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Resumen

Introduccion: La nanotecnologia se ha convertido en un area de investigacion con
resultados prometedores para la innovacion tecnoldgica; en consecuencia, la
endodoncia puede beneficiarse de este campo de la investigacion, debido a las
diferentes propiedades quimicas y fisicas de los materiales producidos en una
escala nanométrica. La actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata (Ag-
NP) contra varias especies de microrganismos de interés endodontico ha sido
registrada en varias investigaciones. Objetivo: Evaluar la eficacia antibacteriana de
un modelo en gel de nanoparticulas de plata (Ag-NP) como medicamento contra
Enterococcus faecalis (E. faecalis) crecidas en las paredes del conducto radicular.
Metodologia: Se determind la concentracion minima inhibitoria y concentracién
minima bactericida de Ag-NP frente a E. faecalis, a partir del método de
macrodilucion. Un total de 60 dientes humanos extraidos de una sola raiz se
contaminaron con E. faecalis se trataron con hidréxido de calcio (Ca(OH)z2) Ultracal
XS® (control positivo), gel de Ag-NP a una concentraciéon de 300 ppm, gel de Ag-
Np 500ppm y agua estéril (como control negativo). Las muestras se obtuvieron por
succion con micropipeta y limas tipo K a las 24 y 168 horas posteriores de la
medicacion del conducto radicular y se determiné el numero de unidades
formadoras de colonias (UFC). Resultados: Las Ag-NP presentaron accion
antimicrobiana frente a E. faecalis in vitro, con valores de concentracion minima
inhibitoria y concentracion minima bactericida de 300 ppm y 900 ppm,
respectivamente. Al ser utilizadas como medicacién intraconducto en un modelo in
vitro, su efecto antimicrobiano a 300 ppm y 500 ppm fue equivalente a la accion de
Ultracal XS®. Conclusion: Este estudio resaltd la ventaja potencial de una

alternativa de medicacion intraconducto en el area endodédntica.

Palabras Claves: Nanoparticulas de plata, E.faecalis, biofilm, hidréxido de calcio,

endodoncia.
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Abstract

Introduction: Nanotechnology has become a research area with promising results
for technological innovation; consequently, endodontics can benefit from this field of
research, due to the different chemical and physical properties of the materials
produced in a nanometric scale. The antibacterial activity of silver nanoparticles (Ag-
Np) against several species of microorganisms of endodontic interest has been
recorded in several investigations. Aim: To evaluate the antibacterial efficacy of a
silver nanoparticles (Ag-NP) gel model as a drug against Enterococcus faecalis (E.
faecalis) grown on the walls of the root canal. Methodology: The minimum inhibitory
concentration and minimal bactericidal concentration of Ag-NP against E. faecalis
was determined from the dilution method. A total of 60 human teeth extracted from
a single root were contaminated with E. faecalis and treated with calcium hydroxide
(Ca(OH)z2) Ultracal XS® (positive control), Ag-NP gel at a concentration of 300 ppm,
Ag-Np 500ppm gel and sterile water (as negative control). The samples were
obtained by suction with micropipette and files type K at 24 and 168 hours after root
canal medication and the number of colony forming units (CFU) was determined.
Results: Ag-NP presented antimicrobial action against E. faecalis in vitro, with
values of minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration
of 300 ppm and 900 ppm, respectively. When used as root canal medication in an in
vitro model, its antimicrobial effect at 300 ppm and 500 ppm was equivalent to the
action of Ultracal XS®. Conclusion: This study highlighted the potential advantage

of an alternative root canal medication in the endodontic area.
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1. INTRODUCCION

Actualmente investigaciones a nivel mundial indican que la tasa de éxito del
tratamiento endoddntico oscila de 86-98% (V. Sin embargo, existe una diversidad
de factores que pueden influir en el resultado final, por tal razén, no ha habido un
consenso en la literatura sobre una definicion consistente de criterios de "éxito" de

tratamiento endoddntico. Del mismo modo, "fracaso" tiene definiciones variables.

En la investigacion de Kakehashi et al. ) emplearon ratas libres de bacterias y ratas
convencionales (con bacterias) en las cuales expusieron cavidad pulpar en algunos
dientes. En este estudio, las ratas comian teniendo la pulpa expuesta, después de
un periodo prolongado, en las ratas libres de gérmenes no se produjo necrosis,
incluso hubo formacién de puentes dentinarios en algunos casos. Por el contrario,
todas las ratas convencionales desarrollaron necrosis pulpar y periodontitis apical.
Este estudio concluyé que las bacterias y sus subproductos son un factor importante

en la iniciaciéon, propagacion y persistencia de la enfermedad pulpar y periapical.

Es importante la eliminacién de microorganismos alojados dentro del sistema de
conductos radiculares infectados para un pronéstico del tratamiento de conductos
favorable. La mayoria de los microorganismos y la pulpa necrética se eliminan por
procedimientos de rutina tales como la limpieza quimico-mecanica del espacio

pulpar G4),

Se denomina medicamento intraconducto a cualquier agente quimico sellador
dentro del sistema de conductos radiculares utilizado entre citas como calmante y
agente antibacteriano ©). El hidréxido de calcio se considera el medicamento
intraconducto mas utilizado ya que se piensa que el efecto bactericida de este se
debe a que genera un pH de 9.5-12, en el que la mayoria de los microorganismos
pueden ser eliminados ya que pocos pueden resistir a un nivel pH de 11 ©7),

A pesar de la gran diversidad de medicamentos intraconducto que se han empleado
para mejorar la eliminacion bacteriana aun existen limitaciones que han impedido

que este objetivo se alcance eficazmente como se muestra en la tabla 1 ®),
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Tablal: Limitaciones de las estrategias actuales de tratamiento antimicrobiano

tépico o sistémico para el manejo de enfermedades infecciosas.

1. Factores a. Cepas mutantes e MRSA

microbianos resistentes a e Enterococcus resistentes a la
antibiéticos. vancomicina
b. Mecanismos de e Intercambio de material
resistencia antibiotica. genético.

e Deficiencia de conductos de
porina especificos.

e Promocion del eflujo activo
de medicamentos.

e Engrosamiento de la capa de
peptidoglicano de la pared

externa.
c. Estructuray e Variacion en la pared externa
organizacién de en diferentes clases de bacterias
microbios y hongos

e Formacion de biofilms.

o La existencia de protozoos en
etapa de alimentacion trofica de
la etapa quistica en reposo

2. Mal uso de e Prescripcion excesiva o
antibiéticos inapropiada.
e No completar la prescripcion
del tratamiento.
e Uso generalizado de
antibiéticos en alimentos para el
ganado

Tomado de: Kishen A, Shrestha A. (2015).

Las Ag-NP han tenido diversas aplicaciones debido a sus efectos antibacterianos y
antiinflamatorios. Las Ag-NP que tienen un intervalo de tamafos de 10-100 nm
presentan un fuerte potencial bactericida contra Gram-positivos y Gram-negativas
(910.11) Se ha demostrado que las Ag-NP fueron eficaces en la eliminaciéon de E.

faecalis el principal mircroorganismo asociado a tratamientos de endodoncia fallidos
(12).
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El objetivo de esta investigacion es evaluar el efecto antibacteriano de un modelo
de medicamento en gel con nanoparticulas de plata como medicamento contra

Enterococcus faecalis presentes en las paredes del conducto radicular.
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2. ANTECEDENTES GENERALES
2.1Pronédstico del tratamiento endodéntico

Friedman et. al. ("3 presentaron una grafica cronologica de varios reportes de
autores donde senalan las tasas de éxito en el tratamiento de endodoncia, en la

figura 1 se presentan los diferentes estudios.

Sin embargo, para evaluar el resultado de cualquier enfermedad, se debe hacer
mencion del término “prondstico” que lo podemos definir como la prediccion de
evolucion probable de recuperacion para cualquier enfermedad considerando la evaluacion
del caso, y es una consecuencia de las decisiones a tomar por el clinico para un tratamiento
(4 Investigadores y asociaciones de especialistas en endodoncia han tratado de unificar
criterios en relacion a la determinacion del resultado del tratamiento de conductos, sin
embargo, en la actualidad no hay un consenso en la literatura sobre los aspectos a
considerar para establecer que un tratamiento endodoéntico presento éxito. La pluralidad de
criterios es la razén por la cual no es posible analizar objetivamente todos los estudios de
resultados de tratamientos de conductos, tampoco compararlos debido a la diversidad de
factores en cada etapa del tratamiento que alteran el prondstico % '©). Tales factores

pueden clasificarse en preoperatorios, transoperatorios y postoperatorios (7).

o Preoperatorios: Un correcto diagndstico de la etapa de la infeccion pulpar, es

basico para una interpretacion de los principales factores bioldgicos reflejados
en un tratamiento, alterando el proceso de la enfermedad y evolucion de la
infeccion (8. Los diagndsticos con lesiones periapicales preoperatorias suelen
tener periodos mas amplios con la infeccion en comparacion con los dientes sin
una lesion periapical ya que las infecciones pulpares también pueden establecer
lesiones periapicales secundaria (puede ser independiente a la infeccidn pulpar),
lo que resulta en una infeccion extraradicular. En consecuencia, seria mas dificil
eliminar bacterias en el sistema de conductos radiculares en los dientes
afectando el resultado del tratamiento (1% 20). Asi como un peor prondstico en

pacientes con enfermedades sistémicas como la diabetes (1521,
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Figura 1. Representacion grafica de las tasas de éxito en porcentaje de estudios de seguimiento
posteriores al tratamiento inicial con endodoncia, desde 1956 hasta 2004.

Tomado de: Friedman S, Mor C. (2004).
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« Transoperatorios: A través del diagnostico preoperatorio el clinico prepara un

protocolo clinico con conocimiento para manejar factores y percances de
procedimiento endodontico 2. Dentro de los cuales podriamos mencionar el
nivel de instrumentacion en la longitud de trabajo ya que es importante para la
disminucién de la carga bacteriana en toda la longitud del conducto radicular ya
que se ha comprobado presencia importante de bacterias en los ultimos 5 mm
en conductos radiculares 2324, Una instrumentacién deficiente conlleva a una
obturacion defectuosa la cual puede ocasionar la filtracion de bacterias y
posteriormente una mayor prevalencia de una infeccion periapical (25 26),
Accidentes de procedimiento tales como fracturas de instrumentos y perforacion
de raiz pueden dificultar la eliminacion efectiva de bacterias en el sistema del
conducto radicular lo cual posteriormente podria provocar una infeccion

persistente y comprometeria el resultado del tratamiento 7).

o Postoperatorios: La calidad y oportuna restauracion coronal de dientes

tratados endoddnticamente es un factor en el éxito del tratamiento de conducto
radicular 8, Se ha demostrado mayores probabilidades de fracaso endodéntico
cuando existe una obturacion adecuada con una restauracion protésica
inadecuada en comparacion cuando la obturacion es inadecuada y la

restauracion protésica adecuada 2.

