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“La salud no lo es todo pero sin ella, todo lo demas es nada”
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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar el halo inhibitorio de la
Caesalpinia Espinosa (Tara) sobre la cepa de Enterococcus Faecalis, bacteria bastante
conocida por provocar gran porcentaje de fracasos en endodoncia.

El procedimiento consistié en sembrar la cepa Enterococcus Faecalis (ATCC 29212) en
placas con Agar Cerebro Corazon, luego se colocé sensidiscos de 5 mm de diametro con
Hipoclorito de Sodio al 5.25% como grupo control y Caesalpinia Espinosa (Tara) al 60%
como grupo experimental, se utiliz6 24 muestras por cada una de las sustancias a
investigar; posteriormente se procedi6 a incubar las placas en camara de anaerobiosis a una
temperatura de 37 °C, tomandose medidas de halo inhibitorio expresado en milimetros a
las 24, 48 y 72 horas.

Los resultados obtenidos y luego sistematizados indicaron que el promedio del halo
inhibitorio formado por la Caesalpinia Espinosa fue mayor que el halo inhibitorio formado
por el Hipoclorito de Sodio, para dicho resultado se aplicé un Test de Normalidad para los
datos obtenidos con ambas sustancias, como resultado se determind que dichos datos
tenian una distribucion normal. Luego se aplico el Estadistico T de Student (p<0.05), el
cual determind que si habia diferencia estadisticamente significativa entre los datos
obtenidos para la Caesalpinia Espinosa y el Hipoclorito de Sodio

En conclusion, la Caesalpinia Espinosa demostro tener efecto antimicrobiano frente a la
presencia de Enterococcus Faecalis, formando halos de diferentes diametros en las 3 tomas

de medidas que se realizé en este estudio.

Palabras Clave: Antimicrobiano, Fracaso Endodoéntico, Enterococcus Faecalis,

Caesalpinia Espinosa, Hipoclorito de Sodio
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ABSTRACT

The present study aimed to determine the inhibitory halo Caesalpinia Espinosa (Tara) on
the strain of Enterococcus faecalis bacteria known to cause very large percentage of
failures in endodontics.

The procedure was to sow the strain Enterococcus faecalis (ATCC 29212) in Brain Heart
Agar plates, then placed sensitivity discs of 5 mm diameter with Sodium Hypochlorite
5.25% as control group and Caesalpinia Espinosa (Tara) 60% as a group experimental, 24
samples were used for each of the substances investigated, then proceeded to incubate
plates in an anaerobic chamber at 37 oC, taking measures inhibitory halo in millimeters at
24, 48 and 72 hours.

The results indicated that systematized then the average inhibitory halo formed by
Caesalpinia Espinosa was greater than the inhibitory halo formed by sodium hypochlorite,
for that result was applied normality test data obtained for both substances, as a result was
determined that the data were normally distributed. Then we applied the Student t statistic
(p <0.05), which determined that if there was statistically significant difference between
the data obtained for Caesalpinia Espinosa and Sodium  Hypochlorite
In conclusion, the Caesalpinia Espinosa demonstrated antimicrobial effect against the
presence of Enterococcus faecalis, forming halos of different diameters in the 3 doses of
measures made in this study.

Keywords: Antimicrobial, endodontic failure, Enterococcus faecalis, Caesalpinia

Espinosa, Sodium Hypochlorite.
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INTRODUCCION

Sres. Miembros del Jurado:

Unas de las enfermedades mas comunes en la humanidad es la caries y ésta tiene como
consecuencia la afectacion de los tejidos pulpares, en el caso de estar en esta condicion se
deberé realizar una endodoncia, especialidad de la odontologia utilizada para la remocién
del tejido pulpar y asi remover el dafio. Existen medicamentos que se utilizan en esta
terapia, algunos de estos medicamentos o la mayor parte de ellos fracasan cuando se
enfrentan al Enterococcus Faecalis. En la actualidad, segun estudios previos, una de las
bacterias mas persistentes responsable de los fracasos Endodonticos es el Enterococcus

Faecalis siendo esta cepa resistente a la mayoria de Sustancias utilizadas actualmente.

En la actualidad, se cursa la era de la fotoquimica, y debemos de hacer los esfuerzos para
que los productos naturales que posee nuestro pais sean utilizados en provecho de nuestra
poblacion. Debido a que la Caesalpina Espinosa, es un producto natural, no solo sera capaz
de eliminar los microorganismos, por su poder antimicrobiano demostrado en otros
estudios, sino que también ayudara a la mejor cicatrizacion, propiedad que también ha sido
demostrada en estudios preliminares, ademas de observarse menor cantidad de efectos
adversos, por tratarse de una sustancia de origen natural.

A pesar que estamos en una Era Odontoldgica Preventiva y que la profesién odontoldgica
busca reducir los indices de caries y reducir los indices de higiene oral usando métodos,
estrategias y programas preventivos de caries. Estas medidas tendran su impacto en el
futuro mientras que los procedimientos clinicos resuelven el dafio que ya esta presente,

por lo tanto deberia tomarse importancia a la necesidad de conservar las piezas ya
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afectadas por caries, eliminando los microorganismos mas agresivos presentes en piezas

necrosadas y poder realizar un tratamiento endodontico que tengo éxito al 100%.

Se considera importante que se realicen estudios para determinar el efecto antimicrobiano
de sustancias alternativas a las que ya existen, siendo las sustancias naturales las mas
indicadas, debido a que son mejor aceptadas por el organismo presentando menor cantidad
de efectos colaterales, siendo éste el objetivo del estudio, determinar el efecto
antimicrobiano de una sustancia extraida de un producto natural como es la Caesalpinia

Espinosa.

La presente investigacion consta de un Capitulo Unico en el cual se presentan los
resultados, los cuales han sido elaborados a exigencia de los objetivos y la hipotesis,
mediante tablas y graficos pertinentes a la naturaleza de las variables. Luego se presenta la
Discusion, Conclusiones y Recomendaciones asi como la Bibliografia e Informatografia.
Dentro de los Anexos el Proyecto de Investigacion organizado en torno al planteamiento

tedrico y operacional.

La autora
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CAPITULO UNICO

RESULTADOS
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TABLANC°1

ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS DEL GRUPO EXPERIMENTAL

CAESALPINIA ESPINOSA

Desviacion
N |Promedio| Estandar Minimo | Maximo | Mediana | Asimetria | Curtosis
dial 24 6,01875 0,720479 4,500 7,525| 6,05000 -0,021 0,150
dia2 24( 6,18854 0,674778 5,000 7,575| 6,25000 -0,097( -0,180
dia3 24( 6,33021 0,686238 5,025 7,525| 6,35000 -0,038[ -0,705

En el grupo experimental CAESALPINIA ESPINOSA el promedio de didmetro de la
primera lectura es 6,01875 lo que interpreta que la CAELSAPINIA ESPINOSA a
generado un espacio vacio (halo inhibitorio) de 6 mm en el cultivo microbioldgico.

Luego en la segunda lectura la medida fue de 6,18854 y finalmente en la tercera lectura la
medida fue de 6,33021, lo que indica que el didmetro va aumentando progresivamente.

De los datos podemos deducir que el diametro del dia 1 posee una ligera asimetria,
posteriormente el dia 2 se va tornando menos asimétrico y el dia 3 se va acercando mas a
una distribucion normal. La desviacion Estandar en la primera medicion fue de 0,720479
en la segunda de 0,674778 y en la tercera fue de 0,686238, con respecto al minimo los
datos se distribuyen en un rango de 4,500 a 5,025 para el primer dia y el tercer dia
respectivamente, lo cual determina que los valores minimos del dia 1 al dia 3 fueron
aumentando progresivamente, para el maximo los valores fueron de 7,525 para el dia 1,
7,575 para el dia 2 y 7,525 para el dia 3. De lo cual se deduce que fue variable los valores

maximos con tendencia a aumentar y luego a mantenerse igual al dia 1. Los valores para la
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mediana fueron de 6,05000 para el dia 1, 6,25000 para el dia 2 y para el dia 3 de 6,35000.
En la asimetria se obtuvo para el dia 1 un valor de -0,021 para el dia 2 un valor de -0,097y
para el dia 3 un valor de -0,038. Los valores en la curtosis para la primera medicion fueron

0,150, para la segunda medicion fueron -0,180y para la tercera medicién fue -0,705.
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ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS DEL GRUPO CONTROL HIPOCLORITO DE

SODIO
Desviacion
N [Promedio| Estandar | Minimo | Maximo | Mediana |Asimetria | Curtosis
dial | 24| 2,63896| 0,670042 1,250 3,750 2,51500 0,070 -0,649
dia2 | 24| 2,73958| 0,653748 1,750 4,025 2,52500 0,401 -0,989
dia3 | 24| 2,82625| 0,703713 1,500 4,075 3,02500 0,031 -0,890

En el grupo control HIPOCLORITO DE SODIO el promedio fue de 2.63896 en la primera
medicién; lo que se interpreta como que el hipoclorito de sodio generd un espacio vacio
(halo inhibitorio) de 2,64mm en el cultivo microbiolégico.

En la segunda medicion 2.73958 y en la tercera lectura 2.82625; lo que indica que el
promedio va aumentando ligeramente de una medicion a otra. De los datos podemos
deducir que el didametro del dia 1 posee una ligera asimetria, posteriormente el dia 2 se va
tornando menos asimétrico y el dia 3 se va acercando mas a una distribucion normal. La
Desviacién Estandar en la primera medicién fue de 0,670042 en la segunda de 0,653748, y
en la tercera de 0,703713, con respecto al minimo los datos se distribuyen en un rango de
1,250 a 1,500 para el primer dia y el tercer dia respectivamente, lo que indica que los
valores minimos del dia 1 al dia 3 fueron aumentando progresivamente, para el maximo los
valores fueron de 3,750 para el dia 1 para el dia 2 la medida fue de 4,025 y 4,075 para el
dia 3 de lo cual se puede deducir que el valor maximo fue aumentando del dia 1 al 3 lo que
indica que fue una progresion constante. Los valores para la mediana fueron de 2,51500

para el dia 1, 2,52500 para el dia 2 y para el dia 3 de 3,02500. En la asimetria se obtuvo
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para el dia 1 un valor de 0,070 para el dia 2 una valor de 0,401 y para el dia 3 un valor de
0,301. Los valores en la curtosis para la primera medicion fueron -0,649, para la segunda

medicion fueron -0,989 y para la tercera medicion fue -0,890
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TABLAN°3

COMPARACION ENTRE EL GRUPO EXPERIMENTAL CAESALIPINIA
ESPINOSA'Y GRUPO CONTROL HIPOCLORITO DE SODIO Y EN LA

PRIMERA LECTURA.

