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RESUMEN

Enterococcus faecalis es considerada una cepa con
gran capacidad de adaptacion y tolerancia a las
condiciones de un medio adverso, siendo dificil su
erradicacion en una endodoncia. Objetivo: Estudiar
el efecto antimicrobiano del extracto de Piper
aungustifolium, mas conocida en nuestro medio
como matico sobre la cepa Enterococcus faecalis.
Material y Métodos: Se realizo una siembra de la
cepa ATCC 29212 (Enterococcus faecalis) en placas
con Agar Cerebro Corazoén BHI, luego se coloco en
las superficies de sensidiscos de 5 mm de diametro
embebidos con las soluciones del matico, y se hizo 3
pozos de 5 mm de diametro por 6 mm de profundidad,
utilizandose una puntera descartable de 1 ml,
previamente tratada y esterilizada para colocar el
hidréxido de calcio como grupo control y Piper
aungustifolium como grupo experimental. Para cada
grupo se utilizaron 24 muestras; luego se incubaron a
37°C, alas 24, 48, 72 horas y 7 dias, registrandose el
diametro de los halos. Resultados: Los promedios de
lamedida del halo inhibitorio de Piper aungustifolum
(matico) fueron menores que la del hidroxido de
calcio. Se aplico posteriormente T de Student (p <
0,05), dando como resultado diferencia
estadisticamente significativa entre los datos
obtenidos para las tomas a las 24, 72 y 7 dias,
exceptuando aquellas a las 48 horas donde no hubo
diferencia entre ambas sustancias. Conclusiones: La
Piper aungustifolum, demostrd tener efecto
antibacteriano frente al Enferococcus faecalis, sus
medidas fueron variadas y progresivas a través de
tiempo.

Palabras Clave: Antimicrobiano, Enterococcus
faecalis, fracaso endododntico, hidroxido de calcio,
Piper aungustifolum.
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ABSTRACT

Enterococcus faecalis is considered a strain with
great adaptability and tolerance to the conditions of
an adverse environment, being difficult its
eradication in a root canal. Objective: To study the
antimicrobial effect of the extract of Piper
aungustifolium, better known in our environment as
matico on the Enterococcus faecalis strain.
Material and Methods: A sowing of the strain
ATCC 29212 (Enterococcus faecalis) was carried
out on plates with Brain Heart infusion BHI Agar,
then 5 mm diameter sensidisks embedded in the
matico solutions were placed on the surfaces, and 3
wells were made of 5 mm diameter by 6 mm deep,
using a 1 ml disposable pipette cap, previously
treated and sterilized to place calcium hydroxide as
a control group and Piper aungustifolium as an
experimental group. For each group, 24 samples
were used; then they were incubated at 370 C, at 24,
48, 72 hours and 7 days, registering the diameter of
the halos. Results: The averages of the
measurement of the inhibitory halo of Piper
aungustifolum (matico) were lower than that of
calcium hydroxide. Student's T was subsequently
applied (p < 0.05), resulting in statistically
significant difference between the data obtained for
the samples at 24, 72 and 7 days, except those at 48
hours where there was no difference between the
two substances. Conclusions: Piper
aungustifolum, proved to have an antibacterial
effect against Enterococcus faecalis, its measures
were varied and progressive over time.

Keywords: Antimicrobial, Enterococcus faecalis,
endodontic failure, calcium hydroxide, Piper
aungustifolum.

Revista Médica Basadrina, Vol. 13, 02 (2019)
ISSN 2077-0014 Versién impresa

ISSN 2617-6068 Version electronica
DOI:




Bornaz-Acosta JG, Inofuentes Z, Tito D, Bornaz V

Introduccion

Una de las enfermedades mas comunes que
afecta la salud bucal es la caries dental y si llega afectar
los tejidos pulpares debera llevarse a cabo una
endodoncia como la terapia mas adecuada, la cual
consiste en la remocion del tejido pulpar para reparar el
dafio, utilizando un medicamento especifico (1, 2).

La finalidad de utilizar un medicamento
intraconducto es principalmente contribuir con la
eliminacién de los microorganismos residuales y sus
toxinas, luego de la preparacion biomecanica. Sin
embargo, el tratamiento del conducto radicular es
acompafiado de caracteristicas clinicas relacionadas de
manera indirecta con el proceso fisiopatoldgico de la
afeccion del tejido pulpar, y por los procedimientos
terapéuticos que pueden alterar el objetivo de la
endodoncia (3, 4).

