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Resumen: Objetivo: Determinar iz vitro el efecto antibacteriano de un cemento
endoddntico experimental a base de diferentes compuestos naturales (menta, muiia,
tintura de propéleo y propéleo Jalk) frente a Enterococcus faecalis.

Materiales y métodos: El efecto antibacteriano se determind frente a la cepa de E.
faecalis (ATCC 2982), utilizando el método de difusién en disco. En placas de Petri
con agar cerebro-corazén (BHA), se diseminé la cepa y se colocaron los cuatro
compuestos naturales en discos de papel Whatman a incubar por un periodo de 24
horas bajo condiciones anaerdbicas. Los didmetros de los halos de inhibicién fueron
medidos con un vernier digital. Los datos obtenidos fueron examinados
estadisticamente mediante el andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba post-hoc de
Tukey.

Resultados: El compuesto de muna arrojé el mayor halo de inhibicién (5,975 +
0,050 mm), seguido de la menta, el propdleo Jalk y la tintura de propéleo, en ese
orden. El cemento endodéntico control fue el que presenté mayor halo de
inhibicién (18,050 + 0,451 mm), seguido del cemento con menta (16,498 * 0,460
mm).

Conclusiones: El compuesto de muia presenté la mayor actividad antibacteriana
frente a E. facecalis, mientras que la menor actividad la obtuvo la tintura de propéleo.
Por su parte, los cementos endoddnticos experimentales con compuestos naturales
disminuyeron la actividad antibacteriana con respecto al cemento puro.

Palabras clave: endodoncia, menta, propdleo, Enterococcus faecalis.
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Abstract: Objective: To determine iz vitro the antibacterial effect of an
experimental endodontic cement based on different natural compounds (mint,
muia, propolis tincture, and Jalk propolis): against Enterococcus faecalis.

Materials and methods: The antibacterial effect was determined against the E.
faecalis strain (ATCC 2982), using the disk diffusion method. In Petri dishes with
brain heart agar (BHA), the strain was disseminated, and the four natural
compounds were placed on Whatman paper disks to incubate for 24 hours under
anaerobic conditions. The diameters of the inhibition halos were measured with a
digital vernier caliper. The data obtained were statistically examined using analysis
of variance (ANOVA) and Tukey's post-hoc test.

Results: The mu7ia compound showed the greatest inhibition halo (5.975 + 0.050
mm), followed by mint, Jalk propolis, and propolis tincture, in that order. The
control endodontic cement showed the greatest inhibition halo (18.050 + 0.451
mm), followed by the mint-containing cement (16.498 + 0.460 mm).

Conclusions: The muia compound presented the highest antibacterial activity
against E. faecalis, while propolis tincture had the lowest antibacterial activity. On
the other hand, experimental endodontic cement with natural compounds
decreased the antibacterial activity concerning pure cement.

Keywords: endodontics, mint, propolis, Enterococcus faecalis.

Resumo: Objetivo: Determinar iz vitro o efeito antibacteriano de um cimento
endoddntico experimental com base em diferentes compostos naturais (hortela-
pimenta, mufia, tintura de prépolis e prépolis Jalk) contra Enterococcus faecalis.
Materiais e métodos: O efeito antibacteriano foi determinado contra a cepa E.
faecalis (ATCC 2982), usando o método de difusio em disco. Em placas de Petri
com dgar cérebro-coragio (BHA), a cepa foi espalhada e os quatro compostos
naturais foram colocados em discos de papel Whatman para incubagio por um
periodo de 24 horas em condigoes anaerdbicas. Os didmetros dos halos de inibigao
foram medidos com um vernier digital. Os dados obtidos foram examinados
estatisticamente pela andlise de variincia (ANOVA) e teste post-hoc de Tukey.
Resultados: O composto de mufia apresentou o maior halo de inibi¢ao (5,975 +
0,050 mm), seguido pela hortela-pimenta, prépolis Jalk e tintura de prépolis, nessa
ordem. O cimento endodéntico de controle apresentou o maior halo de inibigao
(18,050 + 0,451 mm), seguido pelo cimento com hortela-pimenta (16,498 + 0,460
mm).

Conclusoes: O composto de mufia apresentou a maior atividade antibacteriana
contra E. faecalis, enquanto a tintura de prépolis apresentou a menor atividade
antibacteriana. Por outro lado, os cimentos endoddnticos experimentais com
compostos naturais diminuiram a atividade antibacteriana em comparagio com o
cimento puro.