Grupo

Experimental Control

Dial Promedio 6,019 2,639

Mediana 6,050 2,515

Moda 6,250 2,000

Minimo 4,500 1,250

Méaximo 7,525 3,750

Desviacion 0,720 0,670
Estandar

Prueba T Student -16,829 p=0.000 p<0,05 (SIG)

GRAFICO N° 1
COMPARACION ENTRE EL GRUPO EXPERIMENTAL CAESALIPINIA

ESPINOSA'Y GRUPO CONTROL HIPOCLORITO DE SODIO EN LA PRIMERA

LECTURA.
7 T
I

o

grupo
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Con respecto a los valores del promedio para el grupo experimental Caesalpinia Espinosa
es de 6,019 y para el grupo control Hipoclorito es de 2,639 lo cual determina que la
diferencia entre los promedios de ambos halos inhibitorios fue de por o menos 3.38 mm,
siendo el promedio de halos inhibitorios para grupo experimental mayor que el promedio
de los halos inhibitorios del grupo control, la mediana para el Grupo control es 2,515 y
para el grupo experimental es de 6,050, con respecto a la moda para el grupo del
Hipoclorito es de 2,000 y para la Caesalpinia Espinosa es de 6,250, el valor minimo para el
grupo control es de 1,250 y para el grupo experimental es de 4,500, el valor maximo para
el grupo control es de 3,750 y para el grupo experimental es de 7,525, tanto para los
valores maximos y minimos para el primer dia de toma de datos, el grupo experimental
Caesalpinia Espinosa presentaba valores bastante altos a comparacion del grupo control y
con respecto a la desviacion estandar los valores fueron de 0,670 para el hipoclorito y
0,720 para la Caesalpinia Espinosa.

Se observa que los promedios son muy diferentes y ambas distribuciones estadisticas

tienen rangos variados para los valores obtenidos el dia 1
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TABLAN° 4

COMPARACION ENTRE EL GRUPO EXPERIMENTAL CAESALIPINIA

ESPINOSA'Y GRUPO CONTROL HIPOCLORITO DE SODIO EN LA SEGUNDA

LECTURA.
Grupo

Experimental Control
Dia2 Promedio 6,189 2,740
Mediana 6,250 2,525
Moda 6,250 2,525
Minimo 5,000 1,750
Maximo 7,575 4,025
Desviacion 0,675 0,654

Estandar

Prueba T Student -17,984 p=0,000 p< 0,05 (SIG)

GRAFICO N° 2

COMPARACION ENTRE EL GRUPO CONTROL HIPOCLORITO DE SODIO Y
GRUPO EXPERIMENTALCAESALIPINIA ESPINOSA EN LA SEGUNDA

LECTURA
4,000 —l—
2,000 J_

grupo
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Con respecto a los valores del promedio para el grupo Caesalpinia Espinosa es de 6,189 y
para el grupo Hipoclorito es de 2,740, lo cual determina que la diferencia entre los
promedios de ambos halos inhibitorios fue de por lo menos 3.449 mm, siendo el promedio
de halos inhibitorios para grupo experimental mayor que el promedio de los halos
inhibitorios del grupo control la mediana para el Grupo control es 2,525 y para el grupo
experimental es de 6,250, con respecto a la moda para el grupo del Hipoclorito es de 2,525
y para la Caesalpinia Espinosa es de 6,250, el valor minimo para el grupo control es de
1,750 y para el grupo experimental es de 5,000, el valor maximo para el grupo control es
de 4,025 y para el grupo experimental es de 7,575, tanto para los valores maximos y
minimos para el segundo dia de toma de datos, el grupo experimental Caesalpinia
Espinosa presentaba valores bastante altos a comparacion del grupo control con respecto a
la desviacion estandar los valores fueron de 0,654 para el hipoclorito y 0,675 para la
Caesalpinia Espinosa.

En la segunda lectura los promedios Yy rangos de datos, demuestran tener diferencia

estadisticamente significativa, ambas distribuciones estadisticas tiene rangos muy variados.
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TABLAN°S

COMPARACION ENTRE EL GRUPO EXPERIMENTAL CAESALIPINIA

ESPINOSA 'Y GRUPO CONTROL HIPOCLORITO DE SODIO EN LA TERCERA

LECTURA.
Grupo

Experimental Control
Dia3 Promedio 6,330 2,826
Mediana 6,350 3,025
Moda 6,000 2,075
Minimo 5,025 1,500
Méaximo 7,525 4,075
Desviacion 0,686 0,704

Estandar

Prueba T Student-17,464 p=0,000 p> 0,05 ( SIG)

GRAFICO N° 3

COMPARACION ENTRE EL GRUPO EXPERIMENTAL CAESALIPINIA
ESPINOSA 'Y GRUPO CONTROL HIPOCLORITO DE SODIO EN LA TERCERA

LECTURA
_|_
4,000 —|_
2,000 J_
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Con respecto a los valores del promedio para el grupo experimental Caesalpinia Espinosa
es de 6,330 y para el grupo control Hipoclorito es de 2,826 lo cual determina que la
diferencia entre los promedios de ambos halos inhibitorios fue de por lo menos 3.504 mm,
siendo el promedio de halos inhibitorios para grupo experimental mayor que el promedio
de los halos inhibitorios del grupo control, la mediana para el Grupo control es 3,025 y
para el grupo experimental es de 6,350, con respecto a la moda para el grupo del
Hipoclorito es de 2,075 y para la Caesalpinia Espinosa es de 6,000, el valor minimo para el
grupo control es de 1,500 y para el grupo experimental es de 5,025, el valor maximo para
el grupo control es de 4,075 y para el grupo experimental es de 7,525, tanto para los
valores maximos y minimos para el primer dia de toma de datos, el grupo experimental
Caesalpinia Espinosa presentaba valores bastante altos a comparacion del grupo control y
con respecto a la desviacion estandar los valores fueron de 0,704 para el hipoclorito y
0,686 para la Caesalpinia Espinosa.

Se observa que los promedio son muy diferentes y ambas distribuciones estadisticas tienen
rangos variados para los valores obtenidos el dia 3, demostrando tener diferencia

estadisticamente significativa.
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DISCUSION

« Sanchez Ruiz y colaboradores realizaron un estudio de actividad microbiana de
Hipoclorito de sodio al 5% en la dilucion 1:1 (2.5%) dando como resultado que la
actividad antimicrobiana del hipoclorito de sodio no durd hasta las 72 horas. Esto
puede deberse a que se realizd la dilucion del hipoclorito, por lo tanto le resto accion
antibacteriana a comparacién de nuestro estudio que el efecto antibacteriano del
hipoclorito de sodio estaba presente a las 72 horas.

« Espinel Pinzon Mercy realizd un estudio sobre 30 premolares que fueron infectados
por la cepa de enterococcus Faecalis, colocandoles 4 combinaciones de NaOCL y
EDTA. Los resultados obtenidos fueron que ninguna de las sustancias irrigadoras solas
0 combinadas con el quelante lograron la remocién completamente del E. Faecalis.
Esto puede deberse a que se realizo el estudio en diente natural y algun factor no
permitié la correcta utilizacion del NaOCL por lo tanto su efecto antimicrobiano no
fue positivo, a comparacion de los resultados de nuestro estudio en el cual el NaOCL
si presenta promedios positivos de accion antimicrobiana.

« Kiloucek, Py col. Realiz6 un ensayo antimicrobiano sobre extractos etanélicos al 80%
de nueve plantas obtenidos por maceracion durante 5 dias, una de las muestras
ensayadas fue la C. spinosa (vainas); se utilizaron cinco cepas Gram positivas y tres
Gram negativas Los resultados Enterococcus faecalis en el que se observé una CIM de
0,5 mg/ml, mientras que para Bacillus cereus fue de 8, y de 16 para las otras bacterias,
lo cual determina la especificidad y gran poder antimicrobiano de la tara frente a
Enterococcus Faecalis, lo que concuerda con nuestro estudio en el que también se

observo una actividad antibacteriana notoria.
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CONCLUSIONES

PRIMERA: El efecto de la Caesalpinia Espinosa al 60% en el halo inhibitorio del

Enterococcus Faecalis en promedio fue de 6,33 mm con una desviacion estandar de 0,68.

SEGUNDA: El efecto del Hipoclorito de Sodio al 5.25% en el halo inhibitorio del

Enterococcus Faecalis en promedio fue de 2,82 mm con una desviacion estandar de 0.7

TERCERA: Hubo diferencia estadisticamente significativa al comparar el efecto de la
Caesalpinia Espinosa al 60% Yy el Hipoclorito de Sodio al 5.25% en el halo inhibitorio del

Enterococcus Faecalis, esto con un margen de error del 5%.

CUARTA: La hipotesis nula fue rechazada, debido a que el efecto antimicrobiano de la

caesalpinia Espinosa al 60% fue mayor que el del hipoclorito de Sodio al 5.25% en el halo

inhibitorio del Enterococcus Faecalis
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RECOMENDACIONES

« Al nivel del Instituto Nacional de Salud se le recomienda hacer ensayos clinicos
con la Caesalpinia Espinosa para poder determinar el efecto antibacteriano en otro

tipo de microorganismos presentes en otras patologias.

« A nivel de la Universidad se le recomienda continuar con las investigaciones, de
esta sustancia, ampliando la muestra e investigando el efecto del producto contra
otros medicamentos ya utilizado en odontologia ya sea en Endodoncia o en otras

disciplinas de la Medicina.

« A nivel de Colegio Odontolégico se recomienda propiciar el uso de extractos de

origen natural en el tratamiento de los pacientes en la consulta privada.

. A los profesionales se les recomienda investigar o conocer la existencia de estos

farmacos naturales para que puedan incorporarlos es su practica clinica, en

beneficio del paciente y para la obtencion de tratamientos exitosos.
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PROPUESTA

.- ASPECTOS GENERALES.

1.1 NOMBRE DEL PROYECTO:
Medicacion antimicrobiana para el tratamiento endoddntico de piezas necrdticas

“TARAENDOX”

1.2 UNIDAD FORMULADORA 'Y EJECUTORA:

Autora en Coordinacion con la Universidad Catolica de Santa Maria.

1.3 PARTICIPACION DE ENTIDADES INVOLUCRADAS Y BENEFICIARIOS:
« Centro Interdisciplinario de Investigacion e Innovacién de la Universidad Catolica
de Santa maria (CICA)
. Doctorado de Odontologia
« Facultad de Odontologia
« Ministerio de Salud
. EsSalud

« Fuerzas Armadas

1.4 MARCO DE REFERENCIA.

La referencia se tomo; ya que el producto natural Caesalpinia Espinosa al 60%
demostrd en investigaciones previas tener efecto antibacterianos, antiinflamatorios y
cicatrizante por lo tanto se consider6 investigar si la Caesalpinia Espinosa al 60%

poseia un efecto antibacteriano al igual que hipoclorito de sodio al 5.25% sobre el
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Enterococcus Faecalis, bacteria persistente en los fracasos endodonticos; donde se
comprobd que el efecto antibacteriano del Enterococcus Faecalis fue mayor que del

Hipoclorito de Sodio al 5.25%

I1.- IDENTIFICACION

2.1 DIAGNOSTICO DE LA SITUACION ACTUAL.
En la actualidad existe numerosos estudios que determinan el gran nimero de fracasos
endodonticos con diagnostico Necro tipo | y tipo Il provocados por la desinfeccion
deficiente de los canales radiculares, y dentro de los microorganismos responsables de
estos fracasos esta presente el Enterococcus Faecalis, debido a su capacidad de
sobrevivencia a medios hostiles, por lo que se considera a la Caesalpinia Espinosa

como sustancia antimicrobiana para evitar fracasos endodénticos.