Enterococcus faecalis es una bacteria en
forma de coco dispuesta en cadenas o pares, Gram
positiva, anaerobia facultativa, inmdvil y no esporulada
que, en aflos recientes, ha atraido la atencion de diversos
investigadores porque ha sido identificada como una
causa frecuente de infeccion del sistema de conductos
radiculares en dientes con fracaso en el tratamiento
endodontico (3,5,6).

La medicina natural ha demostrado tener
multiples beneficios que las sustancias sintéticas
producidas en laboratorio. La Piper aungustifolium es
una planta oriunda de América del Sur, conocida con el
nombre de “matico” perteneciente a la familia de las
Piperdceas originaria del Peru. Fue clasificada por el
botéanico, recolector, médico y farmacéutico aleman
David Heinrich Hoppe (1760-1846) (6,7). Sus poderes
antimicrobianos han sido reconocidos por la medicina
tradicional por trabajos preliminares utilizando
extractos etanolicos y/o aceites esenciales de Piper
aungustifolium sobre diferentes cepas como
Escherichia coli, Stafiloccocus aureus, Porphyromona
gingivalis incluido, Enterococcus faecalis (8,9,10).

Es importante que se sigan realizando
investigaciones para determinar el efecto
antimicrobiano de sustancias de origen natural para
utilizarlas en el tratamiento de patologias bacterianas
especialmente a nivel bucal, y sean una alternativa mas
en el mercado frente a productos tradicionales
artificiales, las que tendrian una ventaja por generar
menores efectos secundarios adversos. Estos
antecedentes nos han motivado a llevar a cabo la
siguiente investigacidbn que tiene como objetivo
estudiar el efecto antimicrobiano “in vitro” del extracto
etanolico al 40 % de Piper aungustifolium sobre el
cultivo de Enterococcus faecali comparado con el
hidréxido de calcio. Los resultados obtenidos traeran

beneficios directos a los pacientes sometidos a una
endodoncia por tratarse de un producto natural.

Material y métodos

El Presente trabajo de investigacion fue de
naturaleza longitudinal, prospectiva, experimental y
comparativa

Diseifio: Factorial de Grupos.

Identificaciéon de los grupos: Los grupos fueron
distribuidos en 16 placas petri, 24 muestras para cada
uno de los grupos. Los cuales fueron:

—  Grupo experimental: Piper aungustifolium,
—  Grupo control: hidréxido de calcio.
Criterios Incluyentes: Cepa Enterococcus faecalis.

Criterios Excluyentes: Cepa contaminada de
Enterococcus faecalis.

Descripcion de la Técnica: Se utilizo como materiales:
1) la cepa ATCC 29212 (Enterococcus faecalis), 2) un
extracto etandlico al 40 % de Piper aungustifolium, para
el desarrollo del grupo experimental, obtenido de un
macerado de hojas de matico en alcohol al 96 % durante
ocho dias y diluido con agua hasta obtener el porcentaje
indicado (10); y una pasta de hidréxido de calcio para el
grupo control.

La cepa se reactivo de sus culturas originales
en 250 ml de infusion caldo cerebro — corazén BHI,
luego serealizé la siembra en agar cerebro corazén BHI.
Las cepas de Enterococcus faecalis fueron diluidas para
su concentracion final de 1 x 106 cels/ml para los 500
ml. Se dividié la placa en 3 partes para colocar
sensidiscos embebidos con las soluciones del matico, y
se hizo 3 pozos de 5 mm de didmetro por 6 mm de
profundidad, utilizandose una puntera descartable de 1
ml, previamente tratada y esterilizada para colocar el
hidroxido de calcio, las placas fueron rotuladas y
almacenadas en la camara de anaerobiosis y se
incubaron por un lapso 7 dias durante los cuales se tomo
medidas alas 24, 48,72y 7 dias.

Resultados

El halo inhibitorio del Enterococcus faecalis
por la Piper augustifolium (matico), a las 24 horas
(Tabla 1), alcanzo6 un diametro de 9,03 mm, oscilando
entre 8,50 mm y 9,75 mm; a las 48 horas un valor
promedio de 9,35 mm, oscilando entre 8,75 mm y
9,75mm; a las 72 horas el valor promedio fue de 9,77
mm, oscilando entre 9,25 mmy 10.25 mm; y finalmente
a los 7 dias, el halo obtuvo un valor promedio de 9,89
mm, oscilando entre 9,50 mmy 10,25 mm.

Existen diferencias significativas entre las
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medias de los halos de inhibicion obtenidas a través del
tiempo, lo que demuestra que existen cambios en el
comportamiento del halo por la Piper aungustifolium

(matico), dado que el efecto aumenta conforme pasa el
tiempo.

