiere un
beneficio terapéutico potencial usando la combinacion de aceites de E.

caryophyllata y C. zeylanicum en el manejo futuro de la infeccion oral.

Loja M.1° (Pimentel, Per(i, 2017) “Efecto antibacteriano in vitro de un
colutorio elaborado con extracto alcohdlico de Rosmarinus officinalis .
(Romero) sobre Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis” la
presente investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto
antibacteriano in vitro de un colutorio elaborado con extracto alcohdlico
de Rosmarinus officinalis L. (romero) sobre Streptococcus mutans y

Enterococcus faecalis. El estudio fue realizado en el laboratorio de
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microbiologia de la Universidad Sefior de Sipan. La muestra consistio
en 100 uL de colutorio a base de extracto alcoholico de Rosmarinus
officinalis L. (romero), una suspension bacteriana de Streptoccus
mutans y Enterococcus faecalis a una concentracion de 1,5x108
UFC/ml. Se aplicaron dos metodologias. EI método de difusion en placa
con la cual se determiné la capacidad antibacteriana del colutorio y el
método de microdilucién en microplaca con el que se determind la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima
bactericida (CMB). Los resultados obtenidos muestran que a mayor
concentracion del colutorio con extracto de Rosmarinus officinalis
menor es el boton de crecimiento de Enterococcus faecalis. Asi mismo
el colutorio con la concentracion de 4 mg/ml de extracto constituyo la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracidn del colutorio
con 6 mg/ml constituy6 la concentracion minima bactericida (CMB)
quedando como resultado O UFC. Demostrando la eficacia
antibacteriana del aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. frente a

Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Gupta A, et al.! (India, 2016) “Comparative evaluation of antimicrobial
efficacy of three herbal irrigants in reducing intracanal E. faecalis
populations: An in vitro study” realizaron un estudio con el objetivo de
evaluar la reduccion bacteriana intracanal promovida por la preparacion
quimiomecanica utilizando tres diferentes extractos de hierbas llamados

Ocimum sanctum (OS), Cinnamomum zeylanicum (CZ), Syzygium



aromaticum (SA) contra Enterococcus faecalis. Los conductos
radiculares de los dientes extraidos se contaminaron con E. faecalis
ATCC 29212 durante 7 dias y luego se distribuyeron aleatoriamente en
3 grupos experimentales de 10 dientes cada uno: lo que incluye el riego
convencional con OS, CZ y SA. La reduccién promedio en el nimero
de UFC de S1 a S2 fue altamente significativa (p <.05) , teniendo para
A(0S) 9.6152 x 10°, B(SA) 9,83 x 10° , C(CZ) 9.742x 10° , D (NaOCl)
1.032 x 10° E (Agua destilada) 1.007 x 10° . CZ y SA mostraron una
reduccién bacteriana intracanal de 80 a 85%, mientras que O. Sanctum
revelo solo una reduccion del 70 al 75%. NaOCI mostré una reduccion
bacteriana del 96 al 100%, mientras que el agua destilada mostré una
reduccién bacteriana muy minima. Concluyendo que OS, CZ y SA
mostraron reduccion bacteriana intracanal contra Enterococcus faecalis,
pero fueron menos efectivos en comparacion con NaOCI pero més

efectivos que el agua destilada.

Abbaszadegan A, et al.'? (Iran, 2016) “Antimicrobial and Cytotoxic
Activity of Cinnamomum zeylanicum, Calcium Hydroxide, and Triple
Antibiotic Paste as Root Canal Dressing Materials” realizaron un
estudio con el propésito de definir los componentes quimicos del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum (CEO), comparar la actividad
antimicrobiana del CEO con triple pasta antibidtica (TAP) e hidroxido
de calcio [Ca (OH) 2] en plancton y biopelicula de Enterococcus

faecalis. 108 dientes humanos se infectaron con E. faecalis y se trataron

8



con los medicamentos durante 1, 7 y 14 dias. Los resultados después
del primer dia de incubacidn, el aumento en la reduccion del recuento
de UFC / ml fue estadisticamente significativo para los tres
medicamentos probados. Teniendo para CEO dia 1:31.44% (32.18 *
5.18)A 2 dia 2: 100.00% (92.96 + 13.57) Ay dia 3: 100.00% (100.00
+ 0.00) A °. La reduccion de la carga bacteriana de 7 a 14 dias de
incubacion fue significativa para Ca (OH) 2, pero no fue significativa
para TAP y CEO. No se detectd una diferencia estadisticamente
significativa entre los medicamentos después de 1 dia de incubacion,
pero se detecté una diferencia significativa después de 7 y 14 dias. El
aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum y TAP erradicaron la
biopelicula E. faecalis después de 7 y 14 dias, pero Ca (OH) 2 no pudo
eliminar E. faecalis después de 14 dias. Concluyendo que el aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum es un eficaz agente antibacteriano
contra el plancton y el biofilm del E. faecalis. Por lo tanto, el CEO tiene
el potencial de ser utilizado como un agente antimicrobiano en el

tratamiento de conducto.

Salirrosas W.'3 (Trujillo, Perd, 2016) “Efecto antibacteriano in
vitro del  aceite esencialde Rosmarinus  officinalis

(romero) sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212” el objetivo
del presente estudio de tipo experimental fue determinar el efecto
antibacteriano comparativo in vitro del aceite esencial de romero frente

a cepas de Enterococcus faecalis. Se realiz6 la prueba de susceptibilidad,



utilizando el método de difusion en discos. Las cepas de E. faecalis
fueron sembradas en medio de cultivo Mueller Hinton. Se empleo
también el Método de dilucién en tubos, ensayando concentraciones de
5%, 25%, 50%, 75%,100% del aceite esencial de romero; a los cuales
se les agreg0 el inoculo de E. faecalis. La incubacion fue a 37°C por 24
horas en microanaerobiosis, de cada cultivo se sembro 0.1 ml en placas
con Agar Mueller Hinton para determinar las Unidades Formadoras de
Colonias (UFC). Después de 24 horas se realizo el conteo de las cinco
concentraciones del aceite esencial de romero y se observa el promedio
de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) va disminuyendo
conforme aumenta la concentracion del aceite esencial de romero, asi
tenemos que al 5% tiene un promedio de 44.80 (UFC) y al 75 % el
promedio UFC es solo 7.5. Se concluy6 que las concentraciones del
aceite esencial de romero poseen actividad inhibitoria in vitro sobre el

crecimiento de cepas de Enterococcus faecalis.

Garcia K.** (Trujillo, Perd, 2016) “Efecto antibacteriano del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum (canela) frente a Enterococcus
faecalis ATCC 29212 in vitro” realizo el proyecto de investigacion con
el objetivo de determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum (canela) frente a Enterococcus
faecalis ATCC 29212 en 16 placas Petri para cada concentracion de
Cinnamomum zeylanicum (canela) en el Laboratorio de Investigacion de

la Universidad Nacional de Trujillo. Se realizaron ensayos, los cuales se

10



repitieron 16 veces para cada concentracion de C. zeylanicum y 16 veces
para el grupo control; luego, se incubaron todas las placas de Petri
colocandolos en jarra Gaspak con anaerobiosis en la estufa a 37° C por
24 horas. Posteriormente se realiz6 la evaluacion de ambos grupos, y se
evalud la concentracion inhibitoria minima bactericida y la sensibilidad
0 resistencia bacteriana. Los resultados mostraron que el aceite esencial
de C. zeylanicum “canela” presento6 efecto antibacteriano in vitro frente
a E. faecalis. La concentracion minima bacteriana del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum frente a E. faecalis fue de 25%, obteniendo
como resultado que existe diferencia altamente significativa entre la
concentracion de 0% (control) y se determind la sensibilidad de E.
faecalis frente al aceite esencial C. zeylanicum en todas las
concentraciones evaluadas, observandose que a mayor concentracion

hubo mayor efecto.
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2.2 Marco Teorico