2.2 DEFINICION DEL PROBLEMA Y SUS CAUSAS
La sustancia de mayor uso en nuestro medio como irrigante con respecto a tratamiento
de necropulpectomia tipo | y tipo Il es el hipoclorito de Sodio al 5.25%, siendo este
producto irritante a los tejidos periapicales pudiendo producir necrosis a ese nivel si es
extravasado por el foramen apical, lo que se desea es utilizar la Caesalpinia Espinosa,
que posee un mayor efecto antimicrobiano y es biocompatible por tratarse de un
producto natural. Una de las causas por las que se utiliza el hipoclorito de Sodio al
5.25% es que se encuentra facilmente en el mercado, no es muy costoso, es de facil

aplicacion y es muy difundido sin embargo no es biocompatible.
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2.3 OBJETIVO DEL PROYECTO.
Obijetivo General:
« Desarrollar un material biocompatible para ser usado como irrigante en el
tratamiento de conductos radiculares necrotico.
Obijetivo especifico:
. Propiciar dicho material a costo accesible, que tenga facil manejo y de rapida

aplicacion para su aplicacion en Necropulpectomia tipo | y tipo Il

111.-FORMULACION Y EVALUACION.

3.1 ANALISIS DE LA DEMANDA.
Existe demanda, ya que en nuestro medio no hay un producto que tenga bajos costos,

que sea un buen antimicrobiano contra el Enterococcus Faecalis y sea biocompatible

3.2 ANALISIS DE LA OFERTA.

Existen todos los medios necesarios para la elaboracion y empaque del producto.

3.3 BALANCE OFERTA DEMANDA.

Favorable

3.4 ACTIVIDADES A REALIZAR
e Inscripcion del Producto en Indecopi (Patente)
e Coordinacion con Universidad Catolica Santa Maria para la produccion del
producto

e Convocatoria de colaboradores para la elaboracion del producto

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

e Capacitacion del personal colaborador

e Elaboracion del Producto

e Difusion en los medios de prensa sobre la existencia del producto los beneficios de
su uso y su facil aplicacion.

e Distribucién a Casas Dentales locales para la venta del producto.

3.5 PRESUPUESTO.
Constituir un primer lote para prueba piloto, producto terminado 1 litro esterilizado y
procesado.
e Polvo de Caesalpinia Espinosa 2 Kg S/.10.00
e Alcohol al 96% 4 Lt. S/.36.00
e Antioxidantes y Excipientes 150 gr S/.200.00
e Costo Total Aproximado sujeto a variaciones S/250.00
Se colocaré en frascos de 30ml

Costo por frasco S/. 10.00

3.6 BENEFICIOS.
e Costo Bajo
e Facil Acceso

e Facil Preparacion

3.7 EVALUACION SOCIAL.
El impacto social ser& grandioso por el costo de dicho material y por la gran cantidad
de endodoncias exitosas que se podra obtener usando este producto para su posterior

rehabilitacion. Por lo que no se tendrd que optar por una extraccion y pérdida de la
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pieza, recuperandose de esta forma la salud bucal, de manera que podamos mejorar la

calidad de vida de las personas

3.8 ANALISIS DE SENSIBILIDAD.
Puede existir inconvenientes con otros productos biocompatibles como Caesalpinia

Espinosa o los excipientes y conservantes usados en la elaboracion del producto.

3.9 SOSTENIBILIDAD.
Se mantiene a través del tiempo, pues su uso se pretende generalizarlo a nivel nacional

e internacional.

3.10 IMPACTO AMBIENTAL.
Todos los residuos de las labores, ejecutadas en el presente proyecto seran eliminados,
de acuerdo a las normas internacionales de BIOSEGURIDAD, recomendadas por la

OMS.

IV.-CONCLUSION
e La preparacion de este nuevo material avisora nuevas esperanzas en los tratamiento
endodonticos tipo |y tipo I1.
e Su uso debe generalizarse y difundirse ya que es un material completamente inocuo
al organismo humano.
e La repercusion social que tendria dicho producto es favorable, ya que por su costo
es accesible y mediante el uso de este se podra recuperar la salud oral mejorando la

calidad de vida de los pacientes en los cuales sera aplicado dicho producto.
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PROYECTO DE INVESTIGACION
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.- PREAMBULO

La identificacion del presente problema de investigacion fue producto de la revision
bibliografica de tesis realizadas para eliminar al Enterococcus Faecalis,
microorganismo muy conocido y relacionado a los fracasos endoddnticos, este estudio
pretende determinar el efecto antimicrobiano de la solucion de Caesalpinia Espinosa
(Tara), que es un producto natural obtenido de una de las tantas plantas medicinales

presentes en el Perd.

La flora del Per( con sus incontables especies constituye una fuente de estudio
interminable, si se dice que a nivel mundial menos del 10% de flora ha sido estudiada
quimicamente, sin temor a equivocarnos diriamos que en nuestro pais no mas del 1%
es lo que conocemos, lo que significa que cientos de compuestos estan esperando su

descubrimiento.

Nos encontramos en la era de la fotoquimica, y debemos de hacer los esfuerzos para
que, este oro verde del Per(, sea en provecho de todos los peruanos. Debido a que la
Caesalpinia Espinosa, que es un producto natural, no solo sera capaz de eliminar los
microorganismos, por su poder antimicrobiano demostrado en otros estudios, Sino que
también ayudara a la mejor cicatrizacion, propiedad que también ha sido demostrada en
estudios preliminares, ademas de observarse menor cantidad de efectos adversos, por

tratarse de una sustancia de origen natural.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

A pesar que estamos en una Era Odontologica Preventiva y se buscan los indices
adecuados de higiene oral y se usan métodos, estrategias y programas preventivos de
caries, estas medidas no resuelve el dafio que ya esta presente, por lo tanto deberia
tomarse importancia a la necesidad de eliminar los microorganismos mas agresivos
presentes en piezas necrosadas para que nos permita mantener dichas piezas en boca

mediante un tratamiento endodontico que tengo éxito al 100%.

Por lo tanto el resultado de la presente tesis nos ayudara a determinar los efectos
microbiologicos de la Caesalpinia Espinosa sobre el Enterococcus Faecalis a
comparacion del Hipoclorito de Sodio al 5.25% producto utilizado actualmente en las
terapias pulpares para eliminar los microorganismos en pulpas necroticas, de tal manera
que podamos obtener un tratamiento endodontico adecuado sin posibilidad de fracaso

usando una sustancia que ofrezca mayores beneficios.

Teniendo en cuenta que desde el punto de vista de Salud Publica, el problema de caries
abarca al 95 % de la poblacion, debemos tener en cuenta que el tratamiento endodéntico
sera indispensable al igual que otros tratamientos restauradores para recuperar gran

parte de la salud bucal de la poblacion.
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Il PLANTEAMIENTO TEORICO

1 PROBLEMA DE INVESTIGACION.-

1.1 ENUNCIADO DEL PROBLEMA .-
“Efecto Antimicrobiano In Vitro De La Solucion De Caesalpinia Espinosa (Tara) Al

60% En EIl Halo Inhibitorio Microbiano De Enterococcus Faecalis. Arequipa. 2012”

1.2 DESCRIPCION DEL PROBLEMA

a) Area de Conocimiento
e Area General: Ciencias de la Salud
e Avrea Especifica: Odontologia
e Especialidad: Endodoncia

e Topico: Antimicrobianos en el Tratamiento Pulpar.

b) Anélisis De Variables

VARIABLES INDICADORES SUBINDICADORES
ESTIMULO 1 CAESALPINA
i i 0,
VARIABLE (Sustancia Experimental) | ESPINOSA 60% Concentracion
Optima
INDEPENDIENTE Mg/ml
ESTIMULO 2 HIPOCLORITO DE
(Sustancia Control) SODIO AL 5.25%
VARIABLE HALO INHIBITORIO
VARIABLE RESPUESTA MICROBIANO DE Diametro del halo mm
DEPENDIENTE ENTEROCOCCUS inhibitorio
FAECALIS
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c) Interrogantes Basicas.-

cl. ¢(Cual sera efecto de la caesalpinia espinosa al 60% en el halo inhibitorio de
enterococcus faecalis?
c2 ¢Como sera el efecto el hipoclorito de sodio al 5.25% en el halo inhibitorio de
enterococcus faecalis?
c3 (El efecto de la caesalpinia espinosa al 60% en el halo inhibitorio del
enterococcus faecalis sera mayor que el efecto el hipoclorito de sodio al 5.25% en

el halo inhibitorio de enterococcus faecalis?

d) Tipoy Nivel de Investigacion.-

e Tipo de Investigacion:
De laboratorio, longitudinal
¢ Nivel de Investigacion:

Comparativo Experimental.

1.3 JUSTITICACION DEL PROBLEMA -

La presente investigacion esta basada en estudios preliminares en los cuales se ha
comprobado la capacidad antibacteriana tanto del hipoclorito de sodio y de la
caesalpina espinosa en otras especialidades, por lo tanto es relevante determinar si
la caesalpina espinosa tiene propiedades terapéuticas que podrian ser utilizadas en

el tratamiento de conductos radiculares.
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Es muy conocida por diferentes estudios, la relacion entre el Enterococcus Faecalis
y las lesiones peri radiculares persistentes. Dicho microorganismo es capaz de
sobrevivir en ambientes aridos con poca cantidad de oxigeno y nutrientes, asi como
también es capaz de formar biopeliculas. De tal manera que puede sobrevivir frente

a protocolos de irrigacion, medicacion y materiales de obturacion.

Es por ello el interés de desarrollar una sustancia natural con propiedades
terapéuticas que ayude a eliminar el Enterococcus Faecalis y que al mismo tiempo
permita obtener resultados iguales 0 mas 6ptimos a otros medicamentos utilizados

en endodoncia en funcion al beneficio de los pacientes.

Por lo tanto el presente estudio tiene como principal objetivo. Comparar la
efectividad  antimicrobiana, mediante la disminucion del ndmero de
microorganismos de la cepa Enterococcus Faecalis con CAESALPINA ESPINOSA
al 60% de tal manera que pueda haber la posibilidad de usarla en tratamiento de

conductos radiculares.

Teniendo esto en cuenta, esta investigacién beneficiara a los pacientes en los cuales
se usen el producto debido a que se trata de un producto natural que produce menor
cantidad de efectos secundarios que otras sustancias en el mercado. Ademas de
poseer una propiedad cicatrizante ayudard a que los tejidos periradiculares se

desinflamen con mayor rapidez.

Sabemos que es importante tratar de buscar alternativas a las sustancias que hoy en

dia usamos para eliminar microorganismos resistentes y con mucha mas razon si
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estas alternativas son naturales, debido a que son mejor aceptadas por nuestro

organismo y pueden producir menor cantidad de efectos colaterales.

Este es un tema de importancia actual, debido al auge que tiene el uso de productos
naturales. La caesalpina espinosa mas conocida como Tara. Arbol oriundo del Pert
es utilizada muy frecuentemente en la medicina tradicional obteniendo muy buenos
resultados. Segun  estudios preliminares posee efectos  astringentes,
antiinflamatorios, antisépticos, antimicéticos, antibacterianos y otros efectos
utilizados para mejorar la salud. Es por ello que se ha visto por conveniente que
este producto de excelentes propiedades se use en odontologia en especial en el
tratamiento de conductos radiculares contra agentes microbianos resistentes como

el Enterococcus Faecalis.