Independientemente de si el factor del fracaso endododntico es preoperatorio,
transoperatorio o postoperatorio o la suma de todos ellos, siempre el resultado sera

la aparicidn de filtraciones bacterianas e infecciones persistentes (9.

Nair et al. @Y indican que las bacterias que causan infecciones persistentes
comunmente se alojan en areas dificilmente accesibles para instrumentos y
sustancias antimicrobianas, incluyendo conductos laterales, ramificaciones apicales

e istmos constatandose también la invasion bacteriana en tubulillos dentinarios (32
33)
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2.2 Microbiologia del conducto radicular

El prondstico del tratamiento endodontico esta vinculado a la relacion que existe con
los microorganismos, ya que éstos son el origen de las infecciones pulpares. A
diferencia de otros sitios en el cuerpo humano, el compartimento de la pulpa dental
es completamente estéril, cuando existe una invasion microbiana se encuentran las
condiciones ideales para el crecimiento microbiano los cuales son: temperatura, pH,
la disponibilidad de nutrientes 34.3%), Por lo tanto, se puede mencionar que el objetivo
del tratamiento de endodoncia es la eliminaciéon o reduccién de la poblacién de
microorganismos, evitar su reinfeccion mediante la obturacién y de la mano

promover la curacion de tejidos periapicales (31 36),

Puesto que los microorganismos ejercen un rol determinante tanto en la
patogenicidad y virulencia en las infecciones pulpares y periapicales es importante

conocer sus principales vias de invasion, los cuales son a través de ©7):

o Exposicion pulpar: se produce como resultado de un dafio a la integridad del

esmalte resultado de: caries, traumatismos, fisuras en el esmalte o

procedimientos defectuosos de restauracion.

e Tubulillos dentinarios: Se produce cuando el cemento esta expuesto por

consecuencia de una enfermedad periodontal o una iatrogenia.

o Enfermedad periodontal: los microorganismos del surco gingival pueden

alcanzar la camara pulpar a través de la membrana periodontal, utilizando
conductos laterales o el foramen apical. Esta via se vuelve disponible para los

microorganismos durante una profilaxis dental, debido a la luxacion dental.

e Anacoresis: Esta dada por la invasion microbiana a través de la sangre en la

microcirculacion pulpar.

« Contiguidad: los microorganismos pueden llegar a los conductos principales
o laterales que migran de un diente infectado a una pulpa sana como
consecuencia de la contiguidad de los tejidos, extendiendo asi la infeccidén a un
diente adyacente.
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Las infecciones endodonticas se pueden clasificar segun su localizacion anatomica

(infeccion intrarradicular o extrarradicular) (38),

e Infeccion intrarradicular: Causadas por microrganismos que invaden el

conducto radicular y se subdividen de acuerdo al momento en que las bacterias

entran al sistema de conductos:

a. Infeccion primaria: Se da cuando los microorganismos invaden y

colonizan el tejido necroético de la pulpa en una primera vez.

b. Infeccion secundaria: Causada por microorganismos que son
introducidos por el clinico en el conducto radicular en el momento

transoperatorio sin que previamente existiera una infeccion primaria.

c. Infeccion persistente: Provocada por microrganismos de la infeccion
primaria 'y secundaria que resistieron los procedimientos
antimicrobianos dentro del conducto radicular y sobrevivieron a la

escasez de nutrientes en los conductos tratados.

o Infeccion extrarradicular: Originada por la invasién microbiana a tejidos

periapicales y es una secuela de la infeccion intrarradicular, sin embargo, en

ocasiones puede llegar a ser independiente.

La evolucién de la infeccion pulpar no tratada repercute en tejidos periapicales ya
que estos inician un proceso de inflamacién antes del desarrollo completo de la
pulpa necroética destruyendo tejido periapical ocasionada por la interaccion de
mecanismos de defensa (linfocitos, macrofagos y células plasmaticas) vy
microorganismos mayormente anaerobios, posteriormente existe una reaccion que
da una acumulacién de leucocitos a paredes vasculares provocando una
extravasacion de plasma al tejido conjuntivo el cual origina una inflamacién
generando presion en terminaciones locales que causan dolor. Si no existe
tratamiento adecuado el proceso inflamatorio en tejido periapical agudo evoluciona
a una etapa croénica en la cual se forma el tejido de granulacion resultado de un

intento fallido del sistema inmune de reparar la lesién hasta encapsularlo en tejido
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conjuntivo fibroso recubierto de un epitelio escamoso estratificado que contiene

fluido y restos celulares, Figura 2 39),

Figura 2: Fases de la patogénesis del quiste periapical: A) Inicio. B) Formacion del quiste. C)
Crecimiento.
Modificado de: Siqueira JF Jr. (2005).

Las infecciones endoddnticas primarias son causadas por microorganismos que
inicialmente invaden y colonizan el tejido pulpar necrético. Estas infecciones
(primarias) se caracterizan en su gran mayoria por ser un género de bacterias
anaerobias y se componen de 10 a 30 especies segun estudios moleculares. El

numero total de bacterias oscila de entre 103 a 108 células por conducto infectado.

Sin embargo, las especies bacterianas de la microbiota endodoéntica muestran una
gran variabilidad individual, es decir, cada individuo alberga un unico microbioma
endodontico en términos de abundancia y dominancia de especies. Igualmente, se
tiene evidencia que existe una diferencia en cuanto el nimero de especies que es
mayor cuando la infeccién es sintomatica (con lesién apical) en comparacién de
infecciones asintomaticas (sin lesidn apical). Las especies bacterianas que se
detectan con mayor frecuencia en las infecciones primarias, incluidos los casos con
lesion apical, pertenecen a diversos géneros de: bacterias Gram negativas
(Fusobacterium, Dialister, Porphyromonas, Prevotella, Tannerella, Treponema,

Campylobacter y Veionella) y Gram positivas (Parvimonas, Filifactor,
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Pseudoramibacter, Olsenella, Actinomyces, Peptoestreptococus, Streptococcus,

Propionibacterum y Eubacterium) (0. 41),

Las infecciones secundarias estan relacionadas al material contaminado usado
durante los procedimientos, en un articulo reciente de Koller et al. 42 Se encontrd
en paquetes nuevos de materiales de uso en endodoncia (puntas de gutapercha,
diques de hule, losetas de papel, y esponjas de instrumentos endoddnticos)
contaminacion y las especies bacterianas mas comunes fueron: Propionibacterium,
Staphylococcus y Micrococcus. El almacenamiento prolongado de estos materiales
puede llegar a incrementar el nivel de contaminacion de estos materiales y tendrian

que ver el prondstico del tratamiento endodontico.

En las infecciones persistentes estudios concuerdan que las bacterias que resisten
los procedimientos terapéuticos frecuentemente son mas las bacterias Gram
positivas  facultativas como:  Sreptococcus, P. micra, Actinomyces,

Propionibacterium, P. alactolyticus, lactobacilos, Olsenella uli y E. faecalis, lo que

muestra que las bacterias Gram positivas pueden ser mas resistentes a los
procedimientos antimicrobianos y que podrian tener la capacidad de adaptarse a
las condiciones ambientales mas adversas en los conductos radiculares

instrumentados y medicados (30-43),
2.3 Enterococcus faecalis

E. faecalis es un coco Gram positivo anaerobio facultativo que puede aparecer solo,
en pares o0 en cadenas; estas bacterias pueden tener forma de coco-bacilos.
Cuando se realiza la tincion de Gram es uno de los huéspedes mas normales del
tracto gastrointestinal humano y animal. Son responsables de una variedad de
infecciones humanas que incluyen bacteriemia, endocarditis infecciosa, infecciones
del tracto urinario e infecciones periapicales ya que tienen la capacidad de adquirir
resistencia a la mayoria de los antibiéticos disponibles actualmente y plantean un

desafio terapéutico importante #4 4%,

El E. faecalis tiene varias ventajas para adaptarse y sobrevivir en condiciones

hostiles con poca cantidad de oxigeno y nutrientes, pero sobre todo a diferencia de
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otras bacterias en presencia de ambientes alcalinos producidos por el hidroxido de

calcio el medicamento intraconducto mas empleado “6). De igual manera se

comprobd que puede evadir los procedimientos biomecanicos (instrumentacion e

irrigacion) en los conductos radiculares introduciéndose y colonizando hasta una

profundidad de 300 micras dentro de los tubulos dentinarios y ser causante de

lesiones persistentes %), Esto puede ser una de las principales razones por las que

el E. faecalis se correlaciona mas con infecciones persistentes en comparacion con

infecciones primarias, como se muestra en la Tabla 2 (7 48),

Tabla 2: Estudios de investigacion de la prevalencia de E. faecalis en dientes que

presentan periodontitis apical

Autor/afio Numero de|Numero de raices| Prevalencia | Método
raices obturadas de |[de E. faecalis de
obturados dientes con deteccidn
en dientes crecimiento
estudiados bacteriano
Engstrom 1964 54 21 5/21 =24% | Cultivo
Moller 1966 264 120 34/120 = 28% | Cultivo
Molander et. al 1988 100 68 32/68 =47% | Cultivo
Sundqvist et. al1998 54 24 9/24 =38% | Cultivo
Peciuliene et. al2000 25 20 14/20 =70% | Cultivo
Peciuliene et. al2001 40 33 21/33=64% | Cultivo
Hancock et. al 2001 54 33 10/33 =33% | Cultivo
Pinheiro et. al 2001 60 51 27/51 =53% | Cultivo
Pinheiro et. al 2003 30 24 11/24 = 46% | Cultivo
Siqueira & Rocas 2004 22 22 17122 =77% PCR
Gomes et. al 2004 19 19 6/19 =32% | Cultivo
Rocas et. al 2004 30 30 20/30 = 67% PCR

Tomado de: Stuart CH, Schwartz SA, Beeson TJ, Owatz CB. (2006).
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2.4 Biofilm

Las comunidades microbianas que coexisten e interaccionan en un habitat
determinado se conocen comunmente como biofilms. Estas comunidades se
encuentran asociadas a infecciones en humanos, pero también las podemos
encontrar en ambientes naturales (rios, arroyos o suelo) y ambientes artificiales
(tinacos, tuberias). El biofilm se define como un conjunto de células microbianas que
se adhieren firmemente a una superficie envueltas en una matriz de material
extracelular principalmente polisacarido, dependiendo de la especie involucrada, la
microcolonia puede estar compuesta por 10-25% de células bacterianas y 75-90%

de matriz de sustancias poliméricas extracelulares 9 %0),

Alrededor del 80% de las infecciones humanas son causadas por microorganismos
que se encuentran en forma de biofilm beneficiandose de proteccion frente a
respuesta inmune del huésped, medicamentos antimicrobianos, Intercambio
genético, defensa frente a microorganismos competidores y favoreciéndose de
tener un habitat mas amplio y variado para su crecimiento por tal razon su grado de

patogenicidad es mayor que en microorganismos en estado plancténico (¢ 52),

El proceso de formacién de biopeliculas es una evolucion en el que las células de
los microorganismos se transforman del modo plancténico al sésil ®3). El proceso de
formacion de biopeliculas se produce a través de una serie de eventos que

conducen a la adaptacion en diversas condiciones nutricionales y ambientales.