2.2.1 Concepto de endodoncia

La Endodoncia es una especialidad de la Odontologia, considerada
como tal por la Asociacién Dental Americana en 1963, que estudia la
estructura, morfologia y fisiologia de las cavidades dentarias coronal y
radicular, que contienen la pulpa dental y, a su vez, trata las afecciones
del complejo dentinopulpar y de la region periapical. Los avances en
esta ciencia, las técnicas de asepsia y los principios de preparacion y
obturacion de conductos radiculares han permitido incrementar las tasas
de éxito del tratamiento endoddntico, sobre todo en los dientes, en los
que se logra buen sellado apical; sin embargo, ain se enfrentan
problemas que derivan en retratamientos, en dependencia sobre todo de
variaciones anatémicas y otras condicionantes que complican la terapia,

como los microorganismos que habitan en los conductos radiculares.®®
2.2.2 La Biopelicula

Las biopeliculas se definen como "poblaciones bacterianas cerradas con
matriz de polisacéridos adheridas entre si y / o a superficies 0
interfaces”. Las biopeliculas son estructuras altamente organizadas que
consisten en grupos de bacterias en forma de hongo unidos por una
matriz de hidratos de carbono y rodeados por canales de agua que
entregan nutrientes y eliminan los desechos.’® Por consiguiente, la
investigacion de las posibles causas que producen resistencia de

Enterococcus faecalis, sefiala que la expresion de determinados genes

12



de esta bacteria, asi como el funcionamiento de una bomba de protones,
juegan un rol predominante en este fenomeno.’

La formacion de biopeliculas es un proceso de desarrollo complejo que
implica adherencia e inmovilizacion en una superficie, interaccion de
celula a célula, formacion de microcolonias, formacion de una
biopelicula confluente y desarrollo de una estructura de biofilm
tridimensional. Las bacterias en una biopelicula se comportan de manera
diferente a sus contrapartes flotantes (planctonicas). La produccion de
biofilm esta regulada por sistemas de deteccion de quérum en varios
patdgenos bacterianos. Las biopeliculas son notoriamente dificiles de
erradicar y son una fuente de muchas infecciones crénicas. Segun los
Institutos Nacionales de Salud, las biopeliculas son importantes desde
el punto de vista médico y representan mas del 80% de las infecciones
microbianas en el cuerpo.’® Por lo tanto esta matriz dificulta la
penetracion de agentes en la biopelicula, limitando su efectividad a la
capa superficial .Varios irrigantes se utilizan durante las endodoncias, y
uno de los requisitos mas importantes es proporcionar actividad
antimicrobiana, que ha sido ampliamente probado contra bacterias
planctonicas . Sin embargo, las bacterias en el biofilm son hasta 1000
veces mas resistente que las bacterias correspondientes en forma
planctonica. Por consiguiente, estudios recientes intentan evaluar la
eficacia de los irrigadores del conducto radicular contra las

biopeliculas.®
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2.2.2.1 Enterococcus faecalis

A Taxonomia

Enterococcus faecalis es una bacteria Gram positiva, no movil,
comensal, esférica. Aparece en forma planctonica, en pares y cadenas.
Fermenta la glucosa. Generalmente reside en el tracto gastrointestinal

de los humanos y otros mamiferos.?°

B Caracteristicas

Enterococcus faecalis es capaz de causar infecciones potencialmente
mortales, especialmente en un entorno hospitalario. En general, los
hospitales estan donde las personas enfermas van con infecciones que
no responden favorablemente como pacientes ambulatorios. Estos
pacientes acuden a un hospital para un tratamiento mas intensivo. Asi,
el hospital es donde se acumulan bacterias virulentas y resistentes a los
antibidticos. Enterococcus faecalis es uno de los tres principales
patdgenos de las infecciones nosocomiales. Enterococcus faecalis
puede causar septicemia, meningitis, infecciones del tracto urinario y

una multitud de otras infecciones.?

2.2.2.2 Rol de Enterococcus faecalis en el fracaso del tratamiento de
endodoncia.

Un estudio reciente encontré Enterococcus faecalis en el 14% de los
conductos radiculares tratados adecuadamente con periodontitis apical

persistente. Sin embargo, fue predominante en 2 de 27 casos. Las
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especies de estreptococos fueron las especies bacterianas mas
prevalentes.?°
El genoma de Enterococcus faecalis contiene 3.22 millones de pares de
bases (Mbp) con 3113 genes codificantes de proteinas; tanto como el
25% de estos se adquieren a través de plasmidos. Por lo tanto, la
virulencia y la resistencia a los antibioticos se pueden compartir entre
estas bacterias.?°
Enterococcus faecalis se encuentran muy a menudo en y alrededor de
las raices de los dientes tratados del canal de la raiz. Existe una
prevalencia de Enterococcus faecalis en y sobre los dientes con
tratamiento endodontico fallidos. De hecho, E faecalis es el
microorganismo mas comun que se encuentra con el tratamiento
endoddntico fallido con la mayoria de los métodos de deteccion. E
faecalis es susceptible a varios antibidticos, pero hay factores de
virulencia que permiten que esta especie sobreviva. No obstante,
muchas cepas de Enterococcus faecalis son sensibles a la amoxicilina,
que es bactericida. A la inversa, algunas cepas de Enterococcus faecalis
son resistentes a la rifampicina, eritromicina y azitromicina.
Enterococcus faecalis esta altamente correlacionada con infecciones
intrarradiculares persistentes.?

2.2.3Agentes antimicrobianos
Aunque en la actualidad exista una gran disponibilidad de antibioticos
de uso clinico, todavia es imprescindible continuar con la busqueda de

nuevos agentes antimicrobianos que posibilite el tratamiento contra
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microorganismos patogenos resistentes. Es por ello el apego por los
productos naturales como origen de agentes antimicrobianos, es el caso
de los aceites esenciales, que son el producto final del metabolismo
secundario de las plantas aromaticas.?%%2
La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales es debida al
caracter hidrofobico y lipofilico de los monoterpenos y compuestos
fenolicos que contienen. Estos actGan rompiendo los lipidos de la
membrana favoreciendo el flujo de electrones y de otros contenidos
celulares. La peérdida prolongada de estas particulas y compuestos
conducen a la muerte de microorganismos.?®
Los antimicrobianos convencionales el ataque dentro de una célula se
lleva a cabo en partes y/o funciones importantes para la sobrevivencia
de la célula. Puede llevarse a cabo en la pared celular, membrana celular,
en la sintesis de proteina, en su genética y en la sintesis de su genética.
Esto puede causar dafios irreparables a una célula. De varios de los
antimicrobianos no se conoce alin su modo de accion, pero al actuar de
forma diferente, las combinaciones de estos pueden llevar a mejores
resultados.?