Palavras-chave: endodontia, hortela-pimenta, prépolis, Enterococcus faecalis.
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INTRODUCCION

El procedimiento de preparacién del canal radicular se inicia con la
apertura, preparaciéon biomecanica, desinfeccion, secado y obturacién,
donde se utilizan materiales como cementos o selladores (1, 2). Los
materiales de obturacion radicular deben «ser biocompatibles, no
reabsorbibles, impermeables a la disolucién de los fluidos tisulares,
incluir sellado hermético y buena manipulacién» (3). La obturacién
radicular con materiales adecuados aumenta la efectividad del
tratamiento al reducir las microfiltraciones y elimina las bacterias
residuales en el canal radicular, mejorando asi la prognosis del diente
tratado (4). El éxito de un material obturador estd estrechamente
ligado a su capacidad para lograr un sellado hermético de los espacios
del canal radicular, que depende de sus propiedades fisico-quimicas
(5).

Actualmente, se sigue en la busqueda del material éptimo que
provea de multiples propiedades favorables a la obturacién y destaque
entre los ya existentes. En la literatura, se ha visto que algunos
compuestos, como la clorhexidina en gel, tienen un alto nivel de
desinfeccién frente a E. faecalis, seguido del propéleo (6). Por otro
lado, el propéleo, la morinda al 2 %, el yodo povidona y el hidréxido
de calcio, evaluados a profundidades de 200 um y 400 pum, han
demostrado tener actividad antibacteriana frente a E. faecalis,
presentando halos de inhibicién luego de ser evaluados a los 21 dias
(7). Otro estudio compard el sellado apical iz vitro de un cemento a
base de aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufia) y 6xido de zinc
con cemento tipo Grossman (8), el cual obtuvo niveles de sellado
apical aceptables. Asimismo, se comparé la adicién de la Melaleuca
(té) en las propiedades fisico-quimicas del cemento de éxido de zinc y
cugenol y un cemento biocerdmico (9), que demostré no alterar
ninguna de dichas propiedades evaluadas. Finalmente, un estudio in
vitro demostrd que la menta presenta actividad antibacteriana frente a
Streptococcus mutansy Streptococcus pyogenes (10).

En este contexto, la literatura muestra una serie de compuestos
naturales con posible actividad antibacteriana. Por tal motivo, el
presente estudio busca determinar iz vitro el efecto antibacteriano de
un cemento endoddntico experimental a base de diferentes
compuestos naturales (menta, muna, tintura de propéleo y propdleo

Jalk) frente a cepas de E. faecalis.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio de tipo experimental iz vitro. Los compuestos
naturales a evaluar fueron los siguientes: mufia EOP (Aceites
Esenciales del Perd SAC, Lima, Pertt), menta Ekala (Es Aromaterapia
EIRL, Lima, Pert), propéleo Jalk (Distribuidora Jalk EIRL, Lima,
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Pertt) y tintura de propdleo (Magistral Pharma, Baurt, Brasil). La
muestra se consiguié mediante el método de Kirby-Bauer modificado
(donde se incluyen dos pruebas como minimo del elemento a
emplear, adicionando un control positivo y un control negativo), con
la incorporacién de dos repeticiones adicionales para aumentar la
fiabilidad de los resultados. La seleccién de los grupos se basé en la
revision exhaustiva de la literatura cientifica, que destacé su potencial
como posibles agentes antibacterianos.

Para la preparacién de los cementos experimentales se utilizé la
metodologia basada en el cemento endodéntico comercial Polifil (11,
12). Se mezclé 8 mg de L-iditol, 22 mg de 6xido de zinc, 60 mg de
carbonato de calcio y 18 pL de aceite de ricino (Sigma-Aldrich,
Missouri, EE. UU.), durante 20 segundos, hasta formar una pasta
base. Se agregd a esta 30 pL de cada compuesto natural; y, finalmente,
se agregd 0,04 mL de difenil metano y 0,01 mL de disocianato de
isoforona (Sigma-Aldrich, Missouri, EE. UU.), durante 20 segundos
mds, hasta obtener la viscosidad éptima de trabajo. Asimismo, se
prepard un cemento experimental sin compuesto natural como grupo
control.

Preparacién de medio de cultivo bacteriano y método de difusion
en disco

Para medir el efecto antibacteriano se utilizé el método de difusién
en disco (técnica de Kirby- Bauer modificada). Se preparé un caldo de
cultivo de infusién cerebro-corazén (BHI) diluyendo 4 g en 100 mL
de agua destilada, y se agit6 de forma circular por 20 segundos. Esta
dilucién se dividié en 16 tubos de ensayo de 6 mL cada uno, para ser
esterilizados a 125 °C en autoclave. La activacién de la cepa de E.
Jaecalis (ATCC 2982) se realizé descongeldndola durante 1 hora a 4
°C, para luego extraer 1 mL de la misma y agregarla a cada tubo de
BHLI, con el fin de dejarla cultivar por 24 horas hasta alcanzar la escala
de McFarland a 0,5. Por otra parte, 22,5 g de agar cerebro-corazén
(BHA) se diluy6 en 400 mL de agua destilada para ser repartido en 40
placas de Petri estériles de 10 mL cada una, y se dejé estar a
temperatura ambiente con el fin de que el agar gelifique.