Tabla 1. Comportamiento del halo inhibitorio del Enterococcus faecalis por la piper aungustifolium (matico)

Halo (mm.)

Medicion Media Desviacion Minimo Maéximo
Estandar
24 horas 9,03 0,38 8,50 9,75
48 horas 9,35 0,31 8,75 9,75
72 horas 9,77 0,31 9,25 10,25
7 dias 9,89 0,27 9,50 10,25

Fuente: matriz de datos. (p <0,05) ns.

El halo inhibitorio del Enterococcus faecalis
por el hidroxido de calcio, a las 24 horas (Tabla 2),
alcanzd un diametro de 9,73 mm, oscilando entre 9,25
mmy 10,25 mm; a las 48 horas el halo obtuvo un valor
promedio de 9,62 mm, oscilando entre 9,25 mmy 10,00
mm; a las 72 horas el valor promedio observado del halo
fue de 9,58 mm, oscilando entre 9,25 mmy 10,00 mm; y
finalmente, a los 7 dias el halo obtuvo un valor

promedio de 9,65 mm, oscilando entre 9,50 mm'y 10,00
mm.

Estadisticamente, no existen diferencias
significativas entre las medias de los halos de inhibicion
obtenidas a través del tiempo, lo que demuestra que no
existen cambios en el comportamiento del halo por el
hidréxido de calcio.

Tabla 2. Comportamiento del halo inhibitorio del Enterococcus faecalis por el hidroxido de calcio

Medicion Media Desvyiaci(')n Minimo Maximo
Estandar
24 horas 9,73 0,33 9,25 10,25
48 horas 9,62 0,25 9,25 10,00
72 horas 9,58 0,22 9,25 10,00
7 dias 9,65 0,17 9,50 10,00
Fuente: Matriz de datos. P=0,135

Tabla 3. Comparacion a las 24 horas del halo de inhibicion del Enterococcus faecalis entre la Piper
aungustifolium (matico) y el hidroxido de calcio

24 horas Piper aungustifolium Hidroxido de calcio
Media 9,03 9,73
Desviacion estandar 0,38 0,33
Minimo 8,50 9,25
Maximo 9,75 10,25
Total 24 24
Fuente: matriz de datos. P =0,000
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A las 48 horas se aprecia que, para la Piper
aungustifolium (Tabla4), el halo obtuvo un promedio de
9,35 mm, oscilando entre 8,75 mmy 9,75 mm; mientras
que para el hidréxido de calcio el promedio llegd a un
valor de 9,62 mm, oscilando entre 9,25 mmy 10,00 mm.

Segtin estadistica, las diferencias entre ambos grupos no
son significativas, por lo tanto los grupos son iguales,
deduciéndose que el hidroxido de calcio y la Piper
aungustifolium son igual de efectivos a las 48 horas.

Tabla 4. Comparacion a las 48 horas del halo de inhibicion del enterococcus faecalis entre la piper

aungustifolium (matico) y el hidroxido de calcio

Halo (mm.)
48 horas

Media
Desviacion estandar
Minimo
Maximo
Total

Fuente: matriz de datos

La comparacién, a las 72 horas (Tabla 5). Se
obtuvo un promedio de 9,77 mm para el matico,
oscilando entre 9,25 mmy 10,25 mm; mientras que para
el hidréxido de calcio el promedio llego a un valor de
9,58 mm, oscilando entre 9,25 mm y 10,00 mm. Segin

Grupo de estudio

Piper Hidroxido de
aungustifolium calcio

9,35 9,62

0,31 0,25

8,75 9,25

9,75 10,00

24 24
p=0,054

la prueba estadistica, las diferencias entre ambos grupos
son significativas, por lo tanto, los grupos son
diferentes, deduciéndose que la Piper aungustifolium
(matico) es mas efectivo que el hidréxido de calcio a las
72 horas.

Tabla 5. Comparacion del halo de inhibicion del enterococcus faecalis a las 72 horas entre la piper

aungustifolium (matico) y el hidréxido de calcio

72 horas Piper aungustifolium)  Hidrdéxido de calcio
Media 9,77 9,58
Desviacion estandar 0,31 0,22
Minimo 9,25 9,25
Maximo 10,25 10,00
Total 24 24
Fuente: matriz de datos P=0,022

Comparacion a los 7 dias (Tabla 6). El halo
obtuvo un promedio de 9,89 mm para la Piper
aungustifolium, oscilando entre 9,50 mm y 10,25 mm;
mientras que el promedio lleg6 a un valor de 9,65 mm
para el Hidroxido de calcio, oscilando entre 9,50 mm y

10,00 mm. Segun la Prueba Estadistica, las diferencias
entre ambos grupos son significativas, por lo tanto, los
grupos son diferentes, deduciéndose que la Piper
aungustifolium (matico) es mejor que el hidroxido de
calcioalos 7 dias.