2.2.3.1 Aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum “canela”

A. Descripcion botanica

El aceite de canela es un liquido aromético que se obtiene de las ramas,
la corteza y las hojas de Cinnamomum zeylanicum. Los extractos de
corteza de canela (CNB) y hojas (CNL) se han utilizado ampliamente

como agentes terapéuticos en muchas culturas desde la antigliedad. La
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actividad anti-Enterococcus faecalis de aceite de CNB contra
planctonicos y biofilm Enterococcus faecalis. ha sido documentado.®
B. Componentes Quimicos

Los principales constituyentes del aceite de CNB incluyen trans-
cinamaldehido y componentes menores como el acetato de eugenilo,
linalool y benzoato de bencilo, cada uno con actividad antifingica. Se
ha demostrado que el aceite de CNB altera la permeabilidad y fluidez de
la membrana celular, e inhibe la formacion de biopeliculas, pero los
mecanismos de toxicidad siguen siendo desconocidos. Por otro lado,
cada componente ha sido ampliamente estudiado, mostrando efectos en
varios sitios celulares, incluyendo la membrana celular y el citosol. Por
ejemplo, el cinamaldehido, el principal componente del aceite de CNB,
se dirige a la membrana y causa un aumento del grosor de la pared
celular en E. faecalis, atribuido a la inhibicion de la B-1-3-glucano
sintasa como se observa en Saccharomyces cerevisiae. El aumento en la
formacion de cicatrices de yemas tras la exposicion al cinamaldehido
también sugiere un impacto en la division celular, lo que resulta en una
disminucion de la viabilidad. El benzoato de bencilo y el linalool afectan
la fluidez de la membrana e inducen la detencién del ciclo celular en las
fases G2-M y G1, respectivamente a concentraciones mayores que la
concentracion inhibitoria minima (CIM).%»

. C. Usos tradicionales

En nuestro pais la canela es utilizada ampliamente en postres y por sus

propiedades curativas es utilizada como infusion. Ademas, tiene efectos

17



bioldgicos como la analgesia, astringente, afrodisiaco, es antiséptico,
antiespasmaodico, carminativo, hemostatico, insecticida y parasiticida;
dentro de su uso terapéutico ha sido reportado como bactericida,
antimicético, antiviral, ascaricida, nematocida y antiplaca bacteriana
dental .1

D. Toxicidad

Es importante recalcar que a pesar de su gran numero de usos, el
Cinnamomum zeylanicum esta prohibido en el embarazo, lactancia,
Ulcera gastrica o duodenal, fiebre de origen desconocido, no se debe
suministrar ni aplicar topicamente en nifios menores de 6 afios ni a

personas con alergias respiratorias o con hipersensibilidad a la canela.?

2.2.3.2 Aceite esencial de Rosmarinus officinalis | "romero”
A. Descripcion botanica
R. officinalis L., conocida popularmente como romero, es una planta que
pertenece a la familia Lamiaceae y se origin6 en la region mediterranea.
Sin embargo, se puede encontrar en todo el mundo. Es una planta
perenne y aromatica, en forma de arbusto con ramas llenas de hojas, que
tiene una altura de hasta dos metros y hojas verdes que exudan una
fragancia caracteristica. Rosmarinus officinalis | puede utilizarse como
especia en la cocina, como conservante natural en la industria

alimentaria y como planta ornamental y medicinal.?®
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B. Componentes quimicos
Varios fitocompuestos que presentan actividades farmacologicas
pueden aislarse de aceites esenciales y extractos de Rosmarinus
officinalis I., variando la concentracion de estas moléculas en cada
espécimen de la planta. Los fitocompuestos méas informados incluyen el
acido cafeico, acido carndsico, acido clorogénico, acido monomérico,
acido oleanolico, acido rosmarinico, acido ursoélico, alfa-pineno,
alcanfor, carnosol, eucaliptol, rosmadial, rosmanol, rosmaqguinonas A y

B, secohinokio y sus derivados. Eugenol y luteolina.?®
Propiedades antibacterianas

Los resultados de algunos estudios han sido cada vez mas prometedores
y motivadores. R. officinalis L. extracto glicélico es un ejemplo de esto,
ya que se citd su capacidad para controlar biopeliculas mono y

polimicrobiano.

El extracto de R. officinalis L. proporcion6 una reduccién significativa
de las biopeliculas monomicrobianas después de 5 minutos de
tratamiento, con tasas de 99.96 + 0.07% para C. albicans; 67,84 +
12,05% para S. aureus; 77,64 £ 15,67% para E. faecalis; 79,32 £ 7,34%
para S. mutans; y 98.23 + 2.17% para P. aeruginosa. Con respecto a las
biopeliculas polimicrobianas, el extracto de planta también fue eficaz
debido a una disminucion de la concentracion de UFC / ml observada
en los grupos tratados. En la asociacion de C. albicans con S. aureus, la

levadura fue mas afectada (89 + 13.89%) en comparacion con la bacteria
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(56.75 £ 22.58%). En la biopelicula de C. albicans con S. mutans.
Tambien se observaron reducciones de 92.04 + 5.24% y 64.55 +
15.12%, respectivamente. Por otro lado, las asociaciones de C. albicans
(85.87 £ 17.48%) con E. faecalis (93.03 £ 2.44%) y C. albicans (85.19
+ 10.48%) con P. aeruginosa (83.33 * 17.79%) diferencias
significativas fueron extraviado. Estos resultados demostraron el
potencial efecto antibiofilm del extracto de R. officinalis L. sobre
microorganismos que pueden causar infecciones orales, asi como la
posibilidad de su insercion en materiales de higiene bucal para controlar
las biopeliculas adheridas a las superficies e irrigantes para

endodoncia.2®

Usos tradicionales

Romarinus officinalis (RO) (Lamiaceae) es una hierba utilizada en la
cocina en todo el mundo, y también se puede usar en la medicina
tradicional por sus actividades antimicrobianas, antiparasitarias y
antinociceptivas; Ademas, es un fuerte candidato como agente
antiinflamatorio y curativo de heridas. El aceite esencial de romero es
muy utilizado en las industrias cosméticas, de higiene y perfumeria en
la fabricacion de jabones, shampoos, desodorantes, colonias y

desinfectante.?’
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2.2.4 Importancia de la irrigacion

La irrigacion esta involucrada en todas las fases del tratamiento del
conducto radicular, desde la colocacion del dique dental hasta la
obturacion del canal. La mayoria de las veces, asociada con la
instrumentacion, se requiere irrigacion para facilitar la accion mecénica
de las limas manuales / rotativas y para ayudar a emulsionar y suspender
los desechos producidos. Las soluciones de irrigacion acuosa como el
hipoclorito de sodio y el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) deben
considerarse lubricantes, pero las sustancias de tipo pasta se
comercializan especificamente para este fin. A medida que mas
pacientes exigen la retencién de dientes desafiantes con canales
radiculares estrechos y curvados, se debe reconocer la importancia de la

irrigacion en todos los aspectos del tratamiento del canal radicular.?®
2.2.4.1 Caracteristicas del irrigante ideal para endodoncia

La preparacion mecénica por si sola no puede desinfectar los canales,
con irrigantes que se usan para enjuagar los residuos, disolver el tejido
de la pulpa restante y otra materia organica y lubricar el canal. La
preparacion facilita la desinfeccion, denominandose a menudo el
concepto de quimomecanica. Parece que la influencia de la lubricacion
en los instrumentos del canal radicular no recibi6 atencion hasta 1990.
Es poco probable que los dentistas consideren a los irrigantes
endodonticos como lubricantes, pero incluso el agua del grifo aumenta

la eficiencia de corte de los archivos del canal radicular en comparacion
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con el trabajo en condiciones secas. Los irrigantes generalmente se
envian al diente con una aguja del calibre adecuado. Deben ser no
toxicos y tener una tension superficial baja, siendo la solucién mas
comun el hipoclorito de sodio en concentraciones de 0.5% a 5.25%. Esta
solucion tiene excelentes propiedades para disolver los tejidos,
importante si hay pulpa y material necrotico. Sin embargo, al disolver la
matriz organica de la dentina dentro de los tubulos, el hipoclorito de
sodio puede afectar negativamente la resistencia a la flexion de la
dentina e influir potencialmente en la capacidad adhesiva de la dentina

para la posterior union de los materiales.?®
2.2.4.2 Soluciones irrigantes mas utilizadas en endodoncia