Evaluacién del halo de inhibicién

Se tomé cada placa de Petri con el agar gelificado y se aplicé la cepa
de E. faecalis cultivada mediante la técnica de hisopado hasta cubrir
toda su superficie. Se extrajeron 0,8 pL de cada compuesto natural y se
colocaron sobre discos de papel Whatman, que luego fueron puestos
sobre la superficie de las placas inoculadas con cuatro repeticiones,
cada uno de estos procesos incluyé un control positivo (clorhexidina
al 2 %) y un control negativo (cloruro de sodio al 9 %o). Estas fueron
incubadas bajo condiciones anaerdbicas en wuna camara de
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anaerobiosis (4rea controlada a 37 °C por 24 horasy a 1 atmésfera). El
efecto antibacteriano se observé luego de 24 horas de la inoculacién
de las placas para poder distinguir claramente el halo de inhibicién
dejado por cada compuesto natural. Los didmetros obtenidos fueron
evaluados con un vernier (Bel-Art Products, Warminster, EE. UU.).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de los ensayos de inhibicién antibacteriana,
tanto de los compuestos naturales como de los cementos
experimentales, fueron procesados con el software SPSS v. 26 (IBM
Company, New York, EE. UU.) mediante andlisis estadisticos
descriptivos (media y desviacién estindar) e inferenciales. Se llevé a
cabo la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para verificar la
distribucién de los datos. Luego se aplicé la prueba de ANOVA, la
cual reveld una significancia estadistica de p < 0,001. Finalmente, la
prueba post-hoc de Tukey indicé diferencias significativas entre los
grupos con un nivel de significancia de p < 0,05.

RESULTADOS

Los resultados del anilisis estadistico descriptivo arrojaron los
valores medios y su desviacién estindar de los halos de inhibicion de
los compuestos naturales frente a E. faecalis. Con el test de ANOVA
se determind que existen diferencias significativas en los grupos de
estudio con un valor p < 0.001. El test post-hoc de Tukey permitié
encontrar las diferencias entre los grupos, donde el compuesto de
mufia arrojé el mayor halo de inhibicién (5,975 + 0,050 mm),
seguido de la menta (4,450 + 0,129 mm) y el propéleo Jalk (4,250 +
0,129 mm), y por tltimo la tintura de propdleo (2,200 + 0,071 mm)
con la menor actividad antibacteriana (tabla 1). Las diferencias
significativas (p < 0,05) se indican mediante indices en la figura 1.

Tabla 1
Halos de inhibicién (media y desviacién estdndar) de los compuestos naturales frente a E. faecalis.
Compuesto natural Media DE Sig.*
Menta 4,450 0,129
Muna 5,975 0,050 p < 0,001
Prop¢leo Jalk 4250 0,129
Tintura de propdleo 2,200 0,071

* Significancia segtin el test de ANOVA. DE: desviacién estindar.
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Figura 1

Grafica caja-bigote de halo de inhibicién de los compuestos naturales frente a E. faecalis. Las letras
distintas (a, by ¢) indican diferencias estadisticamente significativas segtin la prueba de Tukey al
nivel p < 0,05.

Una vez afnadidos los compuestos naturales al cemento
endodéntico experimental, los resultados de halo de inhibicién
mostraron algunas variaciones respecto a su contraparte pura. El test
de ANOVA determiné que existen diferencias significativas entre los
cementos experimentales con un valor p < 0.001. El test post-hoc de
Tukey arrojé diferencias entre todos los grupos, excepto entre los
cementos experimentales con muna (14,475 + 0,419 mm) y tintura
(14,350 + 0,351 mm). El cemento endodéntico control fue el que
presentd mayor halo de inhibicién (18,050 + 0,451 mm), seguido del
cemento con menta (16,498 + 0,460 mm). El cemento experimental
con propdleo presenté el menor halo de inhibicién (6,075 + 0,650
mm) (tabla 2). Las diferencias significativas (p < 0,05) se indican
mediante indices en la figura 2.
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Tabla 2
Halos de inhibicién (media y desviacién estandar) de los cementos endodénticos experimentales frente a E.
faecalis.
Cemento experimental Media DE Sig.*
Cemento + menta 16,498 0,460
Cemento + mufa 14,475 0,419
Cemento + prop6leo Jalk 6,075 0,650 p < 0,001
Cemento + tintura 14,350 0,351
Cemento 18,050 0,451

* Significancia segun el test de ANOVA. DE: desviacién estindar.