Svensater y Bergenholtz % propusieron una hipétesis para explicar la formacion de
biopeliculas en los conductos radiculares que consta de 4 fases, como se muestra

en la figura 3:

« Acondicionamiento de la superficie: Esta fase se da cuando las primeras

bacterias en suspension desprenden mayormente proteinas y polisacaridos

sobre la superficie de la dentina en el conducto radicular.

o Adhesion: La formacidon de microcolonias tiene lugar después de que las
bacterias se adhieren a la superficie de la dentina en el conducto radicular.
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o Crecimiento: Cuando la poblacion de la colonia aumenta (deteccion de
quoérum), se producen biofilms. Los nutrientes se difunden en la matriz. Otras
especies bacterianas secundarias se incorporan dentro de la biopelicula. La

proximidad de la especie facilita el intercambio de material genético.

e Separacion: Luego de que el biofilm ha alcanzado la madurez, algunas

bacterias se liberan de la matriz para poder colonizar nuevas superficies.

Acondicionamiento Adhesién
de la superficie

. S

Figura 3. Desarrollo de una biopelicula de multiples especies a lo largo del tiempo. (1)
Acondicionamiento de la superficie, (2) Adhesion inicial de las células bacterianas, (3) Crecimiento

y maduracion del biofilm (4) Separacion.

Modificado de: Svensater G, Bergenholtz G. (2004).

Investigaciones que prueban antimicrobianos para el campo endodontico
habitualmente emplean células bacterianas en formas plancténicas lo cual no

caracteriza las condiciones en las que se encuentran in vivo ya que los
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microorganismos se organizan en forma de biofilm por tal razén son mas resistentes
y dificiles de erradicar con antimicrobianos %). Se tiene evidencia que para combatir
la infeccidon de microorganismos en biofiims se requieren antibidticos en
concentraciones de 100 a 1000 veces mayores que en bacterias en forma

planctonica ©6).
2.5 Quorum sensing

Durante la formacion del biofilm, muchas especies de bacterias se pueden
comunicar entre si a través de un mecanismo llamado quérum sensing ¢, El
quoérum sensing fue descubierto y descrito hace mas de 25 afios observando
especies bacterianas marinas, Vibrio fischeri y Vibrio harveyi. En ambas especies
se observd que estas enzimas son responsables de la produccion de luz y se
determind que la emision de luz solo ocurre a una alta densidad de poblacién celular
en respuesta a la acumulacion de un autoinductor secretado por moléculas de

sefalizacion %98),

Anteriormente se tenia la creencia que las bacterias rara vez interactuan entre ellas
y que sus funciones eran individuales. Actualmente, se conoce que las bacterias
cooperan entre si teniendo la capacidad de desarrollar mecanismos y formas de
comunicacion 9. Esta comunicacién o sefializacion intercelular regula la expresion
genética de una forma dependiente de la densidad celular. Este sistema faculta a
las bacterias para que se comporten colectivamente como un grupo, es decir como
si fueran un solo organismo multicelular (sin necesariamente ser un tejido) ya que
mantienen una comunicacién permanente entre ellas, dentro de los diferentes
ambientes 0 microambientes donde permanecen y conviven. Los mecanismos de
comunicacion, le permiten reconocer cuando se alcanza el umbral o nivel de

presencia, para desarrollar nuevas funciones (€9,
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2.6 Preparacién biomecanica

La preparacion biomecanica es la fase esencial del tratamiento endodontico ya que
se encarga del desbridamiento y después, a medida que se desbrida se conforma
el conducto radicular, creando asi el espacio que permite que irrigantes y
medicamentos antibacterianos puedan erradicar las bacterias y eliminar los

subproductos bacterianos, para posteriormente ser obturado 1 62),

El desbridamiento de los conductos se realiza utilizando medios mecanicos, fisicos

y quimicos de manera sincronizada:
e Quimico: Con el efecto antibacteriano del hipoclorito de sodio.

e Mecanico: Con los instrumentos que se introducen dentro del espacio pulpar

para retirar material.

o Fisicos: Ocurre cuando con el eyector aspiramos el material organico vy el

hipoclorito de sodio.

Hilsmann et. al. 2) en su publicacion resalta la importancia de la limpieza, es decir,
la eliminacion de todo contenido organico de todo el espacio del conducto radicular
con instrumentos e irrigacion abundante vy cit6 la frase de Schilder “lo que sale es
tan importante como lo que entra” (Pag. 34). Los objetivos que se han propuesto

para la preparacion biomecanica pueden ser divididos en:

o Obijetivos bioldgicos:

a. Limitar la instrumentacién al interior del conducto.

b. Evitar la extrusion de material infectado mas alla del foramen apical.

c. Eliminacién de todos los irritantes en el interior de los conductos
radiculares.

d. Crear espacio para permitir la introduccion de la irrigacién vy

medicamentos.

e Obijetivos Mecanicos:

a. Preparar una solida matriz de dentina apical a nivel de la union entre la

dentina y cemento.
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b. El conducto debe estar preparado divergente hacia coronal y convergente
en direccion apical con el diametro mas pequefio a nivel de su terminacion
apical.

c. Mantener la integridad del foramen tanto en su anatomia como posicién.

d. El foramen apical debe mantenerse tan pequefio como sea posible

eliminando los restos producidos por los procesos de conformacion.

A pesar de que la preparacion biomecanica pretende el desbridamiento absoluto
Ove Peters et al. 3 afirman que dificilmente la sola preparacion biomecanica logra
eliminar por completo los microorganismos del conducto, ya que se ha comprobado
que la instrumentacion mecanica deja aproximadamente del 35% al 40% de las
paredes del conducto radicular sin tocar, de igual manera se ha demostrado que no
todos los protocolos de irrigacion penetran los tubulos dentinarios a las mismas
profundidades (4. Debido a esto es necesario auxiliarnos de la medicacion

intraconducto “cuando el caso asi lo requiera” para eliminar microorganismos.
2.7 Medicacion intraconducto

La medicacion intraconducto es cualquier agente con accién farmacoldgica
antibacteriana que queda en el espacio del conducto radicular en un periodo
prolongado para ejercer sus efectos contra microorganismos que escaparon de los
efectos de la preparacion biomecanica ya que sus efectos se limitan principalmente

al conducto principal %),

Anil Kishen propone una serie de requisitos para un medicamento intraconducto

antibacteriano de uso topico (©6):

e Requisitos primarios: Desbridar y desinfectar el sistema de conductos

eliminando biofilm de bacterias y hongos e inactivar los productos de virus y
bacterias.

e Requisitos secundarios: Fluir en todo el espacio del conducto radicular y

penetrar en tubulos dentinarios, proveer un efecto antibacteriano por largo

tiempo (sustantividad), no producir efectos adversos en la dentina o en la
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capacidad de adhesion de materiales restaurativos, no producir efectos

citotdxicos en tejidos periapicales.

Existen numerosas sustancias que a través de los afos han sido propuestas como

medicamentos intraconducto para uso entre citas, todas ellas con diferentes

caracteristicas, asi como ventajas y desventajas.

Sustancias utilizadas como medicacion intraconducto.

Clorhexidina: Su principal caracteristica y ventaja de esta sustancia es la
sustantividad que le confiere una capacidad antibacteriana de largo plazo
previniendo colonizacion bacteriana posterior ©7). Sus desventajas
principales serian su poca penetracion a tubulos dentinarios y por
consiguiente falta de eliminacion bacteriana, la pigmentacion dental debido a

su color y que al mezclarse con hipoclorito de sodio forma paracloroanilina
(68, 69, 70)

Haluros (Hipoclorito de sodio): Tiene un amplio espectro antimicrobiano ya
que es eficiente tanto para bacterias como para hongos como Candida
albicans. Es capaz de disolver material organico y biofilms bacterianos (7 72
73), Sus desventajas serian reacciones irritantes cuando se extruye hacia
tejidos blandos causando desde inflamacion hasta necrosis de tejidos

periapicales (74).

Compuestos Fendlicos (eugenol, paramonoclorofenol alcanforado,
paraclorofenol, paraclorofenol alcanforado, cresol, creosota, timol): Los
fenoles tienen una alta volatilidad, lo que puede mejorar su penetracién a
lugares donde la preparacion biomecanica no logra llegar (/9. Su desventaja
es que algunos compuestos como paramonoclorofenol alcanforado suelen
ser toxicos (79,

Aldehidos (formaldehido, paraformaldehido, glutaraldehido): Son
antibacterianos eficientes, pero sumamente téxicos en contacto con tejidos

periapicales actualmente estan en desuso en la terapia endoddntica (7).
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e Antibioticos (pasta triantibiotica): Tiene una eficacia bactericida de amplio
espectro, sin embargo, el desarrollo de resistencia bacteriana y la coloracion

dental son los posibles inconvenientes de esta técnica ().

Se han usado muchos medicamentos en un intento de lograr mejores resultados en
cuanto a la eliminacidn bacteriana, pero no se ha encontrado ninguno que sea
completamente efectivo. No obstante, el medicamento de eleccién mas utilizado

durante décadas y con mejores resultados es el hidroxido de calcio (79,
2.8 Hidroxido de calcio Ca(OH)-

La primera referencia que se tiene sobre el uso de hidréxido de calcio fue para el
tratamiento de “fistula dentalis” y fue realizada por Nygren en 1838. Posteriormente
fue utilizado para la curacion de pulpa dafada por Codman en 1851. Pero fue hasta
1920 que se introdujo formalmente a la odontologia y fue estudiado y dado a

conocer por Hermann ©9),

El hidroxido de calcio tiene por formula quimica Ca (OH)? es un polvo blanco que
tiene la propiedad de liberar iones calcio e hidroxilo lentamente lo cual es muy util
en el campo de la endodoncia ya que se necesita un periodo prolongado de accion
del medicamento que se requiere esté en contacto con tejidos y esto se puede
obtener gracias a la baja solubilidad del hidroxido de calcio, ademas tiene un pH de

12.5 a 12.8 lo que genera un ambiente basico fuerte ©1).