Por medio de la instrumentacién mecanica, se remueve gran parte del
contenido de los conductos radiculares, pero por si sola no es capaz de
eliminar adecuadamente las bacterias y los residuos pulpares, sin
embargo la irrigacion juega un papel indispensable para tratar areas
inaccesibles, donde es posible encontrar conductos laterales, accesorios,
deltas apicales, etc. Tomando en cuenta lo anterior. Aln con el uso de
instrumentacion rotatoria, esto se vuelve casi imposible, es por ello que
necesitamos de irrigantes que nos ayuden a eliminar estas bacterias y

residuos pulpares.*
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Hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio (NaOCI), un compuesto halogenado, se usa
habitualmente para irrigar el canal de la raiz durante los tratamientos de
endodoncia. Tiene accion antimicrobiana; En agua, el hipoclorito de
sodio se ioniza a Na y OCI. Entre los valores de pH 4 y 7, el ion cloro
existe como acido hipocloroso (HCIO), mientras que, a un pH superior
a 9, predomina el OCI. ElI HCIO tiene una fuerte accion antibacteriana
en comparacion con el OCI debido a su capacidad para interrumpir la
fosforilacion oxidativa y otras actividades asociadas a la membrana.
HCIO también ejerce un efecto inhibitorio rapido sobre la funcion
mitocondrial y la sintesis de ADN de bacterias. Ademas de su accion
antibacteriana, el hipoclorito de sodio tiene la capacidad de disolver los
restos pulpares y componente organico de la dentina (es decir, accion
proteolitica no especifica. También tiene la capacidad de neutralizar
parcialmente los tejidos necréticos o cualquier componente antigénico
0 microbiano que quede en el espacio del canal de la raiz y eliminar
todos los restos pulpares y predentina en las superficies no
instrumentada. La capacidad de disolucion del tejido y las propiedades
de desbridamiento pueden mejorarse significativamente al aumentar la
temperatura y la concentracion de hipoclorito de sodio. La capacidad de
penetracion en el area no instrumentada de los sistemas de conductos
radiculares puede aumentarse disminuyendo la tension superficial de

NaOCI. Independientemente de su efecto significativo sobre el
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componente organico de la dentina, el NaOCI no tiene ningun efecto

sobre la parte inorganica de la dentina.?®

Sin embargo, los productos quimicos utilizados durante la preparacion
de conductos radiculares pueden alterar la composicién y, por lo tanto,
la interaccion de la superficie de la dentina con los materiales

restauradores.?®

I11.  HIPOTESIS
Existe diferencia entre el efecto de aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum (Canela) y Rosmarinus officinalis L. (Romero) al 50% en la
desinfeccion de conductos radiculares contaminados con Enterococcus

faecalis.
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V.

METODOLOGIA

4.1 Disefio de la investigacion

Es de disefio experimental, porque las variables han sido manipuladas,
de tal manera que existe una variable dependiente y una variable
independiente, para determinar una respuesta mediante el fendmeno de
causa y efecto.*

Tipo de la investigacion: Segun el enfoque el estudio, es cuantitativo,
porque buscd establecer una cantidad de elementos en relacion al
tamafio de muestra.

Longitudinal porque, la recoleccion de los datos se midié dos veces en
el tiempo.*

Prospectivo porque, se prepar6 todo en un tiempo determinado y luego
se analizaron transcurrido un determinado tiempo.*

Nivel de la investigacion: El presente trabajo es una investigacion de
nivel explicativo, porque se contestd el por qué o la causa del
comportamiento de una variable sobre la otra, buscando una explicacion

mediante los antecedentes de este estudio.*
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4.2 Poblacion y muestra

La poblacion estuvo conformada por dientes premolares unirradiculares.

(Zapz+ 2Zp ) (252)
TR R

n= Numero dientes por grupo
Zy2=1.96 paraun a=0.05
Zg=0.84 paraun =0.10

X1 =164857.1 promedio de disminucion de UFC con el tratamiento

de canela + romero al 50% (segun muestra piloto)

X2 =107434.3 promedio de disminucién de UFC con el tratamiento

de romero al 50% (segin muestra piloto)

S = 46919.26 la mayor desviacion estandar de los tratamientos

anteriores.

Reemplazando se tiene:

(196 + 0.84)% 2(46919.26)°
~ (164857.1 — 107434.3)2

n = 10 dientes/grupo

Grupo 1: 10 dientes contaminados con Enterococcus faecalis ATCC
29212 y tratados con hipoclorito de sodio al 3 % (control positivo)
Grupo 2: 10 dientes contaminados con Enterococcus faecalis ATCC
29212 y tratados con aceite esencial de romero al 50%

Grupo 3: 10 dientes contaminados con Enterococcus faecalis ATCC

29212 y tratados con aceite esencial de canela al 50%
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Grupo 4: 10 dientes contaminados con Enterococcus faecalis ATCC
29212 y tratados con la preparacion mixta de aceite esencial de canela

al 50% y aceite esencial de romero al 50% en cantidades iguales.

4.2.1. Criterios de inclusion

Dientes extraidos por razones ortodonticas.
Dientes integros y sin caries.

Dientes sin restauracion en caras libres.
Dientes sin fracturas o cambios de color.

Dientes unirradiculares.

4.2.2. Criterios de exclusién

Dientes fracturados durante el proceso de experimentacion.
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4.3 Definicion y operacionalizacion de variables

Variables Definicidn conceptual Definiciones Indicadores Valores Tipos de Escala de
Operacionales finales Variables medicion
Variable Sustancia  concentrada Dilucién del aceite Concentracion Cinnamomum Cualitativo nominal
independiente | que es obtenida a partir de esencial de zeylanicum
un proceso de destilacion Cinnamomum (canela) 50%
por arrastre de vapor.?® zeylanicum (canela) y
Aceite esencial Rosmarinus officinalis L. Rosmarinus
(romero) officinalis .
en tween 80 (romero) 50%
Variable Capaz de inhibir el | Elefecto antibacteriano UFC Ufc/ml Cuantitativo De razén

dependiente

Efecto
antibacteriano

crecimiento y desarrollo
de bacterias o su
eliminacion.?®

Sobre E. faecalis de
Cinnamomum
zeylanicum (canela) y
Rosmarinus officinalis .
(romero)

,fue determinado luego
de medir los halos de
inhibicion expresados en
mm
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4.4 Técnica e instrumento de recoleccion de datos

4.4.1 Técnica

La técnica fue el recuento microbiologico de formacion de colonias.
4.4.2 Del instrumento de recoleccion de datos

Para contar las unidades formadoras de colonias se realizd, mediante el
método de recuento en placa. (Anexo 1)

Las medidas fueron registradas en una ficha de recoleccion de datos
elaborada para el estudio. (Anexo 2)

4.4.3 Procedimiento o protocolos de experimentacion

. Recoleccion e identificacion taxonémica

Las especies de Cinnamomum zeylanicum “canela” fue obtenida del
Mercado Central de Trujillo y Rosmarinus officinalis “romero” fue
recolectada del distrito de Otuzco, provincia de Otuzco regién La
Libertad.

Ambas especies identificadas en el Herbarium Truxillense.

Obtencion de los aceites esenciales

La obtencion de los aceites esenciales de ambas especies vegetales, se
realizaron por el método de “hidrodestilacién”. !