Debido a la importancia que tendria el realizar el presente estudio se realizara para
obtener el grado de Doctor en Odontologia, de acuerdo con las areas
problematicas relacionadas a Odontologia y con el nivel cientifico requerido por la
Escuela de Post Grado para una tesis de Doctorado, de igual forma se considera

viable por que cuenta con los recursos econémicos, humanos e institucionales
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2.-MARCO CONCEPTUAL

2.1 CAESALPINA ESPINOSA .-

2.1.1 Etimologia

El nombre cientifico proviene de los vocablos:
Caesalpina en honor de Andrea Caesalpini, botanico y filésofo italiano. Y

Spinosa del latin espinas.

Los Incas la conocian como taya, esto en el norte y en el sur con el nombre de
tara, el mismo que proviene del aymara cuyo vocablo viene de la descripcion
de la semilla que significa achatada o aplastada refiriendose a la forma de la

semillal

2.1.2 Sindnimos

Caesalpina Tinctoria, Bentham ex Reiche, Poinciana Spinosa Molina,

Caesalpina Pectinana Cavanilles, Coulteria Tinctoria HBK, Tara Spinosa

(Molina), Brito y Rose, Caesalpina Estipulata.

Recibe otros nombres comunes como son: Tara, Taya, Divi divi de tierra fria,

Guarango, Cuica serrano, Acacia Amarilla, Divi divi de los andes (Europa)?

! Barriga, C. Cultivo y Aprovechamiento de la Tara, Caesalpinia spinosa, en la Region Andina.
Informe Técnico. Lima. 2008.
2 http// tanino.tripod.com/-tanino 22/08/12 10:30 pm.
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2.1.3 Morfologia

Este arbol puede alcanzar hasta 5 metros de alto, su tronco posee una corteza
lefiosa de color marron claro o gris oscuro tiene ramas en formas retorcidas y
con espinas pequefias de aprox. 4 mm. De largo, con hojas que miden entre 8
y 12 cm de largo, alternas y estan dispuestas en forma espiral, con 6 a 8 pares
de foliolos opuestos. Las flores son de color amarillo rojizo dispuestas en
racimos de 8 a 20 cm de largo. Sus frutos son de forma de vainas encorvadas
que miden aprox. 10 cm de largo por 3 cm de ancho, y poseen un color
naranja rojizo cuando estan maduros. Contienen de 4 a 7 semillas ovoides,
ligeramente aplanadas, de color pardo oscuro 0 negruzco cuando estan

maduras.®

2.1.4 Distribucion Geografica

El PerG es el mayor productor de tara en el mundo, con el 80% de la
produccion mundial. La produccion basicamente de bosques naturales y en
algunas zonas, de parcelas agroforestales. En este sentido el PerQ es el pais de
los Andes que tiene mayor area con bosques de tara, seguido muy de lejos por

Bolivia, Chile, Ecuador y Colombia.*

3 http//www.taraexport.com/?cont=2&idioma=es 21/08/12 09:00 pm.
4 http//www.riie.com.pe/?a=29384 22/08/12 10:00 am.
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2.1.5 Actividad Antimicrobiana

Los metabolitos encontrados en la Caesalpinia Espinosa fueron taninos,
flavonoides, dichos compuesto son conocidos por ejercer accion

antimicrobiana.

2.1.6 Uso Tradicional

Usos Medicinales: prescripcion o dosis

La tara tiene diversos usos tradicionales, la infusion de las vainas maduras
se utiliza para la amigdalitis en forma de gargaras, la infusién de las hojas
se utiliza para la estomatitis, la coccion de las ramas tiernas se usa como
abortivo, igualmente se prepara una bebida que se toma como depurativo
del colesterol, el cocimiento de las vainas se usan para secar las llagas de las
piernas. En general es también muy utilizada para el tratamiento de
infecciones vaginales y micoéticas, para el lavado de ojos inflamados, para el
dolor de estdbmago y diarreas, para el reumatismo y resfriado, para curar
Ulceras, como cicatrizante, entre otros. En alimentacién, originan el
caracteristico sabor astringente a los vinos tintos (de cuyo bouquet son en
parte responsables), al té, al café, debemos mencionar que la astringencia se
explica al acomplejarse los taninos con macromoléculas y provocar la
precipitacion de las glicoproteinas ricas en prolina que contiene la saliva. En

la cosmética se utiliza para la evitar la caida del cabello, para su tintura y
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para la elaboracion de champuls y bronceadores; también se usa como
biocida contra piojos y otros insectos.

A pesar del uso tan amplio no se encuentra literatura cientifica que avale
estos usos tradicionales. Igualmente las recetas son solamente “recetas

caseras”.

Contraindicaciones, Efectos Adversos y/o Reacciones Adversas:

No se encuentra literatura al respecto.

2.1.7 Grupos principales de componentes antimicrobianos de las plantas

Las plantas tienen una casi ilimitada habilidad de sintetizar sustancias
aromaticas, gran cantidad de ellas son fenoles o sus derivados de oxigenos
sustituidos. Muchos son metabolitos secundarios de los cuales por lo menos

12000 han sido aislados, un nimero estimado menor en un 10% del total.

En numerosos casos estas sustancias sirven como mecanismos de defensa de
las plantas contra la predacion por microorganismos, insectos y herbivoros.
Algunos, tales como los flavonoides son sintetizados por las plantas en
respuesta a la infeccion antimicrobiana, los terpenoides, dan a las plantas
sus olores; otros (quinonas y taninos) son responsables del pigmento de las
plantas. Muchos componentes son asimismo responsables del sabor de las

plantas (el terpenoide capsaicina en caso del aji), y algunas de las hierbas y
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especies usados por los humanos para sazonar los alimentos producen

compuestos medicinales Gtiles.®

En investigaciones realizadas se encontrdé que los taninos y flavonoides son
metabolitos, encontrados en el estudio fitoquimico del extracto de Tara que
se encuentran en diferentes partes de la planta. Estos son solubles en agua,
etanol, acetona y otros disolventes organicos. Tienen accion farmacologica

como antihemorragico local, antidiarréico, antihepatoxica y antibacteriano.®

Flavonoides: Son estructuras fendlicas que contienen un solo grupo
carbonilo. Estos compuestos son sintetizados por las plantas en respuesta a
la infeccion antimicrobiana, y su actividad sobre las bacterias
probablemente se deba a su capacidad de generar complejos con proteinas
extracelulares y proteinas solubles, asi como una actividad sobre la pared
celular muy similar a la de las quinonas. Los flavonoides lipofilicos pueden

perturbar la integridad estructural de la membrana celular.

Las catequinas derivados de los flavonoides, han sido estudiadas como los
compuestos que generan la actividad antimicrobiana in vitro en el té verde,

sobre Vibrio cholerae O1, Streptococcus mutans y Shigella, principalmente.

La mayor inhibicion en el desarrollo bacteriano la presentaron las
flavonoides,. Asimismo, aquellas flavonoides con mayor numero de grupos

hidroxilos, provocaron mayor inhibicion en la duplicacion bacteriana,

5 http://www.apicoladelalba.cl/actividad-antimicrobiana-de-plantas-sci/ 22/10/2012 08:00 am.
6 http://sisbib.unmsm.edu.pe/bvrevistas/odontologia/2012_n1/pdf/a08v15n1.pdf 10/11/2012 07:30 am.
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especialmente las que poseen ademas la presencia de un grupo metoxilo,

que aumenta la lipofilia del compuesto.’

Taninos: Los taninos tienen un ligero olor caracteristico, sabor amargo y
astringente, y su color va desde el amarillo hasta el castafio oscuro. Los
taninos se utilizan en el curtido porque reaccionan con las proteinas de
colageno presentes en las pieles de los animales, uniéndolas entre si, de esta
forma aumenta la resistencia de la piel al calor, a la putrefaccion por agua, y
al atague por microbios. Los taninos son metabolitos secundarios de las
plantas, son sustancias fendlicas, no nitrogenadas,solubles en agua y no en

alcohol ni solventes organicos.

Se ha considerado que los taninos, en muchas bebidas como el té verde y el
vino, tienen actividades reforzadoras de la salud (estimulacién de la
actividad fagocitaria, actividad antitumoral mediada por el hospedero y un
amplio rango de actividad antiinfecciosa). En las plantas, los taninos tienen
una accion inhibitoria del crecimiento de insectos y perturban la digestion
de rumiantes. Se cree que la actividad antimicrobiana de estos compuestos
se debe a su interaccién sobre las adhesinas, proteinas de la pared celular, y

a su capacidad de unirse a polisacaridos.®

7 http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0366-16442002000100005 28/08/2012 09:00 am.
8 http://es.scribd.com/doc/55448122/Tanino 15/08/2012 09:30 am.
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2.2 HIPOCLORITO DE SODIO

Es un compuesto quimico resultante de la mezcla del cloro, hidréxido de sodio y
agua. Fue desarrollado por el francés Berthollet en 1787 para blanquear telas. Luego,
a fines de siglo XIX, Luis Pasteur comprobo su poder de desinfeccion, extendiendo
su uso a la defensa de la salud contra gérmenes y bacterias.

Su amplia utilizacién en endodoncia se debe a su capacidad para disolver tejidos y a

su accion antibacteriana.®

2.2.1 Mecanismo de accion

Segun Estrela y Cols. , las acciones del hipoclorito de sodio operan mediante

tres mecanismos:

a) Saponizacion: donde actia como un solvente organico que degrada los
acidos grasos hacia sales acidas grasosas (jabon) y glicerol (alcohol), reduce la

tension superficial de la solucion remanente

b) Neutralizacion, donde el hipoclorito de sodio neutraliza aminoacidos

formando agua y sal.

c) Cloraminacion. La reaccién entre el cloro y el grupo amino forma cloraminas

que interfieren en el metabolismo celular. ElI cloro posee una accion

 www.peruprom.com/hogar/lejia.html. 26/08/12 12:30 am.
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antimicrobiana inhibiendo enzimas esenciales de las bacterias por medio de

oxidacion.t0

La accion bactericida y de disolucién de tejidos de hipoclorito de sodio puede
ser modificado por tres factores: concentracion, temperatura y pH de la

solucion.

Se ha estudiado la efectividad de diferentes concentraciones de hipoclorito de
sodio con respecto a su accion solvente y bactericida. Varios investigadores
estdn de acuerdo en que las soluciones con una concentracion mas alta de
hipoclorito de sodio son mas efectivas que las soluciones con concentraciones
mas bajas. Clegg y Cols. Afirman que la Unica concentracion capaz de remover
fisicamente la capa de biofilm y volver no viables las bacterias es el hipoclorito
del sodio al 6% por su parte'! , Carson y Cols. estudiaron, in vitro, las zonas de
inhibicion bacteriana de varias soluciones y llegaron a la conclusion de que la
solucion de hipoclorito al 6% es mas efectiva que al 3%'2 Spano y Cols.
encontraron que la solucion al 5% disuelve los tejidos pulpares necréticos méas
rapido que la solucion al 2,5%*%. Sin embargo, tanto Siqueira y Cols.
encontraron que la concentracion de la solucién de hipoclorito de sodio no es
tan importante como el cambio constante del la solucién y el uso en cantidades

significativas.