El hidroxido de calcio es empleado de diferentes maneras en endodoncia y
dependiendo de su uso este tendra un modo de accion diferente. En cuanto al efecto
antibacteriano del hidroxido de calcio no se sabe a ciencia cierta cual es el principal
mecanismo de accion, Siqueira et. al. 2 mencionaron posibles efectos de su

mecanismo de accion:

e La destruccion de la membrana celular bacteriana: La pared celular

bacteriana tiene una capa fosfolipidica, los atomos de hidrégeno de esta capa
son destruidos por los iones hidroxilo con esto se generan radicales libres

lipidicos que producen una reaccion en cadena autocatalitica.
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o« La desnaturalizacién proteica: En presencia de hidréxido de calcio el

ambiente se torna alcalino y esto produce una ruptura en los enlaces ionicos de

las proteinas de las células bacterianas.

o El dafio del ADN bacteriano: El hidroxido de calcio genera la separacion de

los filamentos de ADN y con esto suprime la replicacion celular.

Se considera que el hidroxido es un medicamento panacea en endodoncia ya que
tiene multiples usos. Sin embargo, como antibacteriano tiene un efecto limitado ya
que no afecta a todas las especies de la microbiota endodontica. Ademas, las
propiedades fisicoquimicas limitan su efectividad de desinfeccion en todo el sistema

de conductos a corto plazo @3,

Esta es la razon por la cual se considera la necesidad de buscar alternativas para
abordar este desafio en el campo endododntico (eliminacion de microorganismos
dentro del sistema de conductos radiculares). En los ultimos afos se han
desarrollado nuevas tecnologias que pueden ofrecer mejorias en la terapia

endodontica @4,
2.9 Nanotecnologia

La nanotecnologia se encarga del conocimiento y manejo de la materia en
dimensiones entre 1 y 100 nanémetros (nm), donde materiales a estas escalas
potencializan sus propiedades y permiten nuevas aplicaciones @%. Un nanémetro
equivale a (1078 mm), es decir 1 nanémetro es un millén de veces mas pequeiio que
un milimetro y este término “nanémetro” fue propuesto por primera vez por Richard
Zsigmondy cuando observo y midio el tamafo de particula de oro coloidal usando

un microscopio (),

En la mitad de siglo XX Richard Feynman, presento una conferencia llamada "Hay
mucho espacio en el fondo" en el Congreso de la Sociedad Americana de Fisica de
1959 en Caltech, en el cual introdujo la idea de manipular la materia a escala
atémica. Por esta razon es considerado el padre de la nanotecnologia moderna 7).

Sin embargo, no fue hasta principios de los afos 80°s donde este concepto de
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manipulacion de la materia se pudo llevar a cabo en conjunto con el desarrollo de

microscopios que permitieron analizar estructuras a nanoescala.

Actualmente la nanotecnologia ha cumplido con sus objetivos de fortalecer, innovar
y crear nuevas propiedades en materiales, esta tecnologia se ha desarrollado
considerablemente en diferentes campos (medicina, industrias de electrénica,
quimica, aeroespacial, productos de consumo como cosméticos y articulos
deportivos) 8 8) Es por ello que nos encontramos en un entorno donde la
exposicion de nanomateriales con humanos podria darse a través de vias dérmicas,
orales y respiratorias razon por la cual surgid la preocupacion de los efectos
secundarios que pueda traer ya que se tiene conocimiento que la toxicologia de
nanomateriales difiere con la de materiales a macro escala, por tal motivo surgieron
disciplinas especificas, la nanotoxicologia que estudia posibles efectos adversos
para la salud, y la nanomedicina que se encarga del desarrollo y estudio de
beneficios y riegos de nanomateriales en administracion de farmacos,
recubrimientos antibacterianos de dispositivos meédicos, reduccién de la

inflamacion, mejor curacion del tejido quirurgico y deteccidon de células cancerosas
(90, 91, 92)

Respecto a la toxicidad de los nanomateriales existen mecanismos que son los que

determinan el grado de toxicidad y los podemos clasificar en (%3):

o Propiedades generales (fisicas): Tamafo, forma, aglomeracion y superficie

especifica.

« Propiedades especificas (quimicas): banda de energia prohibida, disolucion

de quimica, defectos superficiales.

Regularmente los protocolos que evaluan la toxicidad incluyen: induccion de
oxigeno reactivo, carga cationica y disolucion de metales pesados. A pesar de que
existen estos protocolos, las diferencias casi infinitas de las propiedades fisico-
quimicas de los nanomateriales dan una forma diferente de toxicidad, debido a esta
gran diversidad de propiedades no existe un protocolo universal que evalué la

toxicidad ya que se tendrian que realizar pruebas especificas para cada aplicacion,
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con lo cual existiendo una gran cantidad de factores es casi imposible ya que
tomaria mucho tiempo y es demasiado costoso, incluso las pruebas que se han
realizado en modelos in vitro no garantizan una fiabilidad ya que estos resultados al
extrapolarlos a modelos in vivo provocan mas lagunas en cuanto al conocimiento
de toxicidad ya que dependeria de la respuesta bioldgica del huésped. Es por ello
que actualmente no existe una enfermedad en humanos que pueda estar
directamente relacionada con la exposicion a nanomateriales, sin embargo, sirven

para hacer una hipétesis de posibles resultados adversos (3. 94),

Aunque la naturaleza de los nanomateriales es compleja ya que se ha dificultado su
evaluacion toxicologica, el futuro de la nanotecnologia parece bastante prometedor
motivados del deseo de explotar sus propiedades para solucionar y dominar
problemas en diferentes areas del campo biomédico, y en especifico en el campo
de la endodoncia beneficiandose de la aplicacion de nanoparticulas de plata

antibacterianas en la desinfeccion de los sistemas de conductos radiculares ©1: 99),
2.9.1 Nanoparticulas de plata

Debido a sus propiedades diversas, la plata ha tenido varias aplicaciones a traves
de la historia (joyeria, elaboracion de monedas, fotografia, agente microbicida,
cables para electricidad y fabricacion de instrumentos musicales). En este apartado
nos enfocaremos en la propiedad antimicrobiana de la plata empleada desde la

antigliedad, asi como sus usos en la época moderna (%),

Se tiene evidencia de los usos de las propiedades antibacterianas de la plata (de
manera empirica) desde mucho antes del descubrimiento de los microorganismos
causantes de infecciones. Los persas usaban recipientes de plata para potabilizar
agua, de igual manera los griegos, los romanos y los egipcios usaban la plata para
la conservacion del agua y la comida. Esta capacidad antibacteriana causo que
Hipocrates empleara la plata para el tratamiento de ulceras y promover la curacion
de la herida ©7").

Al inicio del siglo XX la plata tuvo su mayor auge utilizandola como apdsitos para

heridas y prevenir infecciones. Entre 1900 y 1940 decenas de miles de pacientes
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consumieron plata coloidal, y varios millones de dosis de plata fueron administradas
por via intravenosa. Sin embargo, con la aparicién de los antibiéticos el uso de la

plata como medicamento antimicrobiano fue en declive 7).

En los afios sesenta, Moyer 1965 (%) introdujo el uso del nitrato de plata para el
tratamiento de quemaduras, indicaba que la solucion no interferia en la proliferacion
del tejido epidérmico y poseia propiedades antibacterianas contra S. aureus, P.
aeruginosay E. coli. Posteriormente el nitrato de plata fue combinado con sulfamida
para formar una crema que sirve como agente antibacteriano contra E. coli, S.

aureus, Klebsiella spp y Pseudomonas spp.

Actualmente con la aparicion de bacterianas patdogenas que poseen una resistencia
a los antibiéticos, el mundo médico necesita nuevas tecnologias que le permitan
combatir la infeccion eficazmente, las nanoparticulas de plata son un agente
antimicrobiano prometedor ya que poseen una actividad bactericida muy alta contra
una amplia gama de microbios y parasitos incluso cuando se usan dosis bajas, esta
propiedad “oligodinamica” le da cierta ventaja frente a otro antimicrobianos, otro de
los beneficios de la plata como agente microbicida es la baja probabilidad de
desarrollar resistencia por parte de los microorganismos en comparacion con los

antibioticos debido a su mecanismo de accion ©9),

Aun existen dudas sobre el mecanismo de accion de las nanoparticulas de plata
sobre las bacterias, la teoria mas aceptada es que la plata actua sobre multiples
objetivos de la célula bacteriana la cual inicia con la atraccion electrostatica de la
carga negativa de la bacteria y la carga positiva de las nanoparticulas de plata, su
propiedad bactericida se da a partir de la interaccion con los grupos sulfhidrilo de
proteinas y ADN. Al unirse las nanoparticulas de plata con la membrana celular
interfieren con la permeabilidad y respiracién, por otro lado, se interrumpe el
transporte de nutrientes por las enzimas y la bacteria pierde la capacidad de

replicacion de su ADN como se muestra en la figura 4 (99, 100, 101)
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CELULA BACTERIANA

“ul"llnnuuuu.,"

Detiene el proceso de division

celular ‘-/

Desestabiliza la membrana
celular, la pared o el plasma

Interrumpe el transporte de
nutrientes por las enzimas

Figura 4. Mecanismo de accion antimicrobiano de las Ag-Np

Modificado de: Franci, Falanga, Galdiero, Palomba, Rai, Morelli, Galdiero. (2015).
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3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Actualmente se sabe que el biofilm microbiano juega un papel determinante en el
exito del tratamiento endoddntico. Por consiguiente, este tratamiento va encauzado
a la eliminacion minuciosa del biofilm dentro de los conductos radiculares. La
nanotecnologia implica la adaptacion de materiales a nivel atbmico para obtener
propiedades unicas, que pueden ser manipuladas adecuadamente para las
aplicaciones deseadas y en la odontologia no es la excepcidon. Los nanomateriales
se encuentran en constante investigacion, las nanoparticulas de plata en algunos
casos se han incorporado a productos de restauraciéon dental, material endodontico,

implantes dentales y solucion inhibitoria de la caries (102 103),

El estudio del doctor Wu. et. al. ("% tuvo como propdsito evaluar diferentes
aplicaciones de desinfeccion con nanoparticulas de plata (irrigante y medicacion
intraconducto) contra un biofilm de E. faecalis crecido en conductos radiculares
extraidos. Como irrigante las nanoparticulas de plata al 0.1% fueron evaluadas
contra hipoclorito de sodio al 2% y solucién salina estéril, al obtener resultados se
comprobo que el grupo de las nanoparticulas de plata y el grupo de solucién salina
estéril eran similares y no tuvieron efecto bactericida contra el biofilm bacteriano.
Por otra parte, para la evaluacion como medicacion intraconducto se empled un
modelo en gel de nanoparticulas de plata del cual se obtuvieron dos
concentraciones (0.02% y 0.01%) las cuales fueron comparadas contra hidréxido
de calcio y solucion salina estéril como grupo control, utilizando microscopio
electronico de exploracion de campo y tincion con fluorescencia para su evaluacion,
se observé mayor eliminaciéon bacteriana del grupo de gel de nanoparticulas de
plata al 0.02%. Esta investigacion sefiala una mayor eficacia antibacteriana de las
nanoparticulas de plata como medicacion intraconducto ya que existe mayor
interaccién prolongada de las cargas positivas de las nanoparticulas con las cargas