Se seleccionaron las hojas y cortezas que estén en buenas condiciones y
se desecharon aquellas que tengan ataques de hongos y estén
decoloradas o maltratadas.

Luego las hojas de romero fueron lavadas con agua de cafio y en seguida
se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 0.5%. Posteriormente se

realizd un enjuague de la planta con suficiente agua destilada estéril,
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esto es para retirar los residuos de hipoclorito. Por otro lado, las cortezas
fueron cortadas en partes pequefias (1x1 cm).

Luego se armo el equipo de destilacion, sometiendo las muestras a una
corriente de vapor de agua sobrecalentada, arrastrando la esencia que
posteriormente por accion del refrigerante, fue condensada. El destilado
se separ0 tomando en cuenta sus propiedades de inmiscibilidad y
diferencia de densidades entre el agua y el aceite esencial, para lo cual
se utilizd una pera de separacion de vidrio, deshidratandose las
impurezas de agua en el aceite esencial con Na2SO4 anhidro. Finalmente
se filtrd, y se guardaron los aceites en frascos de vidrio color &ambar (para
evitar la descomposicion por la luz) y bajo refrigeracion a una
temperatura entre 4°C a 8°C, hasta la realizacion del analisis
microbiologico.

B.1 Preparacion de las diferentes concentraciones de los aceites
esenciales

Se prepararon las concentraciones de ambas especies segun la siguiente
tabla:

Cuadro 1. Preparacion de las concentraciones del aceite de Canela y
aceite de Romero.

Aceites Volumende | Volumen de Volumen | Concentracion
aceite Tween 80 final (%)

Aceite de 30 mL 30 mL 60 mL 50

Canela 50%

Aceite de 30 mL 30 mL 60 mL 50

Romero

50%

Fuente: Laboratorio de Farmacia y Bioguimica
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Luego se mezclaron los aceites de canela al 50% y de romero al 50% en
una proporcion de (1:1). Posteriormente, se colocaron cada una de las
concentraciones en frascos de vidrio de color &ambar, para protegerlas de
la luz, llevandolas posteriormente a refrigeracion a 4°C, hasta la

realizacion del analisis microbiologico.

. Preparacion de conductos

Las piezas dentarias fueron limpiadas y mantenidas en hipoclorito de
sodio al 0,5%, durante 24 h para su desinfeccion y disolucién organica
de los tejidos adyacentes, y luego en solucion salina estéril para evitar
su deshidratacion. La presencia de un solo canal se determin6 mediante
radiografias. Los dientes seleccionados variaron entre 21 a 25 mm de
longitud con coronas clinicas intactas. Se realizo la apertura cameral a
través de la superficie oclusal con una fresa diamantada redonda de 2
mm de diametro, luego se secciond la corona con un corte transversal
en la unién cemento-esmalte con una fresa diamantada cilindrica punta
plana N.° 56 Dentsply Maillefer hasta obtener segmentos radiculares de
15 mm de longitud. Para medir la longitud de trabajo (WL) del canal, se
introdujo una lima K-file # 15 (Dentsply, Maillefer, Ballaigues, Suiza)
en el canal hasta alcanzar aparentemente el foramen apical; luego se
redujo la longitud en un 1mm. Los conductos radiculares se
instrumentaron hasta la lima K namero 30 (Dentsply Maillifer,

Ballaigues, Suiza). Los conductos radiculares se irrigaron con 2ml de
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NaOCI al 3% (Vista Dental Products, Racine, W1, EE. UU.) entre cada
cambio de instrumento. Finalmente, los conductos radiculares se
irrigaron con &cido etilendiaminotetraacético al 17% (EDTA, Vista
Dental Products, Racine, WI, EE. UU.). El foramen apical agrandado se
cerré con resina compuesta, y las superficies de la raiz externa se sello
con esmalte de ufias, a excepcion de la cavidad de acceso coronal. Las
muestras se montaron en microplacas de cultivo de células de 24
pocillos. Las muestras de prueba (n = 10 en cada grupo) se distribuyeron
aleatoriamente en microplacas de cultivo de células (Corning

Incorporated, Corning, NY, EE. UU.)% 31

. Reactivacion de la cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Para este estudio se utilizd la cepa de Enterococcus faecalis ATCC
29212. La reactivacion se realizd sembrando el cultivo liofilizado en
tubo con 5 mL de Caldo Brain Heart Infusion (BHI) o Infusion Cerebro
Corazon, luego se incub6 a 37°C por 24 — 48 horas en condiciones de

microaerofilia.

Para evaluar la pureza se sembr por estria en Agar Sangre (AS) y Agar
Tripticasa Soya (TSA) e incubd en 37°C por 24 — 48 horas en
condiciones de microaerofilia. Posteriormente se eligié una colonia
compatible con Enterococcus para realizar coloracion gram. La cepa se
mantuvo en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya (TSA), hasta su

posterior utilizacion.?



E. Estandarizacién del in6culo de Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Las cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212 mantenidos en Caldo
BHI se sembraron en Agar TSA, e incubaron bajo condiciones de
microanaerobiosis a 370C durante 24 horas, con el fin de obtener
colonias jovenes. Luego, de 24 horas se tomaron colonias de
Enterococcus faecalis ATCC 29212 y se colocaron en solucion salina
fisioldgica estéril para hacer una suspension con una turbidez semejante
al tubo nimero 0.5 del Nefelometro de Mac Farland (1.5x 108

bact./mL).1

F. Evaluacion del efecto del aceite esencial de Cinnamomum
Zeylanicum (canela) y Rosmarinus Officinalis (romero) al 50% en la
desinfeccion de conductos radiculares contaminados con

Enterococcus faecalis ATCC 29212.

La evaluacion del efecto antibacteriano del irrigante preparado en base
al aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum (canela) y Rosmarinus
officinalis (romero) al 50% sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212
en dientes contaminados experimentalmente. Se realizé mediante el
método de recuento en placa.®?

Para lo cual se procedid de la siguiente manera:
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a. Distribucion de los grupos de trabajo

Se emplearon 40 dientes, los cuales fueron colocados en placas petri y

sometidos a esterilizacion en autoclave por 20 min a 121°C y 1 atm.

Una vez esterilizados los 40 dientes, fueron distribuidos en cuatro
grupos cada uno conformado por 10 dientes, para posteriormente ser

inoculados o contaminados e irrigados con las sustancias de tratamiento.

Grupo 1: 10 dientes contaminados con Enterococcus faecalis ATCC

29212 y tratados con hipoclorito de sodio al 3% (control positivo).

Grupo 2: 10 dientes contaminados con Enterococcus faecalis ATCC

29212 y tratados con aceite esencial de romero al 50%.

Grupo 3: 10 dientes contaminados con Enterococcus faecalis ATCC

29212 y tratados con aceite esencial de canela al 50%.

Grupo 4: 10 dientes contaminados con Enterococcus faecalis ATCC
29212 y tratados con la preparacién mixta de aceite esencial de canela

al 50% vy aceite esencial de romero al 50% en cantidades iguales.

b. Contaminacién de las piezas dentales

Cada uno de los dientes fueron contaminados a nivel de los conductos
radiculares con la suspension estandarizada de Enterococcus faecalis,
para lo cual se llenaron los conductos empleando jeringa de 1 mL.

Luego, fueron incubados a 37°C durante 7 dias, en los dias 1, 4 y 6
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después de la inoculacion, se adicionaron caldo BHI en cantidad
suficiente como para mantener con humedad el microambiente de la

bacteria.!

Determinacion del ndmero de bacterias antes de la aplicacion del

irrigante.