Tabla 6. Comparacion del halo de inhibicion del Enterococcus faecalis a los 7 dias entre la Piper

aungustifolium (matico) y el hidroxido de calcio

7 dias

Desviacion estandar
Minimo
Maximo
Total
Fuente: Matriz de datos.

Pip e Hidroxido de calcio
aungustifolium
9, 9,
0,27 0,17
9,50 9,50
10,25 10,00
24 24

p=0,001
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Discusion

El tratamiento endodoéntico tiene como
finalidad eliminar las bacterias de los conductos
infectados y prevenir la reinfeccion. La preparacion
biomecanica reduce la microbiota en los conductos
radiculares infectados; no obstante, debido a la
complejidad anatémica del sistema de conductos; las
bacterias, los residuos orgdnicos e inorganicos, no
pueden ser completamente eliminadas y a menudo
persisten en su interior (11). Por otro lado se destaca
que, la eliminacién de microorganismos del sistema de
conductos radiculares es determinante para el éxito
completo de la terapia endoddntica, particularmente en
los casos de dientes con pulpa necrdtica y lesion
periapical (12).

Enelafio 2003, Pappen ef al. (13) demostraron
in vitro que la instrumentacion mecénica por si sola no
es capaz de tornar estéril el sistema de conductos
radiculares, reduciendo la infeccidn bacteriana en
apenas 50 %, reforzando la necesidad del uso de una
solucion irrigadora con accidén antimicrobiana. En la
mayoria de casos, si no se utiliza un medicamento
intraconducto el porcentaje de éxito disminuye
significativamente (14).

En los ultimos afios, la fitoterapia viene siendo
utilizada cada vez mas en medicina para prevenir y
tratar algunas infecciones, incluidas las recurrentes en
las endodoncias. Trabajos previos al nuestro han
demostrado que extractos y/o aceites esenciales de
algunos vegetales presentaron efecto antimicrobiano
sobre sepas causantes de infecciones en el hombre. Asi,
en 1991, Rengifo y Roncal (15) encontraron que
extractos acuoso de Piper angustifolium “matico”
presentd efecto antibacteriano sobre Stafilococcus
aureus, Stafilococcus piogenes, Neisseria gonorrhoeae
y Pseudomonas aueruginosa.

En 1997, Claros et al., (16) utilizando el
método de sensidiscos, encontraron que el extracto de
Piper angustifolium presentd un efecto inhibitorio
marcado sobre cepas de Helicobacter pylori(16).

En el 2009, Matute (10) evalud el efecto
antimicrobiano del extracto etandlico de Piper
angustifolium en comparacion con la clorhexidina al
0,12 % sobre cepas de Streptococcus mutans y
Lactobacilos Casei in Vitro. Los resultados obtenidos
mostraron un mayor halo de inhibicién sobre el
Streptococos mutans a las 24 y 48 horas con el extracto
etanolico del matico sobre estas dos sepas Gram
positivas anaerobias facultativas.

En el presente trabajo se tomd como
medicamento control al hidréxido de calcio porque el
uso de este antibidtico se ha visto incrementado en los
ultimos afios por sus propiedades bactericidas con
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elevado pH, por su capacidad de disolucion en tejidos y
porque su consistencia de pasta restringe fisicamente la
formacion de colonias bacterianas en el espacio del
conducto (17,18); ademas, porque su actividad
antimicrobiana estd relacionada con la liberacion de
iones hidroxilos en un ambiente acuoso. Los iones
hidroxilos son radicales libres altamente oxidantes que
muestran reactividad extrema, reaccionando con
diversas biomoléculas generando dafio en las bacterias
como Enterococcus faecalis (19, 20).

En el afio 2000, Solak y Oztan evaluaron el pH
de las combinaciones de hidréxido de calcio con agua
destilada, que contenian dos soluciones anestésicas o
solucion fisioldgica; demostrando que los cuatro
vehiculos con base acuosa mostraron cambios similares
de pH entre 11 y 12, lo cual limita la proliferacién de
microrganismos (21, 22). Ademas, toda preparacion
acuosa de hidroxido de calcio puede mantener
potencialmente su pH alto por largo tiempo en el
conducto radicular (23).