negativas del biofilm bacteriano y por ende mayor muerte celular.
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Javidi et. al. (19 evaluaron la eficacia bactericida del hidréxido de calcio utilizando
como vehiculo nanoparticulas de plata contra E. faecalis en dientes extraidos. Los
grupos que se compararon fueron tres: 1) hidroxido de calcio solo con agua estéril
como vehiculo, 2) hidroxido de calcio con nanoparticulas de plata como vehiculo y
3) agua estéril (como control negativo). Se obtuvieron resultados del dia 1 y dia 7
posteriores a la medicacion intraconducto, determinandose la evaluacion
antimicrobiana mediante el numero de unidades formadoras de colonias en el dia 1
el grupo del hidroxido de calcio con nanoparticulas de plata como vehiculo tuvo
mayor efecto antimicrobiano en comparacion con el grupo del hidréxido de calcio
con agua estéril como vehiculo. Al dia 7 el grupo de hidroxido de calcio con agua
estéril aumento su propiedad bactericida a pesar de ello no hubo diferencia
estadisticamente significativa comparada con el grupo de hidréxido de calcio con
nanoparticulas de plata. En esta investigacion se observa que el mecanismo de
accién antimicrobiano alcanzo su maxima eficacia a partir del primer dia al combinar

el hidréxido de calcio con nanoparticulas de plata.

Por su parte Afkhami et. al. (%) realizaron una investigacion en la cual su objetivo
fue evaluar la actividad antibacteriana del hidroxido de calcio con diferentes
vehiculos contra E. faecalis crecido en dientes extraidos a diferentes periodos de
tiempo. Los grupos experimentales se dividieron en: 1) hidréxido de calcio con
solucion salina normal, 2) hidréxido de calcio con clorhexidina, 3) hidroxido de calcio
con nanoparticulas de plata y 4) solucion salina como control. El primer periodo a
evaluar fue a los 7 dias posteriores a la medicacion intraconducto en la cual todos
los medicamentos disminuyeron significativamente el nimero de colonias formadas
en comparacion con el grupo control, sin embargo, la combinacion del hidroxido de
calcio y nanoparticulas de plata fue el medicamento mas efectivo. Posteriormente,
la segunda evaluacién se realiza un mes después de la medicacion intraconducto
en la cual no existio diferencia significativa en el efecto antibacteriano del hidréxido
de calcio con los diferentes vehiculos.
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La investigacion de Alabdulmohsen et. al. (%) tuvo como objetivo evaluar el efecto
bactericida de diferentes modelos de medicacion intraconducto frente a E. faecalis.
Se dividieron 5 grupos:1) hidréxido de calcio, 2) gel de nanoparticulas de plata, 3)
hidroxido de calcio con nanoparticulas de plata como vehiculo, 4) control positivo y
5) control negativo. Los periodos de evaluacion fuero a los 7 y 14 dias posteriores
a la medicacion intraconducto y se evalué por contabilidad de unidades formadoras
de colonias, a los 7 dias los resultados de mayor reduccién bacteriana fueron en
este orden hidroxido de calcio solo 81.5% de reduccion, combinacion de hidroxido
de calcio y nanoparticulas de plata 56.3% y el grupo que menor reduccién presento
fue el del gel de nanoparticulas con 32.9%, por su parte no se detectd crecimiento
bacteriano en el grupo negativo. A los 14 dias de exposicion antimicrobiana el grupo
con mayor porcentaje de reduccion fue el del hidroxido de calcio solo con un 98.5%
seguido de la combinacion del hidroxido de calcio con las nanoparticulas de plata
con 85.4% y el grupo de gel de nanoparticulas de plata solo presento una reduccién
del 56.5%. Esta investigacion evidencio que al combinar estos agentes
antimicrobianos (hidroxido de calcio con nanoparticulas de plata) puede resultar una

accion antagonica.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los microorganismos son los principales agentes etioldgicos de las enfermedades
pulpares y periapicales, la desinfeccion del conducto radicular es de suma
importancia para una exitosa eliminacién de la flora microbiana, es la unica garantia
para el éxito final del tratamiento endodontico. Se han empleado diferentes
medicamentos intraconducto antibacterianos en los cuales se ha comprobado que
no siempre cumplen su funcién biocida. La desinfeccién del sistema de conductos
radiculares se ha mantenido siempre como un reto para el clinico en el campo de la

endodoncia (2 64.65.66. 82, 83)

Debido a esta problematica, es necesario ayudarnos de las nuevas tecnologias para
contar con agentes antimicrobianos de amplio espectro para mejorar el pronoéstico
del tratamiento endododntico. Actualmente, se cuenta con la posibilidad de incorporar
la nanotecnologia a farmacos y recubrimientos antibacterianos a dispositivos

médicos mediante la agregacion de nanoparticulas de plata (990 91),

La incorporacion de nanoparticulas bactericidas, como las Ag-NP, como medicacion
intraconducto podrian disminuir la cantidad de bacterias localizadas en los
conductos radiculares, prevenir la recolonizacion bacteriana, recontaminacion de

conductos, asi como evitar el crecimiento de bacterias residuales.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el efecto antibacteriano de las nanoparticulas de plata sobre Enterococcus

faecalis?
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6. JUSTIFICACION

A pesar de la efectividad que muestran los diferentes medicamentos intraconducto
utilizados en la terapia de conductos, existen inquietudes con respecto a los
tratamientos endodédnticos fallidos, donde se denota la persistencia de
microorganismos especificos involucrados manifestandose en la recurrencia de
lesiones periapicales después de un tratamiento. Existen diferentes estudios donde
se comparan la actividad antimicrobiana de diferentes medicamentos intraconducto
ampliamente utilizados. Ademas, orientados principalmente a erradicar
Enterococcus faecalis de los tratamientos endoddnticos fallidos ®8 71. 76)
Actualmente la literatura muestra poca evidencia sobre la accidon antibacteriana que
las nanoparticulas de plata en una presentacion de gel tienen sobre Enterococcus
faecalis organizado en biofilm dentro de los tubulos dentinarios (194 107) Por esta
razon, se realizd mediante el presente trabajo la busqueda de un medicamento
intraconducto alternativo con nanoparticulas Ag-NP inmersas en un modelo en gel

frente E. faecalis.
7. OBJETIVOS
7.1. Objetivo general

Evaluar el efecto antibacteriano de un modelo de medicamento en gel con
nanoparticulas de plata como medicamento contra Enterococcus faecalis presente

en las paredes del conducto radicular.
7.2. Objetivos especificos

1. Determinar la concentracibn minima inhibitoria y bactericida de

nanoparticulas de plata contra Enterococcus faecalis.

2. Desarrollar una formulacién en un modelo de medicamento en gel con

nanoparticulas de plata para uso intraconducto en un 6rgano dental.

3. Establecer las condiciones 6ptimas de manipulacidon del modelo de
medicamento en gel de nanoparticulas de plata para mantener sus propiedades

fisico-quimicas.
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8. HIPOTESIS

HI: Las nanoparticulas de plata poseen actividad antibacteriana in vitro frente a
Enterococcus faecalis como tratamiento de medicacion intraconducto en organos

dentales.

HO: Las nanoparticulas de plata no tienen actividad antibacteriana in vitro sobre
Enterococcus faecalis como tratamiento de medicacion intraconducto en organos

dentales.

9. CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo a los principios de la declaraciéon De Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial (en su 48° Asamblea general de Octubre del 2000) y vertidos en el
reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion, capitulo Il: De
la investigacion farmacéutica, articulo 65: actividades cientificas tendientes al
estudio de medicamentos y productos biolégicos para uso en humanos, respecto de
los cuales no se tenga experiencia previa en el pais, que no hayan sido registrados
por la Secretaria y, por lo tanto, no sean distribuidos en forma comercial, asi como
los medicamentos registrados y aprobados para su venta, cuando se investigue su
caso con modalidades, indicaciones, dosis o vias de administracion diferentes de
las establecidas, incluyendo en empleo en combinaciones. Titulo cuarto: de la
Bioseguridad de las Investigaciones, capitulo I: De la Investigacion con
Microorganismos Patégenos o Material Biolégico que pueda contenerlos, en su
articulo 75: instalaciones, equipo, adiestramiento, manual de procedimientos,
vigilancia del area para el manejo de microorganismos patogenos; articulo 76:
laboratorio de microbiologia y articulo 77: seguridad del personal, disposiciones de
desechos, manejo y mantenimiento de instalaciones; articulo 79 y 80: grupo de
riesgo Il con riesgo moderado para el individuo y limitado para la comunidad,
laboratorio basico de microbiologia.
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10.METODOLOGIA
10.1 Cultivo bacteriano y medio de cultivo

El cultivo empleado en la presente investigacion fue la cepa de E. faecalis que fue
donada por el Laboratorio de Microbiologia perteneciente a la Maestria en
Endodoncia de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi (U.A.S.L.P.). La pureza
del cultivo fue verificado por la técnica de tincion de Gram. El medio empleado para

el crecimiento del cultivo y los bioensayos fue el medio BHI.
10.2 Nanoparticulas de plata

Se empled una solucion de Ag-NP (Argovit™) concentradas al 20% con un
contenido de plata metalica de 1.2% y un 18.8% de agente de cobertura de
polivinilpirrolidona las cuales tienen una distribucion de tamano entre 3 y 50 nm, con
una media de 35nm. Se almacenaron a 4°C protegiéndolas a exposicion de luz
envuelto en papel aluminio hasta su uso. Fueron proporcionadas por la Dra. Nina
Bogdanchikova investigadora del Centro de Nanociencias y Nanotecnologia (CNyN)
de la Universidad Autbnoma de México. Las nanoparticulas son provenientes del

laboratorio Vector-vita de Novosibirsk Rusia.
10.3 Preparacion de los especimenes dentales

Para la experimentacion se obtuvieron 60 dientes premolares de reciente extraccion
uniradiculares y uniconducto con desarrollo apical completo. Se excluyeron del
presente estudio aquellos dientes que presentaban reabsorcidn. Los dientes
extraidos se mantuvieron en solucion de agua con glicerina liquida (1:1) hasta su

manipulacion, para evitar su deshidratacion.