Después, de los 7 dias cada diente fue enjuagado con solucion salina
fisiologica estéril (SSF). A partir de la cual se realizaron diluciones
decimales (1/10, 1/100, 1/1000) y de cada dilucion se sembraron por
superficie 0.1 mL en placas conteniendo Agar Mueller Hinton y se
incubaron a 37°C durante 24 a 48 horas en condiciones de

microaerofilia,

Se realizé el recuento de colonias y se expres6 en unidades formadoras
de colonia por mililitro UFC/mL, empleando el método de recuento en

placa.®?

Estos recuentos obtenidos se consideraron los recuentos iniciales.

Desinfeccion de los conductos radiculares contaminados con

Enterococcus faecalis.

Los dientes fueron aleatoriamente asignados a uno de los cuatro grupos
experimentales. Se les realizé la preparacion biomecanica usando para
el primer grupo aceite esencial de canela y romero al 50%, el segundo

grupo aceite esencial de canela al 50%, tercer grupo: aceite esencial de
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romero al 50% vy el cuarto grupo de NaOCI al 2,5% (Hisol®: marca de
uso odontolodgico). Determinada la longitud de trabajo 15 mm, se
ensancharon los tercios cervicales y medio radiculares hasta llegar a la
longitud de trabajo con la lima tipo K N.° 40; se irrigaron los conductos
usando la Tecnica de presion positiva con 2 ml entre cada
instrumentacion, en total se utilizaron 4 ml de la solucion, se realiz6 con
aguja 27G x ¥ “(NIPRO, Europa) por un tiempo de 30seg. Se realizé el
movimiento de entrada y salida del conducto durante la administracién
de la solucion sin llegar a retirar la aguja en su totalidad. Se finalizo la
irrigacion con suero fisiolégico, y se limé por ultima vez para obtener
virutas de dentina sobrenadantes.’* Nuevamente se enjuagé con SSF, a
partir de esta se realizo diluciones decimales (1/10, 1/100, 1/1000) y de
cada dilucion se sembré por superficie 0.1 mL en placas conteniendo
Agar Mueller Hinton y se incubd a 37°C durante 24 a 48 horas en

condiciones de microaerofilia.

Se realiz6 el recuento de colonias y se expresé en unidades formadoras
de colonia por mililitro UFC/mL, mediante el método de recuento en

placa. Estos recuentos obtenidos se consideraron los recuentos finales.
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4.5 Plan de analisis

Se construyeron tablas de frecuencia de una entrada con sus valores
absolutos, promedios, desviacion estandar y graficos.

Para determinar si existe diferencia del efecto bactericida de los
aceites esenciales de Cinnamomum zeylanicum (canela) y
Rosmarinus officinalis L. (romero) y de ambos. Se empled el
andlisis de varianza en caso la distribucion de los valores sea normal
de un disefio completamente al azar, luego una prueba de
comparaciones multiples utilizando Duncan, ambos con un nivel de

significancia del 5%.
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4.6 Matriz de consistencia

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS METODOLOGIA POBLACION
Problema general: | Objetivo general: Existe diferencia del | Tipo de investigacion | Poblacion:
efecto de aceite
¢Cudl es la | Comparar el efecto in vitro del aceite esencial de Cinnamomum | esencial de | Cuantitativo Fue constituida por
diferencia entre el | zeylanicum (Canela) y. Rosmarinus officinalis L. (Romero) al | Cinnamomum dientes infectados por
efecto in vitro del | 50% en la desinfeccion de conductos radiculares contaminados | zeylanicum (Canela) y | Nivel de investigacion | Enterococcus
aceite esencial de | con Enterococcus faecalis ATCC 29212. Rosmarinus faecalis ATCC 29212
Cinnamomum officinalis L. | Explicativo
zeylanicum (canela) | Objetivos especificos: (Romero) al 50% en Muestra:
y Rosmarinus la desinfeccion de
officinalis L. | -Determinar el efecto in vitro del aceite esencial de | conductos radiculares Es decir, se
(romero) al 50% en | Cinnamomum zeylanicum (canela) al 50% en la desinfeccion de | contaminados  con | pisefio de la | necesitaron 40
la desinfeccion de | conductos radiculares contaminados con Enterococcus faecalis | Enterococcus investigacion dientes.
conductos ATCC 29212. faecalis.
radiculares )
contaminados  con | -Determinar el efecto in vitro del aceite esencial de Rosmarinus Experlmgntal,
Enterococcus officinalis L. (romero) al 50% en la desinfeccion de conductos prospectivo, .
faecalis ATCC | radiculares contaminados con Enterococcus faecalis ATCC lomgitudinal y analitico
292127 20212.

-Determinar el efecto sinérgico del aceite esencial mixto de
Cinnamomum zeylanicum (canela) y Rosmarinus officinalis L.
(romero) al 50% en la desinfeccion de conductos radiculares
contaminados con Enterococcus faecalis ATCC 29212.

-Comparar el efecto in vitro del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum (canela) y Rosmarinus officinalis L.
(romero) al 50% vs hipoclorito 3% en la desinfecciéon de
conductos radiculares contaminados con Enterococcus faecalis
ATCC 29212.
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4.7 Principios éticos y legales
Segun el Codigo de Etica, aprobado por el consejo Universitario con
Resolucion N° 0973-2019-CU-ULADECH Catdlica, de fecha 16 de
agosto del 2019.3
Cuidado del medio ambiente y la biodiversidad: El fin de este estudio
involucrd el medio ambiente y se tomaron medidas de bioseguridad para
evitar dafios con los desechos de los liquidos y reactivos empleados en
su ejecucion.®
Beneficencia no maleficencia: Los resultados de la investigacion
respondieron a las reglas generales de no causar dafio, y disminuir los
posibles riesgos para los investigadores y las medidas adecuadas para
mitigarlos como las normas de seguridad de los laboratorios de la
UNT.3®
Integridad cientifica: Bajo la funcién de las normas deontoldgicas de
la profesion se aclar y se evalud los riesgos, dafios y beneficios de la
investigacion, asimismo se aclar6 los conflictos de interés de este
manteniendo la integridad cientifica de la investigacion.®
Manejo de material contaminante: Los dientes y placas petri con
cultivos utilizados fueron expuestas a 121° C y 1 Bar de presion para ser
inactivadas en autoclave a fin de desechar el material bioldgico
contaminado aplicando las normas hospitalarias®* y de manejo de

desechos de la UNT.
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V. RESULTADOS

5.1 Resultados

Tabla1l Comparacion del efecto del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum 50% y Rosmarinus officinalis L. al 50%

en la desinfeccion de conductos radiculares contaminados con

Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Grupo de
Tratamiento N Inicial Final Diferencia  Desviacion F p
(Diferencias X X X estandar (anova)
UFC/ml)

2
Canela 50% 10 43562 X 39X10% 4ai600  128606.11
Canela 50% + 381.9x 213.6 x10? 6.6862 0.0011
ROMero 50% 10 103 360540 89141.29

2
Romero 50% 10 15308'7 X 10X10% eor700 18302626

2
Hipoclorito al 3% 10 5813('; X 819x10 580310 161014.77

* Anova

Fuente: datos proporcionados por el investigador.

Interpretacion: Al aplicar el test de Anova, segun la tabla se observa el

efecto promedio de ladiferencia de Unidades Formadoras de Colonias

(UFC) de cada tratamiento, asi se obtuvo con el aceite esencial de

Romero al 50% un promedio de 607700 (UFC) y con el aceite esencial
de Canela+ Romero al 50% un promedio de 360540 (UFC).