10 Estrela C, Estrela CRA, Barbin EL, Span6 JL, Marchesan MA, Pécora JD. Mechanism of action of Sodium
Hypochlorite. Branz Dent J 2002;13 (2): 113-117

11 Clegg MS, Vertucci FJ, Walker C, Belanger M, Britto LR. The Effect of Exposure to Irrigant Solutions on
Apical Dentin Biofilms in Vitro. J Endodon 2006. 31(6):471-473

12 Carson KR, Goodell GG, McClanahan SB. Comparison of the Antimicrobial Activity of Six Irrigants on
Primary Endodontics Patogens. J Endodon 2005; 31(6): 471-473

13 Spano JC, Barbin EL, Santos TC, Guimaraes LF, Pecora JD. Solvent action of sodium Hypochlorite on
bovine pulp and physico-chemical properties of resulting liquid. Braz Dent J 2001; 12: 154-157
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La temperatura es un factor importante, ya que si ésta aumenta, la accién del
hipoclorito de sodio se incrementa de manera significativa. Sirtes y Cols (21)
encontraron que el calentamiento del hipoclorito de sodio aumenta bastante la
capacidad antibacteriana y de disolucion de tejidos, concluyeron que la solucién
de hipoclorito de sodio al 1% a 45°C es tan efectiva como la solucion al 5,25%
a 20°C. Otro factor que aumenta la eficacia del hipoclorito de sodio es la

utilizacion de ultrasonido en conjunto con la solucion.

El hipoclorito de sodio es una solucion alcalina que posee un pH de
aproximadamente 11,6; es importante conservar esta alcalinidad. Spano y
Cols.* observaron que al disminuir el pH del hipoclorito de sodio de 11,6 a9,
con el consecuente cambio en el equilibrio quimico con la formacion de &cido
hipocloroso, disminuy6 la velocidad de disolucion de tejidos en un rango

importante.

Un factor importante a considerar relacionado con la utilizacion del hipoclorito
de sodio es que con el paso del tiempo se pierde la concentracién de cloro
dependiendo del tipo de almacenamiento. Pécora y Cols. encontraron que la
solucién pierde un 4,6% de cloro cuando se almacena a temperatura ambiente
durante 60 dias y conforme aumenta el tiempo de almacenamiento también

aumenta la pérdida de cloro.

14 Spano Ibid pag 154-157
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El hipoclorito de sodio ha sido definido por la Asociacion Americana de
Endodoncistas como un liquido claro, palido, verde-amarillento,
extremadamente alcalino y con fuerte olor clorino, que presenta una accion
disolvente sobre el tejido necrético y restos organicos y ademas es un potente

agente antimicrobiano.®®

2.2.2 Factores que afectan las propiedades del Hipoclorito de Sodio

Tanto la temperatura, la concentracion del hipoclorito de sodio, la luz, el aire, el
tiempo y tipo de almacenamiento y el grado de pureza afectan la eficacia de la

solucién

Efectos de la temperatura

Al aplicar calor a una solucién se aumenta la energia cinética de las moléculas,
las cuales contactaran mas rapido y produciran la desintegracion de las

superficies que contacten en un tiempo menor.

El aumento de la temperatura tiene un efecto positivo sobre la accion
disolvente del NaOCI. Temperaturas de 35,5°C aumentan el poder solvente
sobre tejidos necréticos y en tejidos frescos se obtiene el mayor efecto a

60°C. 1°

15 Glossary: American Association of Endodontics. Contemporary terminology for Endodontics. 7th ed.
Chicago, 2003

16 Buck, R.A., Eleazer, PD. Effectiveness of three endodontic irrigants at various tubular depths in human
dentin. J. of Endod 2001. 27(3): 206-208.
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Cunninghan et al. demostraron que el NaOCI al 5,25% y 2,6% eran igual de
eficaces a una temperatura de 37°C. Sin embargo, a temperatura ambiente
(21°C), la solucion al 2,6% resultaba menos eficaz. El calentamiento de la
solucion aumenta su efecto bactericida, pero se debe tener precaucion al
calentarlo a 37°C, ya que se mantiene estable por no mas de 4 horas antes de

degradarse, por lo que no se recomienda recalentar la solucion.

Gambarini refiere que se ha comprobado que al aumentar la temperatura se
mejora el desbridamiento, las propiedades bactericidas y disolutorias y que este
aumento no afecta la estabilidad quimica de la solucion, aunque recomienda
cierta precaucién ya que no se sabe que dafio puede causar a los tejidos

periapicales.

Para calentarlo se pueden utilizar los calentadores de café, que mantienen una
temperatura de 37°C, se coloca agua y posteriormente las jeringas con el

hipoclorito de sodio.

Dilucion

Algunos clinicos diluyen el NaOCI al 5,25% para reducir el olor o reducir el
potencial de toxicidad a los tejidos periradiculares. La dilucion del NaOCI al
5,25% disminuye significativamente la propiedad antimicrobiana, la propiedad
de disolucién del tejido y la propiedad de desbridamiento del sistema de

conductos.’

7 Frais, S. Gulabivala, K. Some factors affecting the concentration of avaible chlorine in commercial sources
of sodium hypochlorite. Int Endod J. 2001

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

La dilucion del NaOCI al 5,25% aumenta el tiempo de exposicion necesaria
para destruir los microorganismos. Una dilucion 1 a 1 hasta una concentracion
de 2,6% aproximadamente, triplica el tiempo de exposicion necesaria para
destruir las mismas bacterias. No se recomienda la dilucion de NaOCI. Sin
embargo, si se determina diluir el NaOCI no debe utilizarse una dilucion mayor
del 1 a 1 de la concentracion al 5,25% con agua destilada estéril, ya que esta
reduccién al 2,6% produce una solucion que es solo ligeramente mas eficaz

que el agua o solucion normal.

El NaOCIl es maés eficaz en la disolucion de tejido vital desvitalizado y fijado al

utilizarse en concentraciones de 5,25% que al 2,6, 1y 0,5%. *

Grado de pureza

Los hipocloritos de acuerdo a su pureza quimica de extraccion se clasifican de
acuerdo a su porcentaje diferencial en: menos puros de 1 a 96% los cuales
tienen mayor cantidad de contaminantes dafiinos (plomo, arsénico, mercurio,
bismuto, aluminio), entre ellos los de grado técnico (70%), industrial (60%) y
doméstico (40-50%) y mas puros de 96-100% como los de tipo pro-analisis
(99-100%) y USP(98%) los cuales tienen apenas trazas de contaminantes. Por
lo tanto, no es recomendable usar cloro casero o doméstico para irrigar durante

el tratamiento de conductos radiculares.

18 Garcia,G., Olivo, Ra., Ochoa, Ca. Complicaciones con el hipoclorito de sodio (NaOCL) al entrar en
contacto con los tejidos periradiculares. Univers Odont. 2001. 21(45):26-29.
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El Clorox tiene 60% de pureza y se incluye entre los hipocloritos de uso
industrial y es el recomendado para la terapia endoddntica; los otros tienen una
pureza de 40-50%, por lo cual se incluyen entre los hipocloritos de uso

doméstico, éstos ultimos no son muy recomendables. °

Aire, luz, tiempo y tipo de almacenamiento

Debido a que el hipoclorito de sodio es degradado por la luz, el aire, los
metales y los contaminantes organicos, se cree que la pérdida de estabilidad

quimica de la solucién es un factor que puede alterar sus propiedades.

Todas las soluciones muestran degradacion con el tiempo y ésta es mas rapida
en soluciones que contienen cloro al 5% cuando son almacenadas a

temperaturas de 24°C que cuando se almacenan a 4°C.

Por otra parte, el contenido de cloro de las soluciones tiende a disminuir
después que los envases se han abierto, por lo que se recomienda el uso de

soluciones frescas o recientes.?°

Nicoletti et al refieren que la estabilidad quimica se altera en presencia de luz,
ausencia de tapa y el tiempo en que la solucion ha sido almacenada; igualmente
refieren que los envases mas recomendados son los de ambar, seguidos de los
de pléstico opaco verde y blanco, donde este udltimo ofrecié la menor

proteccion.?!

19 Mérida Mérida H, Diaz M. Estudio con microscopio electrénico de barrido de la accion desinfectante de
diez diferentes irrigantes sobre los conductos dentinarios. V Interamerican Electrén Microscopy Congress,
2000, Porlamar, Isla de Margarita 31-32.

20 Attin et al, El hipoclorito de sodio disuelve tejido necrético, no tejido vital. Int Endod J. 2002
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2.3 ENTEROCOCCUS FECAELIS

2.3.1 Caracteristica General de los Enterococcus

Los enterococos son microorganismos que forman parte de la flora normal en
la cavidad bucal y el tracto gastrointestinal y han sido reconocidos como
potenciales patdgenos humanos causando el 12% de las infecciones
nosocomiales, entre éstas se incluyen las infecciones del tracto urinario,
infecciones intra-abdominales y endocarditis infecciosa. Su naturaleza le
permite crecer y sobrevivir en medios ambientes aridos; de esta manera lo
podemos encontrar en el suelo, la comida, el agua, las plantas y los animales

como pajaros e insectos.?

Hasta mediados de 1980, los enterococos no eran considerados como un género
bacteriano separado, a pesar de sus caracteristicas particulares que lo
diferenciaban de los estreptococos. Caracteristicas como su tefiido, forma y
disposicion celular, asi como la ausencia de catalasa, lo ubicaban dentro del
Género Streptococcus. Con la clasificacion serologica de Lancefield y el
descubrimiento del antigeno del grupo D, los enterococos fueron clasificados
como estreptococos del grupo D tolerante a la sal. Sin embargo, el antigeno del
grupo D es un &cido lipoteicoico, uno de los componentes que se encuentra en
casi todas las bacterias Gram positivas, y difiere del antigeno de los

carbohidratos de la pared celular de los otros estreptococos.

22 Yolken R. Editores. Manual of Clinical Microbiology. American Society for Microbiology 2002: 207-305
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Fue en 1984 cuando los enterococos obtuvieron un género formal luego de
estudios de hibridizacion ADN-ADN o ADN-ARN demostrando mayores
diferencias en comparacién con los estreptococos; en ese momento se

introdujeron dos nuevos Géneros: Enterococcus Yy Lactococcus.?

Para que los enterococos puedan actuar como patdgenos primero deben
adherirse a los tejidos del hospedero; éstos pueden hacerlo a través de ligandos
adhesivos especificos a la matriz extracelular de los mismos. Durante el
proceso de invasion a los tejidos, los enterococos deben encontrarse en un
medio ambiente con potenciales de O6xido reduccion elevados, nutrientes
esenciales limitados, leucocitos fagociticos y otras defensas del hospedero.
Todos estos factores ayudan a que se expresen genes que favorecen el

crecimiento del microorganismo.?