Se removieron las coronas usando un disco de diamante de alta velocidad con
refrigeracion (Komet, Brasseler, Lemgo, Alemania) obteniéndose especimenes de
15 mm. Se retiré con ultrasonido los restos de tejido periodontal de la superficie

externa del diente.

Después de la decoronacion se usaron limas tipo K # 10 (Dentsply Maillefer,
Ballaigues, Switzerland) para verificar la permeabilidad de los conductos, se realizé
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limpieza y conformacién del conducto radicular ajustando a un diametro de 0.35 a
0.5 mm de su longitud para estandarizar el diametro interno utilizando limas Wave
One Gold (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Switzerland) siguiendo las indicaciones
del fabricante. Los especimenes se llevaron a bafio ultrasénico (BRANSON 1510)
con Hipoclorito de Sodio al 5,25% durante 10 minutos, posteriormente lavado con
agua destilada y luego se llevaron a bafo ultrasénico durante 10 min con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (Branson 1510) para eliminar el barro dentinario.
Se realizdé un lavado final con agua destilada para eliminar residuos. Se sell6 la
superficie radicular externa con 2 capas de barniz de ufias y se llevaron a autoclave

para su esterilizaciéon a 15 Ib durante 15 min.

Figura 5: Parte de la poblacién de 6rganos dentales procesados para este estudio.

10.4 Cinética de crecimiento de E. faecalis.

Con la finalidad de conocer la duracién de la fase logaritmica del cultivo bajo las
condiciones ensayadas se realizd una cinética de crecimiento durante 24 horas.
Para tal fin una colonia de E. faecalis crecida en agar, fue suspendida en 20 ml de
caldo BHI (Fluka, Sigma) y cultivada a 37°C sin agitacién por 24 horas; de este pre-
inoculo se tomo una alicuota para inocular un matraz de 125 ml. Contenido 20 mi
de medio BHI iniciando con una densidad 6ptica de 0.05 a 600 nm. El cultivo fue
incubando durante 24 horas bajo las mismas condiciones tomando lecturas cada
dos horas. De esta manera se conocio la duracion de la fase logaritmica, fase en la

cual se tomo el cultivo para los ensayos que se mencionan a continuacion.
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10.5 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) vy

concentracion minima bactericida (CMB) de las Ag-Np en medio liquido.

La eficiencia de la actividad antimicrobiana de las Ag-NP fue examinada usando el
método estandar de dilucion en caldo. La CMI y CMB fue determinada en caldo BHI
usando doce concentraciones de las NP-Ag de 50 a 1000 g/ml, con ajuste del cultivo
de E. faecalis de 4 horas de crecimiento a 37°C sin agitacion a una densidad de 0.1
a 600 nm, equivalente a una densidad poblacional de 1X108 UFC/mL utilizando el
espectrofotometro (HALO RB — 10 UV - VIS RATIO BEAM) (19 Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado incluyendo controles positivos que
consistieron en caldo BHI sin Ag-NP mas el cultivo bacteriano y controles negativos
que fueron los medios a las distintas concentraciones sin inocular, todos los tubos
fueron envueltos con papel aluminio para proteger a las Ag-NP de la luz e incubados
durante 24 horas a 37 °C en obscuridad y sin agitacion. Después de 24 horas las
lecturas fueron tomadas de manera visual. Definiendo la CMI como la menor
concentracion del agente antimicrobiano que inhibe el crecimiento microbiano. La
CMI fue anotada por turbiedad visual de los tubos antes y después de la incubacion,
y por su lectura en el espectrofotometro a 600 nm para poder determinar el
porcentaje de reduccion bacteriana. Después de la determinacién de la CMI
alicuotas de 50 uL de los tubos donde no se observo crecimiento fueron sembradas
en placas de agar nutritivo e incubadas a 37°C durante 48 horas para determinar si
el efecto en la CMI fue bacteriostatico o bactericida y de igual forma para conocer
la concentracion de la CMB la cual se define como la menor concentracién del

agente antimicrobiano que mata el 99.9 % de la poblacion inicial bacteriana (108),
10.6 Infeccién de los especimenes dentales

Para la infeccion de los especimenes dentales estos fueron colocados en tubos
eppendorf estériles con 1 ml de caldo BHI con contenido bacteriano ajustada a una
densidad poblacional de 0.1 a 600 nm (1X108 UFC/mL). Los tubos fueron cerrados
y mantenidos a 37°C durante 21 dias en incubadora (Luzeren modelo DHG9030A).
Cada 24 horas 500 pL de BHI con crecimiento microbiano fue retirado y se agrego

500 uL de medio BHI fresco, con la finalidad de que formara una capa de células
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sobre el conducto radicular debido a la proliferacién de E. faecalis sobre el interior
del diente. Completados los 21 dias de incubacion, los especimenes fueron lavados
con suficiente agua destilada estéril y secados con puntas de papel estéril para ser
empleados en la evaluacion de la actividad antibacteriana del gel de Ag-NP

intraconducto como se menciona mas adelante.
10.7 Elaboracion de gel de nanoparticulas de plata

Para la elaboracion del gel compuesto por Ag-NP y evaluar su actividad
antimicrobiana en los dientes infectados con E. faecalis se realizo lo siguiente: en
un vaso de precipitado previamente esterilizado se vertieron 10 ml de agua destilada
estéril mas 40 microgramos de carbomero hasta disolverlo completamente,
posteriormente se introdujo 10 microlitros de trietanolamina para que el gel tomara
su consistencia. Una vez hecho el gel se adiciono la cantidad necesaria de Ag-NP
de un stock de 12 000 ug/ml para obtener dos concentraciones del gel de Ag-NP a
300 ug/ml y 500 ug/mL. El gel se homogenizo completamente para posteriormente
ser envasado cada concentracion en jeringas hipodérmicas cubiertas por papel
aluminio para proteger de la luz a las Ag-NP contenidas en el gel. Una vez hecho
esto los especimenes dentales fueron tratados con el gel de Ag-NP como se

menciona a continuacion.
10.8 Efecto de la actividad antibacteriana del gel de Ag-NP intraconducto

El procedimiento de medicacion de los dientes se realizé aplicando los agentes gel
de Ag-Np 300 ug/Ml y gel de Ag-Np 500 ug/mL con jeringas y agujas capillary con
lumen de 0.35 mm. (Ultradent Products, South Jordan, USA) hasta completar el

lumen del canal.

Se incluyd como referencia hidroxido de calcio Ca(OH)2 el producto comercial
Ultracal XS® (Ultradent Products, South Jordan, USA); utilizado generalmente para
este propésito (Gold standard) realizando el mismo procedimiento con el gel de Ag-
NP. Para los ensayos los dientes se dividieron en cuatro grupos al azar donde cada

grupo estaba conformado de 15 dientes como se menciona a continuacion.
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Tabla 3. Grupos de estudio

En la tabla 3 se presentan los grupos de estudio, una vez hechos los cuatro grupos
estos fueron incubados a 37°C durante 7 dias, tomando muestras de tres dientes

(N=3) de cada grupo al tiempo 24 horas y siete dias.

La torunda de teflon estéril, asi como el Provisit (Casa Idea, México) fueron retirados
del diente, se irrigo con 10 ml de agua destilada estéril con aguja Endo-Eze © con la
finalidad de retirar el medicamento intraconducto y posteriormente, con el propdsito
de recolectar muestras de los microorganismos adheridos a la dentina radicular se
introdujo una lima tipo k #40 se realiz6 limado circunferencial a longitud de trabajo,
posteriormente fueron adicionados 30 pL de 15 en 15 pL de agua destilada estéril
dentro del conducto radicular para colectar las células desprendidas de E. faecalis
de igual forma se introdujo la parte activa de la lima en un tubo eppendorf con 900
microlitros de agua destilada estéril el cual se agito 5 segundos en vortex para tener
un factor de dilucién de 66.66 en el tubo numero 1, posteriormente se realizaron
diluciones decimales hasta 10°. De cada dilucién se tomaron 15 microlitros los
cuales fueron colocados sobre medio solido de Agar nutritivo por la técnica de goteo
en placa e incubados a 37°C durante 48 horas o hasta la observacion de crecimiento
microbiano para de esta forma conocer el valor de UFC de cada espécimen, al

tiempo cero, 24 horas y 7 dias para cada tratamiento.
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10.9 Metodologia de prueba estadistica

Los resultados fueron expresados como la media + la desviacion estandar. Se
analizaron por un analisis de varianza (ANOVA) con nivel de confianza de 95% para
los datos de comparacion de medias entre cada tratamiento y control se aplico la
prueba Tukey Kramer (P= 0.05). Los datos se analizaron con el paquete estadistico
JMP version 8 (SAS Espana).
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11.RESULTADOS
11.1 Crecimiento y morfologia de E. faecalis

En la figura 6 se puede observar Enterococcus faecalis con tincion de Gram
observado con microscopia optica 1000x. Se observan bacterias Gram positivas
con forma cocobacilar u ovoide, que se presentan aisladas, en parejas o cadena

corta.

Figura 6. Enterococcus faecalis. Tincion de Gram se observa que son cocos Gram positivos.

Vistos en un microscopio objetivo 1000x.

11.2 Cinética de crecimiento de E. faecalis

En la cinética de crecimiento se diferencian cuatro fases, la fase de latencia, la fase
logaritmica, la fase estacionaria y la fase de muerte celular. El conocimiento del ciclo

de vida de la bacteria es importante para seleccionar la fase logaritmica donde se

C.D. Balvir Martin Marin Correa Pagina 49



EFECTO ANTIBACTERIAL DE UN GEL DE NANOPARTICULAS DE PLATA SOBRE
ENTEROCOCCUS FAECALIS EN UN SISTEMA DE CONDUCTOS RADICULARES IN VITRO

aplica y evalua la accion antibacteriana de las Ag-NP. En la figura 7 de observa la

cinética de crecimiento:
e Fase de latencia 0-2 h.
e Fase logaritmica 4-6 h.
o Fase estacionaria a partir de las 6 h.
Durante 24 horas no se observé fase de muerte celular.

Se determind la fase logaritmica la cual se presenta a partir de las 5 h posteriores
al inicio de la cinética, con una densidad optica igual a 1.183 como se puede

observar en la figura 7.

Absorbancia (600 nm)
o o o o Ly s
N H [e)] 0] = N i

o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo (horas)

Figura 7: Densidad éptica de un cultivo de E. faecalis en caldo BHI (Fluka, Sigma) crecido a 37°C

durante 24 horas.