Segun el analisis de varianza observamos que hay diferencia

significativa entre los promedios de los tratamientos.
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Tabla 2 Comparacion del efecto del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum 50% y Rosmarinus officinalis L. al 50% en la desinfeccion de
conductos radiculares contaminados con Enterococcus faecalis ATCC 29212,

segun grupo de tratamiento.

Subconjunto para a= 0.05

Grupos de N

Tratamiento 1 2

Canela 50% +

Romero 50% 10 360540

Canela 50% 10 431600

Hipoclorito al

30 10 580310

Romero 50% 10 607700
* Duncan

Fuente: datos proporcionados por el investigador.

Interpretacion:

Aplicando el test de Duncan, segln la tabla para el subconjunto 1

conformado por canela + romero al 50% y canela al 50% no hay

diferencia entre ellos al igual que para el subconjunto 2 conformado por

hipoclorito al 3% y romero al 50%, mientras si existe diferencia

significativa entre el subconjunto 1y el subconjunto 2.
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5.2 Andlisis de resultados

La actividad antibacteriana del aceite de hoja de Rosmarinus officinalis
y la corteza de Cinnamomum zeylanicum contra Enterococcus faecalis
se confirmé mediante el método de recuento microbioldgico de unidades
formadoras de colonias. El recuento microbioldgico en placas de agar se
ha utilizado como ensayo estandar para evaluar la actividad
antibacteriana de los aceites de plantas. Rosmarinus officinalis y
Cinnamomum zeylanicum fueron eficaces en la desinfeccién de
conductos radiculares contaminados, siendo la eficacia del aceite de
Rosmarinus officinalis similar al de las soluciones desinfectantes
comunmente utilizadas para este propoésito. La hipétesis de este estudio
fue asi confirmada.

Al comparar el efecto del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum
(canela) y. Rosmarinus officinalis L. (romero) al 50% en la desinfeccidn
de conductos radiculares contaminados con Enterococcus faecalis
ATCC 29212, se determind que, el aceite de romero al 50% present6 un
mayor promedio de inhibicion bacteriana en UFC/mL que el aceite de
canela al 50% e hipoclorito de sodio al 3%. La eficacia superior del
aceite esencial de romero se puede explicar por la presencia de los
monoterpenos, los cuales son los responsables de la actividad
antibacteriana sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas.?
Siendo los resultados similares a los estudios de Oliveira J, et al.%, los
cuales demostraron que el aceite esencial de romero al 20% presento

efecto antibacteriano sobre diferentes especies bacterianas. Por ultimo,
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Loja M.X, en su estudio determin6 que el aceite esencial de romero
presenta efectos antibacterianos sobre las cepas de E. faecalis ATCC
29212. Estos efectos podrian deberse a la accidn del acido rosmarinico,
rosmaridifenol, carnosol, epirosmanol, acido carndsico, rosmanol e
isorosmanol, los cuales interactian con la membrana celular de las
bacterias, causando cambios en el material genético y los nutrientes,
alterando el transporte de electrones, la fuga de componentes celulares
y los cambios en la produccion de acidos grasos. Ademas, también
interacciona con la membrana de las proteinas los cuales producen la
pérdida de la funcionalidad de la membrana y su estructura causando la
muerte de las bacterias.®®

Por otro lado, el aceite esencial de canela también presento efectos
antibacterianos sobre las cepas de E. faecalis, sin embargo, en menor
promedio que el aceite esencial de romero, estos resultados podrian
resultar debido a que el aceite esencial de canela tiene como componente
principal al cinemaldehido en un 70% a 90%, el cual es responsable de
la actividad antibacteriana, ademas, también contiene en un 10%
eugenol que también tiene propiedades antibacterianas.!* Estos
resultados son similares a los estudios de Layme M.7, Zainol S.°,Gupta
A, et al.}l, Abbaszadegan A, et al.'?, Salirrosas W.12 y Garcia K.14, los
cuales demostraron en sus estudios que el aceite esencial de canela
presenta actividad antibacteriana sobre las cepas de E. faecalis, estos

resultados pueden ser debido a que el cinamaldehido destruye la
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superficie celular bacteriana inhibiendo los aminoécidos, la actividad
descarboxilasa y disminuyendo los niveles de glucagén celulares.®

Al determinar el efecto sinérgico del aceite esencial mixto de
Cinnamomum zeylanicum (canela) y Rosmarinus officinalis L. (romero)
al 50% en la desinfeccion de conductos radiculares contaminados con
Enterococcus faecalis ATCC 29212, se determind que no hubo
sinergismo al mezclar ambos aceites, estos resultados se pudieron dar
debido a que los componentes de los aceites no son compatibles.

La eficacia clinica del hipoclorito de sodio para la irrigacion del
conducto radicular en la terapia endodontica lo ha convertido en el
estandar de oro por muchos afios, debido a que tiene una propiedad Gnica
de disolver tejidos necréticos y vitales. Sin embargo, este estudio indicd
que, el hipoclorito presentd una efectividad antibacteriana similar al
aceite esencial de romero, estos resultados se pudieron dar debido a que
el aceite esencial de romero es tan potente como el hipoclorito y puede
ser una opcion para ser utilizado como irrigante endodéntico por su

capacidad de inhibir a los E. faecalis.
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VI.

CONCLUSIONES

Hubo diferencia del efecto de aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum (Canela) y Rosmarinus officinalis L. (Romero) al 50%
en la desinfeccion de conductos radiculares contaminados con
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

El aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum (canela) al 50%
presentd un menor efecto en la desinfeccion de conductos
radiculares contaminados con Enterococcus faecalis ATCC 29212,
El aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. (romero) al 50%
presentd un mayor efecto en la desinfeccion de conductos
radiculares contaminados con Enterococcus faecalis ATCC 29212,
No hubo sinergismo en el aceite esencial mixto de Cinnamomum
zeylanicum (canela) y Rosmarinus officinalis L. (romero) al 50% en
la desinfeccion de conductos radiculares contaminados con
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

El hipoclorito al 3% presenté mayor efecto en la desinfeccién de
conductos radiculares que el aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum (canela) y Rosmarinus officinalis L. (romero) al 50%

contaminados con Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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Aspectos complementarios

Realizar estudios sobre el efecto del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum (canela) y Rosmarinus officinalis 1.
(romero) en otras concentraciones y en otras bacterias patdgenas
presentes en la cavidad bucal y tener otra alternativa en los

tratamientos odontoldgicos.

Realizar estudios microbiol6gicos de diferentes productos naturales

que hayan demostrado efecto antibacterianoy que se podrian

utilizar en odontologia.
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ANEXOS



Anexo 1.

Recuento de Unidades formadoras de colonia por mililitro UFC/mL,

empleando el método de vertido en placa.
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Anexo 2

Ficha de Recoleccion de Datos

CANELA

Antes Despues

CANELA + ROMERO

Antes Despues
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ROMERO

Antes Despues

HIPOCLORITO

Antes Despues



Anexo 3.

Constancia de determinacion taxonémica
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Anexo 4.