Finalmente, esta comprobado que el hidroxido
de calcio presenta mejores efectos antibacterianos que
el extracto acuoso de propdleo y que el
paramonoclorofenol alcanforado. Esta comparacion
establecio que, en funcion al tiempo de observacion la
mejor accion del alcali, comparado con los otros
principios activos (24); razon por la cual se eligié como
antibidtico control al hidréxido de calcio en la presente
investigacion.

Los resultados de este trabajo demostraron que
el extracto etanolico al 40 % de Piper angustifolium
(matico), comparado con el hidroxido de calcio como
antibidtico control, presentd un mayor efecto
inhibitorio sobre el crecimiento y desarrollo de
Enterococcus faecalis, especialmente, a los 7 dias de
incubacion, mejorando su efecto inhibitorio conforme
transcurre el tiempo a partir de las 72 horas.

Nuestros resultados son compatibles con los
obtenidos por Matute (10) que en su trabajo de tesis
encontré un mayor halo inhibitorio con extracto
etandlico de Piper angustifolium al 50 % sobre el
crecimiento y desarrollo de Streptococcus mutans,
bacteria que es la responsable principal de las caries
dentales comparado con el efecto de la cicloheximida al
2 %, que se utilizd como antobiotico control. Asi
mismo, es también compatible con los resultados de
Rengifo (15), en 1996, trabajando con extractos acuosos
de Piper angustifolium sobre diferentes cepas de
bacterias.

La actividad imhibitoria del extracto de Piper
angustifolium en el presente trabajo podria deberse a la
presencia de compuestos fenoliticos y triterpenoides
como metabolitos secundarios, los que serian
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responsables de su actividad farmacologica, también
porque sus hojas y ramas contienen, acido artanico,
resinas, sustancias amargas (maticina), taninos,
alcaloides, saponinas, flavonoides triterpenoides
determinados en estudios fotoquimicos. Ademas,
porque la presencia de taninos contribuirian a la
actividad cicatrizante; los flavonoides, a propiedades
tanto antioxidantes como protectoras de la membrana
celular, y la actividad antibacteriana, a las
dihidrochalconas presentes en Piper Aungustifolium
(25).

Finalmente, los resultados obtenidos en el
presente estudio estan en concordancia con los estudios
previos realizados con esta especie vegetal, los cuales
mostraron una diferencia estadisticamente significativa
en la formacién del halo inhibitorio, estableciendo que
el extracto al 40 % de Piper Aungustifoliun resultd ser
mas eficaz sobre la inhibicidon de Enterococuus faecalis
que, el eficiente medicamento intraconducto, hidréxido
de calcio durante las 72 horas hasta los 7 dias de
incubacion.

Conclusiones

- El extracto etandlico al 40 % de Piper
Aungustifolum (matico) presenté un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento y desarrollo de
Enterococcus faecalis, el cual va incrementando a
partir de las 72 horas hasta el 7 mo dia de
incubacién comparado con el hidréxido de calcio.

- No existen diferencias significativas entre las
medias de los halos de inhibicion sobre el cultivo de
Enterococcus faecalis obtenidas a través del
tiempo con hidroéxido de calcio, lo cual demuestra

que no se generan cambios en el efecto del
hidroxido de calcio conforme transcurre el tiempo.

- A las 24 horas, se presentaron diferencias

significativas entre el extracto al 40 % de Piper
angustifolium y el hidroxido de calcio sobre el
crecimiento y desarrollo del cultivo in vitro de
Enterococcus faecalis con diferencia a favor del
hidroxido; a las 48 horas no se presentaron
diferencias significativas; en cambio, a las 72 horas
hasta los siete dias, se presentaron diferencias
significativas a favor del extracto de Piper
angustifolium.

Recomendaciones

- Se sugiere realizar un estudio in vivo donde se

establezca la eficacia de la Piper Aungustifolium
(matico) como medicamento intraconducto en
piezas con retratamiento endodontico y necrosis
pulpar.

- Se recomienda comprobar la eficacia de la

Piper Aungustifolium (matico) como solucidon
irrigante en retratamientos endodonticos y pulpas
necroticas.

- Se sugiere realizar una investigacion que

compruebe la eficacia de la Piper Aungustifolium
(matico) como agente antibacteriano sobre
bacterias anaerobias Gram negativas resistentes en
tratamientos pulpares.

- Finalmente, se recomienda establecer la

eficacia de la Piper Aungustifolium (matico) como
antibacteriano, utilizando otros procedimientos
para su obtencidén y en comparacién con
medicamentos usados en odontologia.
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