11.3 Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y

concentracion minima bactericida (CMB) de las Ag-NP en medio liquido

Se determind la CMI, que se define como la minima concentracion de

antimicrobiano (en pg/mL) que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo
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después de 24 horas de incubacion a 37°C. En la Figura 8 se representa el
crecimiento de E. faecalis por densidad optica con diferentes concentraciones (0,
50, 75, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 y 1000 ppm) de nanoparticulas

de plata en medio liquido BHI por triplicado.
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Crecimiento (600 nm)
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Figura 8: Promedio de absorbancias evaluado por densidad éptica y desviacion estandar del
efecto de diferentes concentraciones de Ag-NP sobre el crecimiento de Enterococcus faecalis a

37°C por 24 horas evaluado por densidad 6ptica segun la concentracion, con el control positivo.

En la Figura 9 se observa el crecimiento en porcentaje de E. faecalis con diferentes
concentraciones (0, 50, 75, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 y 1000 ppm)
de nanoparticulas de plata en medio liquido BHI. A partir de la concentracion de 300
ppm de nanoparticulas de plata el crecimiento de E. faecalis disminuyé mas del

90%, lo cual sugiere que esta podria ser la CMI para la bacteria.
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Figura 9: Porcentaje de crecimiento del efecto de la concentracion de nanoparticulas de plata

sobre el crecimiento de Enterococcus faecalis a 37°C 24 h para CMI.

La concentracibn minima bactericida la podemos definir como la minima
concentracion de antimicrobiano que elimina mas del 99.9% de los microorganismos
viables, se determiné inoculando de muestra a diferentes concentraciones mayores
a 300 ppm en agar y se incub6 a 37°C durante 24 horas para confirmar la ausencia

de bacterias viables en caja Petri por triplicado.
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Tabla 4: Resultados de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima
bactericida (CMB).

AgNPs (ug/mL) Crecimiento Efecto
Control +
10 +
25 +
50 +
75 +
100 +
200 +
300 - Bacteriostatico
400 - Bacteriostatico
500 - Bacteriostatico
600 - Bacteriostatico
700 - Bacteriostatico
800 - Bacteriostatico
900 - Bactericida
1000 - Bactericida

CMI = 300 ug/mL
CMB= 900 ug/mL

11.4 Infeccién de los especimenes dentales

Se realiz6 la formacién de biofilm de E. faecalis en los conductos radiculares (Figura
10), la bacteria crecié en tubos eppendorf, con medio BHI observandose mediante
microscopio electronico de barrido (SEM) la formacién de biofilm en las paredes del
conducto radicular a los 21 dias.
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Figura 10: Organos dentales sumergidos en 1 ml de caldo con cultivo de Enterococcus faecalis.
Para la formacion del biofilm se agregé 1 ml de caldo con suspension bacteriana a cada tubo con
espécimen en condiciones de esterilidad. Los tubos con los especimenes contaminados se
cerraron y se mantuvieron a 37°C durante 21 dias, reemplazando cada 24 horas 500 uL de BHI

saturado por 500 uL de BHI fresco.

11.5 Anédlisis SEM/EDS de los especimenes

En la Figura 11, se presentan micrografias representativas del dia 0 y dia 21 de
formacion del biofilm E. faecalis a magnificacion (2200x), en las que ya es posible
detectarlo sobre la superficie de la pared radicular de los érganos dentales. En la
figura 11A se examina la superficie de la pared del conducto radicular observando
tubulillos dentinarios abiertos donde se aprecia la ausencia de bacterias. En la figura
11B se examina la superficie de la pared del conducto radicular en la cual se observa

claramente una mayor cantidad de biofilm en relacion al dia O.
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Figura 11: Imagenes SEM (2200x) antes y después de la formacion de biofilm. A) Tubulillos
dentinarios permeables sin microorganismos B) Biofilm de E. Faecalis formado sobre la superficie

de la pared radicular.

En la figura 12, se presenta una micrografia con mayor resolucion (10000x), en
donde se observan registros de la morfologia redondeada (cocécea) de E. faecalis

sobre la superficie de la pared radicular.

Figura 12: Micrografia en la cual se analiza la bacteria E. faecalis observando morfologia cocacea

sobre el tejido dentinario (10000x).
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Las superficies observadas del grupo de Ag-NP por SEM también se analizaron
simultaneamente mediante microanalisis EDS (del inglés Energy-dispersive X-ray
spectroscopy) el cual proporciond informacién cualitativa y cuantitativa de la

composicion analizando practicamente todos los elementos existentes.

En la figura 13 se observa con puntos blancos la distribucidén de las nanoparticulas
de plata sobre la dentina radicular, indicando que las Ag-NP se adhieren y se
distribuyen por toda la superficie del tejido dentario. El mapeo también revela los
distintos componentes elementales de la dentina. Los elementos se presentan en la

figura 14.

I
15.0kV LABE

Figura 13: Mapeo EDS indicando con puntos blancos la distribucién de las Ag-NP a 500 ppm

sobre dentina radicular (2000x).

C.D. Balvir Martin Marin Correa Pagina 56


https://en.wikipedia.org/wiki/Energy-dispersive_X-ray_spectroscopy
https://en.wikipedia.org/wiki/Energy-dispersive_X-ray_spectroscopy

EFECTO ANTIBACTERIAL DE UN GEL DE NANOPARTICULAS DE PLATA SOBRE
ENTEROCOCCUS FAECALIS EN UN SISTEMA DE CONDUCTOS RADICULARES IN VITRO

Cu
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Figura 14: Espectro EDS que muestra la composicion porcentual de los elementos presentes en la

dentina y de plata de las Ag-NP, en espécimen medicado a 500 ppm.

De igual manera las superficies observadas por SEM de grupo de Ca(OH)? también
se analizaron simultaneamente mediante microanalisis EDS. En la figura 15 se
observa la pasta de Ca(OH)? sobre la dentina radicular, indicando que no tiene
insercion dentro de los tubulillos dentinarios. EI mapeo también revela los distintos

componentes elementales, estos elementos se presentan en la figura 16.
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Figura 15: SEM indicando la distribucion del Ca(OH)? sobre la dentina radicular (2000x)
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Figura 16: Espectro EDS que muestra la composicion porcentual de los elementos presentes en la

dentina y de Ca(OH)?, en espécimen medicado con Ultracal XS®.
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11.6 Gel con Ag-NP

Una vez obtenidas las 2 concentraciones (300 ug/mL y 500 pg/mL) del gel
compuesto por Ag-NP a base de carbomero y trietanolamina se envasaron en

jeringas previamente esterilizados. Figura 17.

Figura 17: Preparacion de gel de Ag-NP y envasado en jeringa.

11.7 Conteo de unidades formadoras de colonias (CFU) de E. faecalis por

grupo y por muestra

Se observaron y contaron UFC de E. faecalis en todas las muestras de los diferentes
grupos (figura 18). En el grupo control, se observaron incontables UFC en todas las
muestras. En los grupos de Ca(OH)? y gel de Ag-NP (300 y 500 ppm) se evidencio

minimo crecimiento en todas las muestras en los diferentes tiempos.
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Figura 18: Conteo de unidades formadoras de colonias (CFU) en caja Petri: A) Grupo Control, B)
Grupo Ca(OH)? C) Grupo Ag-NP 300 ppm, D) Grupo Ag-NP 500 ppm.

11.8 Mediciéon de la actividad antimicrobiana de la medicacion

En la Figura 19 se presentan los valores de recuento de UFC, crecimiento y
reduccion de E. faecalis luego de la medicacion intraconducto durante 1 y 7 dias,
respectivamente. Luego de 24 y 168 horas. de medicacion los recuentos de Ultracal
XS® y las diferentes concentraciones de Ag-NP fueron significativamente menores
que los del control (P < 0.05). No hubo diferencias estadisticamente significativas
entre Ag-NP y Ultracal XS® (P < 0,05), determinado mediante la prueba Tukey

Kramer.
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Figura 19: Recuento de UFC de E. faecalis intraconducto de los diferentes grupos de medicacion y
del grupo control a diferentes tiempos. (*) Diferencia estadisticamente significativa con respecto al

grupo control.

En la tabla 5 y figura 20 se presentan los resultados del porcentaje de reduccién
microbiana de los diferentes grupos empleados a diferentes tiempos. Se observé un
efecto antibacteriano sin diferencia estadisticamente significativa de las diferentes
concentraciones de Ag-NP en comparacion con el Ca(OH)? a las 168 horas. Sin
embargo, el efecto antibacteriano del grupo de las Ag-NP (300ppm) a las 24 horas
fue menor que en los otros grupos. En todos los grupos existié diferencia del efecto

antimicrobiano en comparacion del grupo control.

Tabla 5: Porcentaje de reduccién microbiano.

' % Reduccion '

Tiempo (h) Control Ca(OH)? AgNPs 300 AgNPs 500
0 0 0 0 0
24 0 99.99871788 99.82516556 99.97350993
168 0 99.93279194 98.89946794 99.93279194
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Figura 20: Reduccion en porcentaje de E. Faecalis intraconducto de los diferentes grupos de

medicacion a diferentes tiempos. Luego de 7 dias de medicacion se mantuvo el efecto

antimicrobiano tanto del gel de Ag-NP como de Ca(OH)?.

C.D. Balvir Martin Marin Correa

Pagina 62



EFECTO ANTIBACTERIAL DE UN GEL DE NANOPARTICULAS DE PLATA SOBRE
ENTEROCOCCUS FAECALIS EN UN SISTEMA DE CONDUCTOS RADICULARES IN VITRO

12.DISCUSION

Al analizar los primeros reportes clinicos del porcentaje de éxito en el tratamiento
de endodoncia (110, 111, 112,113,114, 115, 116) y compararlos con reportes recientes (117: 118,
119 observamos que los resultados son semejantes. Esta situacion es altamente
desalentadora, ya que en los ultimos 50 afos se han desarrollado nuevas
tecnologias con el propdsito de innovar y progresar en diferentes areas, pese a esto,
en endodoncia se siguen empleando materiales en los cuales no se han
desarrollado avances o mejorias (20, El E. faecalis es uno de los microorganismos
que habita en el tercio apical de conductos radiculares infectados, incluso existen
estudios que sefialan que es la bacteria predominante en casos de fracaso en el
tratamiento de conductos ('?Y). Durante décadas el hidroxido de calcio ha sido el
medicamento intraconducto de primera eleccion, por su propiedad antibacteriana
relacionada con la liberacién de iones hidroxilo, que produce los efectos letales
sobre las células bacterianas incluida la desnaturalizacion de proteinas y el dafio a
las membranas citoplasmicas bacterianas y ADN ©3). Sin embargo, esta actividad
antimicrobiana puede ser inactivada por la dentina, el exudado del area periapical y
el biofilm bacteriano (22, Por otra parte, se tiene evidencia de la resistencia
antimicrobiana del E. faecalis comprobandose que formo biopeliculas en la
presencia de diferentes presentaciones de Ca(OH)? y que estas bacterias estan
envueltas en una matriz ain mas densa (23, También se informé que E. faecalis
puede producir mas matriz extracelular y proteina en respuesta a un pH alto o una
dosis inhibitoria de antimicrobianos (24, En cambio, las Ag-NP tienen la ventaja de
disminuir la resistencia antimicrobiana ya que su mecanismo de accion tiene

multiples objetivos en la célula bacteriana (®9. 100, 101),

Para realizar el presente estudio, se obtuvieron Ag-NP de la marca comercial
“Argovit™”, se determiné su concentraciéon minima inhibitoria y bactericida, frente al
E. faecalis; con estos datos se evaluo su actividad antimicrobiana en un modelo de
medicacion intraconducto in vitro. Para realizar una caracterizacion a la practica
clinica endoddntica, se evalud la actividad antimicrobiana de las Ag-NP frente a un

biofilm de E. faecalis formado sobre la superficie interna del conducto radicular in
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vitro, manteniendo en fase de crecimiento la bacteria E. faecalis observando biofilm
a los 21 dias. Guerreiro-Tanomaru et al. (2% reportan resultados similares utilizando
diferentes sustratos como dentina y hueso bovinos, hidroxiapatita y gutapercha, y
reportaron el desarrollo de biofilm a los 14 y 21 dias, que observaron mediante el
uso de métodos de tincion y microscopia confocal, encontrando el mayor desarrollo
en hidroxiapatita. Por su parte, Bulacio et al. ('26) mediante el MEB confirmaron la
formacion de biofilm después de 14 dias de incubacion. Wu. et al (1% formo con E.

faecalis en dientes humanos durante 4 semanas un biolfilm.