T T T
20 i
| =
T 1|
g 16 b b
-0
K3
2 12 |
E
o ]
o
o
- 8 C 7
: —
4 .
T ' T J
© >0 . h)
\\\’_\\ ) \\\\\\ 00 e oA \\X\\\ \\C\\X\
Q \\\.f . 3 \‘\\ \ .»-\\ C'C\
O e o~ O
o\ et O ae®
Ce - o0 o
Ce
Figura 2

Grafica caja-bigote de halo de inhibicién de los cementos experimentales frente a E. faecalis. Las
letras distintas (a, b y ¢) indican diferencias estadisticamente significativas segtin la prueba de Tukey
al nivel p < 0,05.

DISCUSION

La cepa de E. Faecalis estéd presente en un 44 % de los procesos
infecciosos y lesiones apicales, y se encontré en mayor proporcion (60
%) en los dientes con fracasos endoddnticos (13, 14). Con base en
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ello, se decidié realizar las pruebas de sensibilidad antibacteriana a los
compuestos naturales y luego incorporarlos a un cemento
endodéntico experimental, como lo investigé en 2021 Kitagawa et al.
(15), y aplicarles la misma prueba con el E. Faecalis (ATCC 2982).

Diversos autores determinaron, mediante investigaciones similares,
el efecto antibacteriano de los productos naturales encontrados en
este estudio: mufa 6,0 mm, valor similar al encontrado por Cecchini
et al. (16), en 2021; menta 4,5 mm, valor superior a al hallado por
Barros et al. (11), en 2015, quienes obtuvieron 1,0 mm, y similar al
determinado por Shayegh et al. (17), en 2008; propdleo Jalk 4,3 mm y
tintura de propdleo 2,2 mm, comparables ambos con los resultados de
Vasudeva et al. (6), en 2017, quienes emplearon el propéleo en gel.
Con respecto a otros valores similares, se debe considerar que los
productos naturales pueden sufrir variaciones en su composicion
debido al clima, la altura, el tipo de riego, ¢ incluso de una planta a
otra, por eso es importante estandarizarlas.

Estudios anteriores sobre la prueba de sensibilidad antibacteriana
de un cemento endoddntico en el que se incorporé algun elemento
dieron como resultado un rango entre 9 mm a 18,42 mm (18-20). El
cemento endoddntico control present6 el mayor halo de inhibicién,
seguido de los incorporados con menta, muna, tintura de propéleo y
propoleo Jalk, en ese orden. Con ello, se determiné la propiedad
antibacteriana de todos los incorporados dentro del cemento
endoddntico (21, 22).

Con respecto al cemento experimental con propéleo, este presentd
el menor halo de inhibicién; sin embargo, estudios indican que los
flavonoides del propdleo alteran la membrana de la pared celular e
inhiben la motilidad bacteriana, contribuyendo asi al sinergismo con
algunos antibiéticos (23). Asimismo, también es capaz de inhibir la
sintesis de mediadores del proceso de inflamacién, como las
prostaglandinas y los leucotrienos, asi como de promover la actividad
fagocitica (24).

Con respecto al porcentaje de flavonoides por compuesto,
investigaciones indican que el promedio mayor de 4,3 % proviene del
propdleo y solo un 1,0 % se originan en la menta y mufa (25-27). La
actividad antibacteriana destacada en el cemento con menta contrasta
con estudios que refieren que el resultado proviene de la presencia de
compuestos fendlicos, dcidos fendlicos, flavonoides y de la
combinacién de cetonas y monoterpenos, como son las mentonas, la
pulegonay el mentol, principalmente (22).

Una limitacién importante del estudio fue la falta de
investigaciones adicionales con un diseno similar, lo que se debi6 en
parte a las restricciones éticas relacionadas con el uso de animales en la
investigacion, establecidas por el Comité Institucional de Ftica de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia. La falta de experiencia y
conocimiento en la aplicacién de estas metodologias en la universidad
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limita la inversién en la adquisicién de mds bacterias, lo que restringe
la profundidad de la investigacién sobre estos productos.

CONCLUSIONES

El presente estudio determiné iz vitro que los compuestos
naturales evaluados presentan actividad antibacteriana frente a E.
faecalis. El compuesto de mufa presentd el mayor halo de inhibicién,
mientras que la tintura de propéleo tuvo la menor actividad
antibacteriana. Por su parte, los cementos endodénticos
experimentales con compuestos naturales disminuyeron la actividad
antibacteriana con respecto al cemento puro, seguido del cemento
adicionado con menta, y el que contiene propéleo fue aquel que
redujo mas dicha actividad.
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