Los enterococos poseen habilidades Unicas y potenciales de intercambiar
material genético entre ellos mismos y con otros microorganismos. Existen al
menos tres sistemas de conjugacion a través de los cuales los enterococos
pueden transferir naturalmente elementos genéticos. El primero, la presencia de
plasmidos que poseen informacion genética para la receptividad de las
feromonas Unicamente descritos para los enterococos. Segundo, una variedad
de plasmidos que facilmente son transferidos a baja frecuencia entre
enterococos, especies de Streptococcus, Staphylococcus aureus, especies de

Lactobacillus entre otras; y tercero, el intercambio genético conjugativo que

2 Portenier I, Waltimo T. Haapasalo M. Enterococcus Fecalis and endash; the root canal survivor and “star”
in post —treatment disease. Endod. Topics 2003;6 : 135-139
24 Jett B, Huycke M. Gilmore M. Virulence of Enterococci. Clin Microbiol Rev. 1994;7 :462-478
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ocurre entre factores que se encuentran en la membrana de numerosas bacterias

Gram negativas y Gram positivas.?®

Existen 23 especies pertenecientes al Genero Enterococcus y estas a su vez se
dividen en 5 grupos basados en su interaccion con el manitol, el sorbitol y la
arginina. Enterococcus faecalis pertenece al mismo grupo del Enterococcus
faecium, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus mundtii y Enterococcus
gallinarum. E. faecalis responde negativamente a la arabinosa y excepto por
algunas variantes atipicas, es el Unico miembro del grupo que utiliza el

piruvato y tolera el telurito. %

Por su parte, E. faecalis ha sido el microorganismo patégeno més asociado a
las infecciones endoddnticas persistentes, siendo aislado frecuentemente de la
flora microbiana mixta o0 de monocultivos. Probablemente este
microorganismo es el que mejor se adapta y tolera las condiciones ecolégicas
existentes en los conductos radiculares obturados, gracias a ciertas
caracteristicas microbioldgicas como sus factores de virulencia y su capacidad
de formar biopeliculas. Por ello, es importante profundizar en dichas
caracteristicas microbioldgicas y entender cual es el papel que desempefia cada
una de ellas en el desarrollo, crecimiento y supervivencia del mismo dentro del

sistema de conductos radiculares (SCR).

% |bidem pag 462-478
% Stuart C. Schwartz S. Beeson T, Owatz C. Enterococcus Faecalis: Its role in root canal treatment failure
and current concepts in retreatment. J Endod. 2006;32 : 93-98
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2.3.2 Caracteristicas microbiologicas del Enterococcus Faecalis

E. faecalis es un coco Gram positivo que puede aparecer solo, en pares 0 en
cadenas; éstas células pueden aparecer como coco-bacilos cuando se realiza la
tincién de Gram en muestras provenientes de placas de Agar o pueden aparecer
ovales o en cadenas cuando se realiza la tincion de Gram en muestras
provenientes de caldo de tioglicolato. Este es un microorganismo anaerobio
facultativo y su crecimiento 6ptimo ocurre a 35°C; sin embargo, también se ha
observado crecimiento entre 10 y 45°C. Todas las cepas pueden crecer en
caldos que contengan cloruro de sodio al 6,5% Yy esculina hidrolizada en
presencia de sales biliares al 40% (medio de bilis-esculina). Casi todas las
cepas de este microorganismo son homofermentativas, no producen gas, no
contienen enzimas citocrémicas y el acido lactico resulta el producto final de la

fermentacion de la glucosa. %’

Por su parte, E. faecalis posee una pared celular con antigenos del grupo D, el
cual es un &cido lipoteicoico glicerol intracelular asociado con la membrana
citoplasmatica. La pared celular estd constituida por una gran cantidad de

peptidoglicanos y acido teicoico.

Una caracteristica importante de E. faecalis es su habilidad de crecer en medios
con pH 4acido y alcalino, donde este Gltimo normalmente inhibe el crecimiento
y supervivencia de muchos otros microorganismos. Con relacion a esto,

McHugh et al.8, evaluaron el pH necesario para inhibir su crecimiento y el

27 Portenier |, Waltimo T. Haapasalo M. Op. Cit 135-139
28 Mc Hugh C, Zhang P, Michalek S, Eleazer P.Op Cit p 218-219
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experimento in vitro demostrd que se necesita un pH mayor de 11,0 para la

erradicacion de este microorganismo.

Estos autores refieren que el hidroxido de calcio como medicacion
intraconducto puede alcanzar un pH critico dentro del SCR. Sin embargo, la
ubicacion de este microorganismo dentro de los tubulos dentinarios es incierta.
Aparentemente, el pH critico mayor de 11,0, también conocido como umbral
de erradicacion no se logra en la dentina luego de la aplicacién del hidroxido
de calcio. Esto hace suponer que E. faecalis puede persistir en los tabulos

dentinarios y quizas volver a infectar el conducto radicular.?®

Nakajo et al °, en este mismo sentido, evaluaron las propiedades bioquimicas
de E. faecalis que le confieren la resistencia &cido-alcalina, comparandola con
la de Streptococcus mutans. E. faecalis mostré una acido-resistencia similar a
S. mutans y una mayor alcalino-resistencia. Estos autores sugieren que la
resistencia al pH de E. faecalis se puede atribuir a la resistencia de la
membrana citoplasmatica frente a medios acidos o alcalinos junto con el

sistema de transporte de protones vinculado al ATP.

Junto con la propiedad de sobrevivir a medios ambientes con pH &cidos o
alcalinos, E. faecalis ha demostrado también ser capaz de formar comunidades

microbianas adheridas a superficies o "biopeliculas"

Las biopeliculas pueden ser definidas como comunidades de microorganismos

adheridas a una superficie y embebidas en una matriz de polisacéridos y

2 |bidem 218-219
30 Nakajo K, et. al .Resistance to acidic and alkaline environments in the endodontic pathogen Enterococcus
faecalis. Oral Microbiol Immunol. 2006; 21: 283-8.
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proteinas formando una capa viscosa. La matriz representa generalmente el

85% del volumen de la biopelicula.®!

En relacion a esto, se han realizado numerosas investigaciones donde se afirma
la capacidad de E. faecalis de formar biopeliculas y asi poder sobrevivir a
ciertas medicaciones intraconducto y a diversos protocolos de irrigacion. Uno
de ellos es el trabajo realizado por George et al. ¥, quienes evaluaron la
influencia de distintas condiciones ambientales y nutricionales en las
caracteristicas de las biopeliculas formadas por E. faecalis en el SCR y su
penetracién dentro de los tubulos dentinarios. Las condiciones ambientales
estudiadas fueron medios ambientes aerobios y anaerobios ricos y pobres en

nutrientes.

Con relacion a la capacidad antibacteriana de ciertos antibidticos sobre
biopeliculas formadas por E. faecalis, Lima et al. 3 evaluaron la efectividad de
medicamentos basados en antibidticos y en clorhexidina, en la eliminacién de
estas biopeliculas. Las mismas fueron inducidas en filtros de membranas de
nitrato celuloso con 1 dia o 3 dias de formacion y quedaron embebidas por los

medicamentos durante un dia a 37°C.

Los medicamentos utilizados en este estudio se probaron en forma de gel y
fueron los siguientes: (1) gluconato de clorhexidina al 2% con natrozole al 2%
en agua destilada, (2) gluconato de clorhexidina al 2%, sulfato sddico dietilen-

glicol al 1,25% y natrozole al 2% en agua destilada, (3) clindamicina al 2% con

31 Portenier I, Waltimo T. Haapasalo M. Op. Cit 135-139

%2 George S, Kishen A, Song K. The Role of Environmental Changes on Monospecies Biofilm Formation on
Root Canal Wall by Enterococcus faecalis. J Endod. 2005; 31: 867-72.

3 Lima K, Fava L, Siqueira J. Susceptibilities of Enterococcus faecalis biofilms to some antimicrobial
medications. J Endod. 2001; 27: 616-9.
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natrozole al 2% en agua destilada, (4) clindamicina al 2%, sulfato sodico
dietilen-glicol al 1,25% y natrozole al 2% en agua destilada, (5) gluconato de
clorhexidina al 2%, oxido de zinc al 15%, sulfato sodico dietilen-glicol al
1,25% y natrozole al 2% en agua destilada y (6) clindamicina al 2%,
metronidazol al 10%, sulfato sddico dietilen-glicol al 1,25% y natrozole al 2%

en agua destilada.

En sus resultados pudieron observar que la asociacion entre la clindamicina y
el metronidazol redujo significativamente el numero de células en la
biopelicula formada en un dia y, con relacién a todos los medicamentos
probados, aquellos que contenian clorhexidina al 2% fueron los Unicos capaces
de reducir en gran cantidad el numero de células bacterianas de E. faecalis en

ambas biopeliculas.®*

Estos autores sefialan que la clorhexidina es una molécula catidnica que ejerce
su efecto antibacterial interrumpiendo la integridad de la membrana
citoplasmatica bacteriana, causando filtracion de los contenidos intracelulares.
En altas concentraciones, la precipitacion del citoplasma bacteriano ocurre
como resultado de la interaccién entre la clorhexidina y las entidades
fosfatadas, como adenosin trifosfato y los acidos nucleicos. De alli que los
medicamentos que contienen clorhexidina sean capaces de eliminar casi la

totalidad de microorganismos presentes en las biopeliculas.®®

Existen tres hipotesis que pueden explicar la resistencia de estas biopeliculas a

los antibidticos. La primera hipotesis se refiere a la reduccion o baja

3% Lima K, Fava L, Siqueira J. Op Cit pag 616-619
% Lima K, Fava L, Siqueira J. Op Citp 616-619
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penetracion del medicamento a través de la misma; la segunda se basa en los
posibles cambios en el medio ambiente quimico de la biopelicula y la tercera
todavia estd en discusion, pero sugiere que las sub-poblaciones de bacterias

dentro de la biopelicula adquieren capacidad fenotipica diferente.

2.3.3. Incidencia de Enterococcus Faecalis en las infecciones endodonticas

Una gran cantidad de estudios e investigaciones indican que las enfermedades
perirradiculares son desdrdenes de tipo infeccioso. La lista de microorganismos
involucrados en las enfermedades perirradiculares aumenta dia a dia, y tiene el
potencial de aumentar mas en los proximos afos gracias a los avances de los
métodos moleculares en cuanto a identificacion y deteccion de

microorganismos.

Sundqvist y Figdor 3 sefialan que un microorganismo patégeno endodéntico
estd definido como aquel capaz de inducir destruccion de tejidos en la
periodontitis apical. Los dientes con periodontitis apical se caracterizan por
presentar una infeccion polimicrobiana y, mientras algunos microorganismos
especificos desempefian diferentes funciones o dominan los distintos estadios
de la infeccidn, no existe evidencia de que existan otros que no se encuentren

involucrados en la patogénesis de la periodontitis apical.