En nuestro estudio se corroboré la accidén antimicrobiana de Ag-NP determinandose
que las dos concentraciones estudiadas presentaron accion antimicrobiana pero
solo a (500 ppm) fue equivalente a la de Ca(OH)? Ultracal XS® al primer y al séptimo
dia. La determinacion de los valores de CMI (300ppm) utilizadas en la medicacién
se comprobo que las Ag-NP presentan actividad antimicrobiana frente a E. faecalis.
Sin embargo, existe diferencia respecto al grupo de (500 ppm) debido a que al
determinar la CMI la bacteria esta en estado plancténico y en los 6rganos dentales

extraidos se encontraba en biofilm.

Para nuestro estudio utilizamos las Ag-NP ya que es importante sefalar que en
investigaciones multidisciplinarias donde se relacionan aplicaciones biolégicas que
implican Ag-NP, a menudo hay diferencias por privacién de informacion con
respecto a sus propiedades fisicoquimicas. Esto debe incluir datos tales como las
concentraciones de plata metalica, agente de cobertura, tamafio de nanoparticulas,
tiempo de exposicidon. Por lo tanto, una comparacién directa entre diferentes
resultados no es facil, ya que la naturaleza de las preparaciones ensayadas
normalmente difiere. En este sentido, nuestros resultados se refieren al contenido
de plata metalica en la preparacién de Argovit, mientras que otras investigaciones
a menudo refieren sus resultados al peso de las nanoparticulas como un todo, es
decir, agente de cobertura y plata metalica, Tabla 6. Hasta este momento es la
marca de nanoparticulas que registro disminucién de la actividad metabdlica en
lineas celulares cancerigenas con la concentracion mas baja comparado con otra

Ag-NP de otras marcas (127,
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Tabla 6: Comparacion de diferentes estudios con gel de Ag-NP contra E. Faecalis

(Este estudio) 300- - 1.2 18.8 15-35 1-7 laboratorio
500 polivinilpirr Vector-vita
olidona
104 20 350 - - 2 1-14 (Huzheng®
ppm Nano
Technology
105 200 4.00 - - 70 1-30 (NanoSany
(Wt%) Corporation
107 20 350 - - 2 1-7 (Huzheng®
ppm Nano
Technology

Este estudio propone una medicacion de nanoparticulas de plata en un modelo a
base de gel, ya que otra de las desventajas del hidréxido de calcio al utilizarlo como
medicamento intraconducto son los remanentes que quedan unidos a las paredes
del conducto radicular después de intentar removerlo (Figura 15). Se ha
comprobado que estos remanentes del hidroxido de calcio interfieren con la
capacidad de penetracion en los tubulillos dentinarios de algunos selladores

afectando la calidad de obturacion y provocar filtracion bacteriana posteriormente
(128)

Debido al brote de las enfermedades infecciosas causado por diferentes bacterias
patdgenas y el desarrollo de resistencia a los antibioticos hay poca probabilidad de
que los microorganismos desarrollen resistencia contra las Ag-NP debido a que
interactuan con multiples objetivos en la célula microbiana, como la membrana
celular, enzimas y plasmidos, proporcionando al mismo tiempo a las bacterias

menos capacidad para ganar resistencia (9 100.10) De igual manera comparando

C.D. Balvir Martin Marin Correa Pagina 65



EFECTO ANTIBACTERIAL DE UN GEL DE NANOPARTICULAS DE PLATA SOBRE
ENTEROCOCCUS FAECALIS EN UN SISTEMA DE CONDUCTOS RADICULARES IN VITRO

con Ag-NP muchos productos de hidroxido de calcio tienen una actividad antifungica

limitada (129 130),

Los organismos y sus productos, incluidas las endotoxinas, provocan reacciones
inflamatorias graves en tejidos periapicales. La ubicacién del biofilm dentro del
sistema del conducto radicular del diente lo hace inaccesible para el sistema inmune
del huésped, mientras que los tubulos proporcionan proteccion fisica a los
medicamentos que se aplican tépicamente ('3"). Por otro lado, otra de las ventajas
que ofrecen las Ag-NP por su tamafio es que se pueden trasladar en regiones del
conducto radicular poco accesibles y penetrar en los tubulos dentinarios, mediante
el uso de laser o agitacion por el ultrasonido y con esto lograr una mayor eficacia

frente a E. faecalis (132),

Se han explorado diversas investigaciones tratando de potencializar el efecto
antibacteriano de las Ag-Np en el conducto radicular combinandolas con hidroxido
de calcio comercial en la cual se ha comprobado sus diferencias en cuanto a la
efectividad antibacteriana frente a E. faecalis, esta interaccion para modificar la
actividad antimicrobiana puede mejorar (efecto sinérgico) y en ocasiones disminuir
(efecto antagodnico) (195 107) De igual manera cuando se combina Ag-NP con
antibidticos, Por lo tanto, dichas interacciones de Ag-NP con los otros agentes
antimicrobianos deben optimizarse, de modo que la eficacia se mejore en lugar de

deteriorarse (129),

Comprobamos la efectividad de las Ag-NP (Argovit™), en tamafno como en
concentraciones pequenas en contra del E. faecalis. Esto representa un punto a
favor en cuanto a la toxicidad de estas particulas ya que se ha demostrado que
causan dafio minimo alguno a estas concentraciones y cada dia surgen mas
técnicas para su elaboracion que las hacen menos dafiinas al ser humano y al medio
ambiente, no obstante, los problemas de toxicidad con NP requieren una mayor
investigacién. Ya que las investigaciones que sefialan que las Ag-NP tienen baja
toxicidad se basan en estudios de cultivo celular que usan lineas celulares. Por lo
tanto, para un uso clinico se necesitan estudios en animales y humanos para

evaluar el perfil toxicolégico con mayor detalle.
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13.CONCLUSION

Al utilizar las nanoparticulas (Argovit™) como medicacion en un modelo
intraconducto, se comprueba la hipotesis de trabajo demostrando una accion
antimicrobiana frente a Enterococcus faecalis que fue equivalente a la presentada
por Ultracal XS®.

Debido a su tamanio las nanoparticulas pueden llegar a profundizar a sitios donde

se localizan las bacterias y otros medicamentos son incapaces de llegar.

Por otra parte, la nanoparticulas de plata tienen una ventaja ya que es poco
probable el desarrollo de resistencia de microbiana debido a su mecanismo de

accién y podrian ser una alternativa en aplicaciones en el campo endoddntico.

Estas nanoparticulas podrian ser wusadas para otorgarle propiedades
antimicrobianas a materiales endodonticos, permitiendo ser utilizadas en las

distintas etapas de la terapia.
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14.PERSPECTIVAS
1. Publicacién de un articulo JCR.
2. Estudiar la toxicidad del gel de Ag-NP en tejidos en cultivos celulares de
tabaco en suspension.

3. Investigar la incorporacién de Ag-NP a conos de gutapercha Figura 21.

Figura 21: Actividad antimicrobiana de cono de gutapercha comercial y cono de

gutapercha impregnado de Ag-NP sobre cepa de Enterococcus faecalis en medio sélido.
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16.ANEXOS
&3 CONACYT ;,}:i: BIONANOTECHNOLOGY

Red Internacional de Bionanotecnologia con Impacto en Biomedicina,

Alimentacién y Bioseguridad

CARTA DE COMPROMISO DE CONFIDENCIALIDAD

PRIMERA: Mantendré bajo reserva y no podré propagar, difundir o usar en beneficio
propio o de terceros la totalidad o parte de cualquier dato o informaciéon considerada
por la Red Internacional de Bionanotecnologia (RIB) como “informacion

confidencial”.

SEGUNDA: Asi mismo, la RIB desea mantener en secreto sus bases de datos e
informaciones propias de su trabajo, tales como métodos, Know how, resultados,
analisis de laboratorio, proyectos, actividades, proveedores, negocios, contratos,
asuntos de interés privado y otras actividades inherentes a sus actividades, de

desarrollo e innovaciéon, o comercial.

TERCERA: No podré apropiarme, revelar o utilizar el contenido del secreto de la
RIB descrito para él, para mi beneficio directo o indirecto o de terceros, excepto de

la RIB misma, salvo autorizacidn previa y por escrito de la RIB.

CUARTA: Este acuerdo tendra un término de vigencia exactamente igual a mi
permanencia como miembro de la RIB, mas 5 afios contados a partir de la fecha en
la cual el presente acuerdo haya expirado, a menos que la RIB acuerde por escrito
otra cosa conmigo. Adicionalmente, debo solicitar autorizacion de la RIB para hacer
uso de la informacion para cualquier fin, una vez termine el tiempo total estipulado

de duracion del presente acuerdo.

QUINTA: Toda la propiedad intelectual que se genere con informacion de la RIB,

tales como articulos, resumenes, tesis, trabajos deberan contar con un integrante
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de la red y un experto en nanomateriales del grupo de la RIB, para poder hacer
publicas dichas actividades..

En constancia de lo anterior, se firma, en la ciudad de Ensenada, B.C., a los 10
dias del mes de octubre del afio dos mil diecisiete.

Responsable RIB Miembro RIB

Dra. Nina Bogdanchikova
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