Constancia de determinacion taxonémica
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Tabla 3. Tabla descriptiva de las diferencias de los tratamientos en

UFC
CANELA
CANELA + ROMERO HIPOCLORITO
N ROMERO
Antes Después  Antes Después  Antes Después  Antes Después
304 X 108 50 X 282 X 108 163 X 760 X 10° 2X 102 499 X 10° 28 X
10? 10? 102
1
370 X 108 45 X 279 X 103 200 X 264 X 10° 1 X 10? 690 X 103 18 X
2 10? 10? 102
500 X 22 X 403 X 108 130 X 456 X 102 6 X102 275 X 108 36 X
3 108 10? 10? 10?
373 X 80 X 557 X 102 110 X 568 X 103 20 X 850 X 103 38 X
4 108 10? 10? 10? 10?
30X 435 X 108 263 X 552 X 108 15X 653 X 108 43 X
5 | 630 X 10° 10? 10? 102 102
365 X 108 32X 327 X 108 421 X 767 X 10° 8 X 102 654X 10° 23 X
6 102 102 102
290 X 108 27 X 343 X 108 245 X 852 X 103 12 X 624 X 103 48 X
7 10? 10? 10? 10?
650 X 10° 26 X 431 X 103 176 X 652 X 10° 16 X 423 X103
8 10? 10? 102 21 X
102
373x10° 22X 10> 327x10° 140 X 456X 103 5X 10> 659X10°8 19 X
9 10? 102
500x 10° 56 X 435 x 103 288 X 760X 102 15X 508 X 103 45 X
10? 10? 10? 10?
10

Tabla 3. Recuentos obtenidos antes y después de la irrigacion

Fuente: Laboratorio de Microbiologia
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Tabla 4. Prueba de normalidad de Shapiro —Wilk Canela y Canela +

Canela
inicial
1 304 X 103
2 370 X 103
3 500 X 10°
4 373 X 10°
5 630 X 10°
6 365 X 103
7 290 X 10°
8 650 X 10°
9 373 x 10°
10 500x 10°
Promedio 4355 x 10°
Prueba de
normalidad

final
50 X 102

45 X 102
22 X 10?
80 X 10?
30 X 102

32 X 102

27 X 10?2

26 X 10?2
22X 10?2
56 X 102
39 x 102

Romero

diferencia
299 x 108

366 x 10°
498 x 10°
365 x 10°
627 x 103

362 x 103
287 x 103
647 x 103
371x 103
494 x 10°
431600

0.0985

Canela +
inicial
282 X 108
279 X 108
403 X 10°
557 X 108

435 X 10°

327 X 10°

343 X 10°

431 X 10
327x 10°
435 x 10°
381.9 x 103

Fuente : datos proporcionados por el investigador.

Romero
final
163 X 102

200 X 102
130 X 102
110 X 102
263 X 102

421 X 102

245 X 102

176 X 102
140 X 102
288 X 102
213.6 x10?

Interpretacion: Al tener menos de 50 datos por cada sustancia, es

recomendable usar la prueba de normalidad de Shapiro —Wilk, para

evaluar la normalidad de los mismos, donde indicamos que la canela al

50% y canela + romero al 50% siguen una distribucién normal.
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diferencia
265 x 10°

259 x 103
390 x 103
546 x 103
409 x 10°

285 x 103
319 x 103
413 x 10°
313 x 103
406 x 10°
360540

0.2350



Tabla 5. Prueba de normalidad de Shapiro —Wilk Romero e

Hipoclorito
Romero
inicial final
1 760 X 108 2 X 10?
2 264 X 10° 1 X 10?
3 456 X 10° 6 X 102
4 568 X 10° 20 X 102
5 552 X 10® 15 X 107?
6 767 X 108 8 X 10?
7 852 X 10® 12 X 107
8 652 X 10° 16 X 102
9 456X 5X
108 102
10 760X 15 X
108 102

Promedio  608.7 x 10° 10 x 102

Prueba de
normalidad

diferencia
760 x 108

264 x 10°
455 x 103

566 x 10°
550 x 10°
766 x 10°
851 x 10°
650 x 10°
456x 10°
758x 10°

607700

0.5831

Hipoclorito

inicial
499 X 10°

690 X 10°
275 X 10°

850 X 10°
653 X 10°
654X 10°
624 X 10°
423 X103
659 X 103
508 X 103

583.5 X 10°

Fuente : datos proporcionados por el investigador.

Final
28 X 102

18 X 102
36 X 102

38 X 10?

43 X 10?

23 X 10?
48 X 10?

21 X 10?

19 X
102

45 X
102

31.9 X
10?

diferencia
496 x

103

688 x 10°

271 x
103

846 X
10°

649 x
10°

652 x 10°

619 x
103

421 x
103

657x 10°

504x 103

580310

0.7049

Interpretacion: Al tener menos de 50 datos por cada sustancia, es

recomendable usar la prueba de normalidad de Shapiro —Wilk, para

evaluar la normalidad de los mismos, donde indicamos que el romero al

50% y el hipoclorito al 3 % siguen una distribucion normal.
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Media de las Diferencias (UF Ciml)

Anexo 06

GRAFICON°1
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Canela 530% + Romero Romero 0%
50%
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ELABORACION DEL ACEITE ESENCIAL

Foto 2: Canela en trozos

Foto 3: Pesando la canela. Foto 4: Equipo de Hidrodestilacion.

Foto 5: Obtencion del aceite Foto 6: Separando el aceite del
en la pera de separacion. agua.
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Foto 7: Muestra de romero.

Foto 8: Lavando con agua de cafio.

Foto 9: Desinfectando con
hipoclorito de sodio al 0.5%.

Fotoll: Hojas de romero secas.
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Fotol2: Separando las hojas del tallo.




Foto16: Separando el aceite del
Foto15: Obtencion del aceite en agua.

la pera de separacion.

Fotol7: Aceites preparados al
50%.
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Foto 17: Piezas en hipoclorito Foto 18: Solucion salina.

de sodio al 0,5%.

Foto 19: Toma de radiografias Foto 20: Corte de coronas.
periapicales.
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Foto 21: Longitud de trabajo
lima K-file # 15.

Foto 22: Instrumentacion con
lima K-file # 20.
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Foto 23: Instrumentacién con
lima K-file # 25.

Foto 24: Instrumentacion con
lima K-file # 30.
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Foto 25: Irrigacién con &cido
etilendiaminotetraacético al 17%
por 5 minutos.

Foto 26: Cerrando el foramen apical-
colocacidn del 4cido.

Foto 27: Cerrando el foramen apical-
colocacidn del adhesivo.
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Foto 28: Cerrando el foramen apical-
colocacion de la resina.




Foto 29: Fotocurando la resina.

Foto 30: Sellando las
paredes con esmalte
de ufas.

Foto 31: E. Faecalis activado.
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Foto 31: Dientes esterilizados.

Foto 33: Dientes en microplaca
de cultivo de 24 pocillos.

Foto 35: Contaminacion
usando jeringa de 1ml.
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Foto 32: Dientes esterilizados.

Foto 36: Caldo BHI.




Foto 37: Adicion de caldo BHI.

Foto 39: Después de 7 dias, se
enjuago con solucidn salina.
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Foto 38: Adicion de caldo
BHI en los dias 1,4y 6.

Foto 40: Se realizaron diluciones de
1/10, 1/100 y 1/1000.




Foto 41: Agar Mueller
Hinton.

Foto 42: De cada dilucion se sembrd
por superficie 0.1 mL en placas
conteniendo Agar Mueller Hinton.

Foto 43: Recuento de
colonias.

Foto 44: Jeringa con 4ml de
aceite de canela y romero al
50%.
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Foto 45: Jeringa con 4ml de Foto 46: Jeringa con 4ml de
aceite romero al 50%. aceite canela al 50%.
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: Foto 48: Irrigacion de los
Foto 47: Jeringa con 4ml de conductos radiculares.
Hiposol al 3%.

Foto 50: Se realizaron

Foto 49: Se enjuag6 con :
solucién salina. diluciones de 1/10 y 1/100.
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Foto 51: Toma de muestra
con micropipeta.

Foto 52: Colocacién de la
muestra en placa Petri.

Foto 53: Distribucion de la
muestra.
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Foto 54: Recuento de
colonias.
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