En esencia, una infeccién endoddntica no es méas que la infeccion del SCR del
diente, siendo ésta el agente etiolégico primario de las diferentes formas de

enfermedades inflamatorias perirradiculares. Luego que se ha establecido la

% Sundqvist G, Figdor D. Life as an endodontic pathogen. Ecological differences between the untreated and
root-filled root canals. Endod Topics. 2003; 6: 3-28.
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infeccion endoddntica, estos microorganismos entran en contacto directo con
los tejidos perirradiculares a través del foramen apical o foraminas accesorias,

ocasionando dafio a estos tejidos y a la vez suscitando cambios inflamatorios.
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3.- ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS.-

3.1 Titulo: Evaluacion de la Actividad Antibacteriana in vitro de los Extractos de
Caesalpinia spinosa “tara” y Eucalyptus sp. “eucalipto”, 2002
Autores : Liu H., Lengua, L., Leon, G., La Torre, C., Huapaya, J., Chauca,J.
Fuente: Revista Horizonte Médico
Resumen:
Se hicieron estudios de actividad antibacteriana in vitro de los extractos de las
vainas y semillas de C. spinosa utilizando cepas Gram positivas (Staphylococcus
aureus y Bacillus subtilis) y Gram negativas (Escherichia coli, Klebselia sp. y
Shigella flexneri) mediante técnica de difusion en disco. Los extractos fueron
preparados usando como solvente alcohol-acetona (1:1). Se observé actividad
inhibitoria sobre cepas Gram positivas para el extracto de la vaina de tara méas no
para el de la semilla. No se determino la concentracion minima inhibitoria
Anélisis de Enfoque:
Este estudio nos da referencia que debemos tomar el extracto de la vaina de la tara
por que tiene actividad antimicrobiana en gram positivos, siendo el Enterococcus

faecalis clasificado como un coco gran positivo

3.2 Titulo: Antibacterial Screening of Some Peruvian Medicinal Plants Used in
Calleria District. 2005
Autores: Kloucek, P., Polezny, Z., Svobodova, B., Vlkova, E., Kokoska, L.
Fuente: Journal of Etthnopharmacology

Resumen:
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En otro estudio se hizo el ensayo antimicrobiano sobre extractos etanolicos al 80%
de nueve plantas obtenidos por maceracion durante 5 dias, una de las muestras
ensayadas fue la C. spinosa (vainas); se utilizaron cinco cepas Gram positivas y tres
Gram negativas usando el método de microdiluciéon del caldo de cultivo (broth
microdilution). Los resultados son poco relevantes para la muestra mencionada a
excepcion del ensayo contra Enterococcus faecalis en el que se observo una CIM
de 0,5 mg/ml, mientras que para Bacillus cereus fue de 8, y de 16 para Bacillus
subtilis Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Bacteroides fragilis
Analisis de enfoque:

Este estudio confirma los resultados de la anterior investigacion en la cual se
observa la actividad antimicrobiana de la caesalpina espinosa tanto en gram
positivos como en gram negativos, esto quiere decir que también podria producir
accion antimicrobiana contra las cepas de enterococcus faecalis usado como

irrigante en tratamiento endoddntico

3.3 Titulo: Tratamiento de la Gingivitis Marginal Crdnica con Pasta Dental de
Caesalpinia spinosa “tara” en Nifios de 8 a 10 Afios. USMP. Lima, 2004.
Autor: Infantes A, Yanet
Fuente: Biblioteca Central de la Universidad San Martin de Porres
Resumen:
Otra experimento se orientd a determinar el efecto antiinflamatorio de una pasta
dental conteniendo tara en el tratamiento de la gingivitis marginal crénica, al
término del cual todos los 64 nifios al cual se le aplico esta pasta dental desaparece

el sangrado gingival al noveno dia, el enrojecimiento y el edema gingival
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desaparece al doceavo dia y la presencia de puntillado al dia 15, contra lo que

ocurre al aplicarse una pasta dental placebo.

Analisis de enfoque:
Este estudio nos da referencia que la caesalpinia espinosa posee también efectos

antiinflamatorios que podrian ser beneficiosos en el tratamiento de conductos

3.4 Titulo: Efecto Antimicrobiano de la Caesalpinia spinosa (tara) y Tetraciclina
frente al Bacillus Actino Mycetemcomitans. USMP. Lima, 2003.
Autor: Garrido V, Heiddy.
Fuente: Biblioteca Central de la Universidad San Martin de Porres
Resumen:
Una comparacion de la actividad antimicrobiana in vitro de la tetraciclina vy la tara
frente al microorganismo Actinobacillus actinomycetemcomitans mostrd una mayor
eficacia de esta ultima, al desarrollar mayores halos de inhibicion al crecimiento
bacteriano.
Anélisis de enfoque:
Este estudio nos da referencia que la caesalpina espinosa tiene mayor efecto
antimicrobiano que la tetraciclina que es un antibi6tico de amplio espectro, por lo

tanto podria dar buenos resultados en la obtencion del halo inhibitorio microbiano.
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3.5 Titulo: Susceptibilities of Two Enterococcus faecalis Phenotypes to Root Canal
Medications.
Autor:  Abdullah M, Gulabilava K, Moles D, Spratt D.

Fuente: Journal Endodontic. 2005

Resumen:

Se realizd la comparacion de la accion antimicrobiana del NaOCL al 3% en
fenotipos diferentes de E. Faecalis, como son una pelicula y una suspension
planktonica. Cada una de las muestras fue expuestas en periodos de 1, 2, 4, 8, 15,
30 y 60 minutos. Los resultados sefalan que el NaOCL fue capaz de lograr una
reduccién bacteriana al 100% cuando estuvo en contacto por 1 min en suspension y

2 min en biopelicula.

Anélisis de Enfoque

Este estudio nos da referencia que el NaOCL tiene efecto antimicrobiano sobre el
E. Faecalis, ademas de darnos una pauta de periodos de evaluacion de irrigantes

endodonticos usualmente usados.

3.6 Titulo: In vitro antimicrobial activity of several concentrations of sodium
hypochlorite and chlorhexidine gluconate in the elimination of Enterococcus
faecalis.

Autor: Gomes B, Ferraz C, Vianna M, Berber V, Teixeira F, Souza-Filho F.

Fuente: Int Endod J. 2001; 34: 424-428
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Resumen

Se realizd la evaluacion de la efectividad antimicrobiana del NaOCL en
concentraciones de 0.5, 1, 2.5, 4 y 5.25% sobre E. Fecaelis. El resultado del estudio
indico que la erradicacion total de microorganismos fue inversamente proporcional
a la concentracion del mismo. Asi el NaOCL al 5.25% erradico en 15-30 segundos

de contacto y a una concentracion de 0.5% tard6 30 min.

Analisis de Enfoque

Este estudio nos da referencia en cuanto a la concentracion ideal de NaOCL para

eliminar con rapidez el E. Faecalis.

3.7 Titulo: Remocion de Enterococcus Faecalis después de preparacion rotatoria en
irrigacion con hipoclorito de sodio al 5% y gluconato de clorhexidina al 2%

con/sin EDTA al 1.7%

Autor: Espinel Pinzon Mercy, Garcia Romero Diana, Olarte Collazos Adriana

Fuente: Univ. Odontol. 2009 Ene- Jun

Resumen

Se realizd el estudio sobre 30 premolares que fueron infectados por la cepa,
colocandoles 4 combinaciones de NaOCL y EDTA. Los resultados obtenidos
fueron que ninguna de las sustancias irrigadoras solas 0 combinadas con el quelante

lograron la remocion completamente del E. Faecalis
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Analisis de Enfoque

Este estudio nos da referencia que la Cepa del E. Faecalis puede ser resistente al

Hipoclorito de Sodio. A pesar que en otros estudios, demuestra el gran poder

antimicrobiano del NaOCL.
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4.- OBJETIVOS

1. Medir el efecto de la caesalpinia espinosa al 60% en el halo inhibitorio del
Enterococcus Faecalis.

2. Evaluar el efecto del hipoclorito de sodio al 5.25% en el halo inhibitorio del
Enterococcus Faecalis.

3. Determinar si el efecto de la caesalpinia espinosa al 60% en el halo inhibitorio del
enterococcus faecalis sera mayor que el efecto el hipoclorito de sodio al 5.25% en

el halo inhibitorio de enterococcus faecalis.

5.-HIPOTESIS

Dado que la Caesalpinia Espinosa es una leguminosa de porte arbustivo de la familia
de las Fabaceae en cuya composicion fitoquimica se encuentra los taninos y
flavonoides los cuales tienen la capacidad de penetrar la membrana celular bacteriana

con facilidad y precipitar proteinas protoplasmaticas:

Es probable que la solucion de Caesalpinia Espinosa al 60% que posee dichos taninos

y flavonoides, tenga un mayor efecto que el Hipoclorito de Sodio al 5.25% en el halo

inhibitorio de Enterococcus Faecalis.
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111 PLANEAMIENTO OPERACIONAL

1. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION

1.1 Técnica

Se utilizara la técnica de observacion microbioldgica experimental para recoger

informacidn de la variable respuesta conforme al siguiente esquema

VARIABLE EN TECNICA
ESTUDIO
Halo inhibitorio Observacioén

Microbiologica

Descripcion de la Técnica

a. Obtencion del extracto de Caesalpinia Espinosa

Las vainas secas fueron recolectadas y se procedié a separar las semillas de las
vainas, posteriormente se molio las vainas obteniéndose un polvo fino, el cual se
mezcld con alcohol de 96 grados en recipientes color caramelo, por 14 dias, durante
los cuales se procedera a agitar por un lapso de 30 segundos diarios para

homogenizar la solucion.
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Se procedera a filtrar la solucién con papel filtro de paso lento para luego colocar la
solucion obtenida en bafio maria para vaporizar el alcohol. Posteriormente se

colocara la sustancia obtenida en un recipiente adecuado para su conservacion.

b. Reactivacion de la cepa bacteriana

El medio infusion Cerebro Corazon (BHI) se utilizara para la reactivacion de los
Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

La cepa fue reactivada incubandola en medio infusion Cerebro Corazén (BHI) por
24horas a 37°C, después de este procedimiento, la concentracion celular sera

medida por medio de espectrofotometria segun la escala de 0,5 de Mc Farland

c. Preparacion de los medios de cultivo

El medio de cultivo Agar Cerebro Corazon (BHA) sera preparado segun las
instrucciones del fabricante, se esterilizara y pondra en bafio maria hasta su uso, se
procedera a verter la concentracion bacteriana de Cepa de Enterococcus Faecalis
en el Agar Cerebro Corazon, para luego repartir el medio en las 16 placas petri
previamente esterilizadas a razon de un espesor de 4 mm. por placa dentro de la
camara de seguridad bioldgica, siguiendo los parametros de bioseguridad

Se dejara solidificar a temperatura de medio ambiente por 15 minutos, se rotulara

las placas en la parte posterior con el nombre de la sustancia a investigar.

d. Inoculacion de Principio Activo
Una vez que el agar solidifique se procedera a colocar sensidiscos de 5 mm en tres
puntos separados en la placa petri, con 30 microlitros con la sustancias a comparar,

a razébn de 24 muestras para Grupo Experimental: Caesalpinia Espinosa y 24
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muestras para el Grupo Control: Hipoclorito de Sodio al 5.25%. Posteriormente se

rotulara las placas y las almacenara en la camara de anaerobiosis a 37 °C por 24

horas para proceder a tomar medidas

Disefo

Disefio Factorial de Grupos

Diagramacion Operativa

GRUPO | MUESTRA | PRETEST [ESTIMULO POSTEST
24Hrs 48Hrs 72Hrs
GE1 1-24 | - X1 O1 02 03
GCO 1-24 | -ee- X2 o1 02 03

1.2 Instrumentos

a. Instrumento documental:

Se utilizara un instrumento, una ficha de observacion experimental del halo

inhibitorio a las 24, 48 y 72 horas
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Estructura del Instrumento

VARIABLE INDICADORES SUB INDICADORES ITEM
Halo Diametro del halo 24Hrs (1.1)
Inhibitorio Inhibitorio (mm) 48Hrs (1.2)

72Hrs (1.3)

b. Instrumentos mecanicos:
Se utilizara:
Micropipeta automatica
Autoclave
Mechero Bunsent
Cocina Eléctrica
Matrazes de 250 ml (4)
Placas Petri
Esterilizadora de Aire Seco
Estufa para bafio Maria
Probeta de 100 ml
Balanza electronica (mg)
Tubos de ensayo de 13x100 con tapa
Tripode
Malla de asbesto
Gradilla

Camara de anaerobiosis
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Frigider
Fiola de 10cc
Perforador

Camara Digital

c. Materiales:
Agar Cerebro Corazén (BHA)
Infusion Cerebro Corazon (BHI)
Guantes
Barbijos
Tara en polvo
Alcohol 96%
Algoddn
Gasa
Papel craft
Jeringas de 10cc
Hipoclorito de Sodio al 5.25%
Papel toalla
Campos descartables estériles
Papel filtro de paso lento
Bolsas de deshechos bioldgicos
Pafios absorbentes
Cinta Masking Tape

Hilo grueso
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2. CAMPO DE VERIFICACION

2.1 Ubicacion espacial.-
La investigacion se realiz6 en el &ambito general de Arequipa urbana. La obtencién
del extracto de Tara se realizé en el ambito especifico de los Laboratorios de la
Universidad Catolica de Santa Maria, asi como los cultivos de Enterococcus

Faecalis, junto con la evaluacion microbioldgica.

2.2 Ubicacion temporal.-
Cronologia: 2012
Vision Temporal: Actual

Corte Temporal: Longitudinal

2.3 Unidades de Estudio.-
Se tomaré la opciéon Grupos
Porque se trata de una investigacion experimental que tiene la intencion de
contrastar diferencia en las unidades de estudio.
a) ldentificacion de los grupos
Los Grupos seran distribuidos en las placa petri, en razén a 24 muestras para cada
uno de los grupos; Grupo experimental: Caesalpinia Espinosa al 60%, grupo

control: Hipoclorito de Sodio al 5.25%
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b) Criterios para igualar grupos
b.1 Igualacion cualitativa
e Criterios Incluyentes
Cepa de Enterococcus Faecalis
e Criterios Excluyentes
Cepa contaminada de Enterococcus Faecalis
b.2 Asignacién de Unidades de Estudio
Se realizara una siembra en cada placa petri
Se aplicaré el muestreo PROBABILISTICO, PARA ENSAYOS

CLINICOS, al 95% de confianza.

PRUEBA DE HIPOTESIS

Hipdtesis Nula: Es probable que la solucion de Caesalpinia Espinosa al 60%
no posea efecto antimicrobiano mayor que el Hipoclorito de Sodio al 5.25%
Hipdtesis Alternativa: Es probable que la solucion de Caesalpinia Espinosa
al 60% posea efecto antimicrobiano mayor que el Hipoclorito de Sodio al

5.25%

Se determind, el tamafio minimo muestral para un ensayo clinico, mediante

la siguiente férmula:
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Determinacion de las muestras. Estudio experimental

comparativo de variable cuantitativa de

_[(Za—Zp)5)
n=2 yl—uZ]

_,[@96- (—0.84)2.45]°
n= 10— 12

n = 24 muestras por grupo

DONDE:

Za = 1.96 constante de confiabilidad. 95% confiabilidad.

Zf = —0.84 constante para la potencia del estudio. 80% potencia.
6 = 1.75 desviacion estandar del grupo control ( antecedentes)
ul = 10 mm halo grupo control .

u2 = 12 mm halo grupo experimental.

24 muestras para Grupo Experimental (Caesalpinia Espinosa)

24 muestras para Control (Hipoclorito de Sodio)
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3. ESTRATEGIA DE RECOLECCION

3.1 Organizacion.-

Antes de realizar la toma de datos necesitamos:

e Autorizacion del Coordinador de los laboratorios de andlisis clinico

e Obtener la cepa Enterococcus Faecalis por medio del laboratorio Genlab
e Coordinar con el docente de microbiologia

e Prueba Piloto

3.2 Recursos.-

3.2.1. Recursos Humanos.-
Investigador: Mg. Vanessa Bornaz Arenas
Colaborador: Dr. Gustavo Obando Pereda
3.2.2. Recursos fisicos.-
La recoleccion de la informacion se llevara a cabo en el ambiente e

infraestructura de los laboratorios de Microbiologia de la UCSM

3.2.3. Recursos financieros.-

Autofinanciado por la investigadora
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4. CRITERIO PARA EL MANEJO DE RESULTADOS

4.1 A Nivel de Sistematizacion.-
Se realiz6 una matriz de Sistematizacion de registro y control de datos, al cual se le
dio una codificacion numérica mediante etiquetas. Se realizo el recuento de los
datos mediante matrices de conteo. El Tipo de sistematizacion es informatizado
con paquete estadistico STATTA y programa de hoja de calculo EXCEL. Se realiz6

cuadros de numericos de triple entrada para la tabulacion y se realiz6 la graficacion

respectiva.
4.2 Plan de analisis de datos.-

a. Tipo de anlisis

Para la determinaciéon de la normalidad de los Datos se utiliza las pruebas

estadisticas de Kolmogorov- Smirnov Shapiro- Wilk

Por la naturaleza del estudio es cuantitativo, cuyo tratamiento estadistico se
presenta a continuacion:

T STUDENT
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Variable Indicadores | Caracter Especifico | Escala de | Técnica de | Técnica de

Investigativa Medicion Estadistica Estadistica
Descriptiva Inferencial

Halo Medidas de | Kolmogorov-

Inhibitorio Diametro Tendencia Central | Smirnov

de del  Halo | Cuantitativo De razén Medidas de | Shapiro- Wilk

Enterococcus | Inhibitorio Dispersion T Student

Faecalis

4.3 A nivel de conclusiones.-

Se plantearan conclusiones respondiendo a las interrogantes basicas, mediante la

ejecucion de los objetivos.

4.4 A nivel de Recomendaciones.-

De acuerdo a los resultados, se realizaran recomendaciones, a Ministerios de Salud,

a las Facultades de Odontologia entre otros para el uso de esta sustancia natural.
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IV CRONOGRAMA DE TRABAJO

TIEMPO AGOSTO SETIEMBRE |OCTUBRE |NOVIEMBRE |DICIEMBRE
ACCIONES 1(2|3 (4112 (3|4 |12 |3 (41 |2 3 |4]|1 |2

REVISION XX
BIBLIOGRAFICA
ASESORIA X
METODOLOGICA
PRESENTAR X
PROTOCOLO
OBSERVACIONES X | X

RECOLECCION DE XX | X[ X|X]|X
DATOS
PROCESAMIENTO DE X X
LOS DATOS
ESTRUCTURACION DE X | X
LOS RESULTADQOS
REDACCION X | X
INFORME FINAL
SUSTENTACION X
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ANEXO N° 2
MODELO DE INSTRUMENTO
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INSTRUMENTO: FICHA DE OBSERVACION DE HALO INHIBITORIO

PRETEST POSTEST
GRUPO Nro HALO INHIBITORIO (mm)
24Hrs 48Hrs 72Hrs
1 |
2 |
3 |
4 |
5 |
6 |
CEPA T E——
ENTEROCOCCUS B
FAECALIS T
CON CAESALPINIA
ESPINOSA AL 60% 57—
= =
N,
14 RWN=F
gT—
% |
17 | Vp———
BE [ -
Y =
D=1 EE-
iy LE
77—
23 |
Y —
1 |-
AV L]
3 | N
4 |
5 |
6 | o
CEPA T E—
ENTEROCOCCUS B
FAECALIS T
CON TV A—
HIPOCLORITO DE — 7
SODIO AL 5.25% I R—
13|
[/ R—
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15 |
6 |
7|
18 |
9 |
20 |
21 |
2 |
23 |
7R —
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ANEXO N° 3
SECUENCIA FOTOGRAFICA
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Tara en vainas sin semillas

Tara Mezclada con Alcohol de 96°
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Filtrado de Tara con papel filtro paso lento

Vaporizacion del Alcohol
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Extracto de Tara
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REPOSITORIO DE

Caldo Cerebro Corazén (BHI)

Preparacion del Caldo Cerebro Corazon
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Cepa Latente Enterococcus Faecalis

Camara de Anaerobiosis
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Caldo de Cultivo a 1as 24 Hrs

Espectrofotometro
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REPOSITORIO DE

Espectrofotometria

Agar Agar

Agar y Agua Destilada
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Preparacion Del Agar

Homogenizacion Del Agar

Esterilizacion Del Agar
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Plaqueado

Preparacion de Sensidiscos con Hipoclorito de Sodio
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Rotulado
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Hipoclorito de Sodio 72 horas
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Toma de medidas Caesalpinia Espinosa

Medida Caesalpinia Espinosa 72 horas
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ANEXO N° 4
CALCULOS ESTADISTICOS
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COMPROBACION DE LA NORMALIDAD DE LAS MUESTRAS DEL GRUPO

EXPERIMENTAL CAESALPINIA ESPINOSA

Test de Normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico df Sig. |Estadistico df Sig.
dial 0,124 24| 0,200" 0,974 24 0,776
dia2 0,140 24| 0,200" 0,953 24 0,310]
dia3 0,127 24| 0,200" 0,962 24 0,486

a. Correccion de la significancia del método Lilliefors
*, This is a lower bound of the true significance

TEST DE NORMALIDAD CAESALPINIA ESPINOSA DIA 1

Normal Q-Q Plot of dia1

2

Expected Normal
i

Observed Value
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TEST DE NORMALIDAD CAESALPINIA ESPINOSA DIA 2

Normal Q-Q Plot of dia2

Expected Normal

T T T T T
4 5 6 7 8

Observed Value

TEST DE NORMALIDAD CAESALPINIA ESPINOSA DIA 3

Normal Q-Q Plot of dia3

Expected Normal

-3

T T T T T
4 5 6 7 8

Observed Value
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COMPROBACION DE LA NORMALIDAD DE LAS MUESTRAS DEL GRUPO

CONTROL HIPOCLORITO DE SODIO

Test de Normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic Df Sig. Statistic df Sig.
dial | 0,151 24 0,167 0,958 24 0,393
dia2 | 0,170 24 0,070 0,921 24 0,060
dia3 | 0,153 24 0,152 0,942 24 0,185

a. Lilliefors Significance Correction

TEST DE NORMALIDAD HIPOCLORITO DE SODIO DIA 1

Normal Q-Q Plot of dia1

Expected Normal

-3

T T T T T T T
1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Observed Value
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TEST DE NORMALIDAD HIPOCLORITO DE SODIO DIA 2

Normal Q-Q Plot of dia2

Expected Normal

-1

T
15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 45
Observed Value

TEST DE NORMALIDAD HIPOCLORITO DE SODIO DIA 3

Normal Q-Q Plot of dia3

4

Expected Normal
(?

T
1 2 3 4 5

Observed Value

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




