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Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto antibacteriano de nanoparticulas
de plata (Ag-Np) versus Clorhexidina (CHX) sobre Streptococcus mutans vy

Lactobacillus casei.

Material y métodos: para la sintesis de Ag-Np, se utilizaron por separado tres agentes
reductores distintos: Borohidruro de sodio, (NaBH,), Camellia sinensis (Cs) y
Heterotheca inuloides (Hi), siendo un método quimico y dos ecoamigables
respectivamente. Para la caracterizacidon, la substancia sintetizada se depositd en
dientes temporales para evaluar, mediante Microscopia Electrénica de Barrido (MEB),
su comportamiento con los diferentes tejidos dentales. Para caracterizar en cuanto a
forma, tamafio y polidispersion, las Ag-Np sintetizadas por los tres agentes, se realizo
un andlisis de Espectrofotometria de luz visible ultravioleta (Uv-Vis), asi como
Microscopia Electronica de Transmision (MET). Finalmente se realiz6 un analisis
microbiolégico mediante el aislamiento y cultivo de las cepas S. mutans y L. casei,
depositandose en cajas de Petri diferentes concentraciones de Ag-Np sintetizadas por
Hi, Ag-Np sintetizadas por Cs versus CHX, y se evalio su efecto antibacteriano

mediante el analisis de los halos de inhibicion.

Resultados: Mediante el andlisis de Uv-Vis y MET se determind que la sintesis con Hi
mostré Ag-Np mas pequefas, estables y en mayor cantidad. Mediante MEB se observo
una media de absorcién de plata a los tejidos propios del diente de 6.25%. Las

mayores zonas de inhibicibn fueron obtenidas a una dosis de 20ul de Ag-Np
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sintetizadas por Hi, en comparacion con CHX, siendo estadisticamente significativas

(p<0.05) para ambas cepas.

Discusién: La concentracion de 1x10° de Ag-Np (que contiene 10mg de plata) mostré
mayor efecto antibacteriano comparado con CHX al 2%, que contiene 20mg de
gluconato de CHX, lo que representa un efecto antibacteriano mayor a una dosis

minima.

Conclusiones: Ag-Np sintetizadas por reductores ecoamigables presentaron un efecto

antibacteriano mayor que CHX para ambas cepas.

e —
SARAI CARMINA GUADARRAMA REYES Pagina 7



EFECTO ANTIBACTERIANO DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA VERSUS CLORHEXIDINA SOBRE STREPTOCOCCUS
MUTANS Y LACTOBACILLUS CASEI

2.INTRODUCCION

SARAI CARMINA GUADARRAMA REYES Pagina 8



EFECTO ANTIBACTERIANO DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA VERSUS CLORHEXIDINA SOBRE STREPTOCOCCUS
MUTANS Y LACTOBACILLUS CASEI

INTRODUCCION

La salud es un derecho de los mexicanos y representa un bien estratégico para el
desarrollo del pais, por esto existen programas preventivos reorientados a la nueva
estrategia de Prevencion de la Enfermedad y Promocién de la Salud. Esta labor esta
relacionada en gran parte con el papel del Odontélogo, ya que en el informe sobre la
salud en el mundo 2002, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) expone que en la
mayor parte de los paises, algunos factores de riesgo son responsables de la carga
mundial de morbilidad, mortalidad y discapacidad por enfermedades cronicas y

bucales. !

La caries dental sigue siendo un problema de salud oral prevalente en la mayoria de
los paises industrializados, afectando entre el 60 y 90% de la poblacion escolar. Es
también la enfermedad bucal méas frecuente de varios paises asiaticos vy

latinoamericanos. ?

Es por esto que alrededor del mundo y en nuestro pais; se promueven y desarrollan
modelos de mejores practicas, para aumentar y mejorar el acceso a la salud bucal,
especialmente mediante acciones enfocadas a la poblacién infantil, pues de acuerdo a
algunos reportes acerca de su vulnerabilidad, los nifios se encuentran en mayor riesgo

de padecer esta enfermedad. °

A pesar de gue se procure por todos los medios la conservacion de la estructura dental
y al mismo tiempo, la eliminacién de los microorganismos que destruyen los tejidos
dentarios, es innegable que ninguna técnica restaurativa puede garantizar que sera
infalible, pues la cavidad bucal se encuentra colonizada por organismos vivos con
potencial altamente cariogénico, ademas de estar expuesta a diversos factores que

desequilibran la microflora bucal.

Tanto las técnicas de prevencion como las de rehabilitacion tienen el potencial de

proveer restauraciones efectivas, a una gran parte de la poblacién, * sin embargo traen
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consigo la creciente interrogante acerca de; ¢ qué tan protegido se encuentra el érgano

dentario contra los agentes del medio bucal?.

Desde hace algun tiempo, se ha utilizado de manera regular la Clorhexidina como
antiséptico en practicamente todas las areas de la odontologia debido a su efecto sobre
microorganismos Gram positivos y Gram negativos. >° Sin embargo CHX presenta un
periodo de substantividad limitado,” ademas de que se ha reportado que L. casei

muestra cierta resistencia a dicho agente. ®

Para solventar la problematica anterior, nos hemos interrogado acerca de la pertinencia
de utilizar materiales que ejerzan una accion antibacteriana mayor, mediante su
permanencia por un tiempo mas prolongado en la cavidad dental. Para esto,
consideramos necesaria la contribucién de la quimica y la ciencia de los materiales a
nivel nanométrico, mediante el uso de la nanotecnologia, la cual involucra la utilizacion
de materiales en el rango de 1-100nm para obtener propiedades Unicas y mejoradas,
diferentes al estado masico-volumétrico y que no se encuentran actualmente en ningun

material dental de uso convencional. °

La mayoria de los procesos naturales ocurren a un nivel nanométrico, por ello es que la
union de la biologia y la nanotecnologia, puede dirigirse a varios problemas médicos

llegando incluso a revolucionar el campo de la medicina y la salud. *°

Mediante la nanotecnologia se pretende, no sélo disponer de agentes antisépticos con
amplio espectro, sino que ademas, sean preparados en condiciones de biosintesis para

disminuir su toxicidad y el dafio al medio ambiente. **

Debido a lo planteado anteriormente, en el presente trabajo de investigacién se
presentan los resultados obtenidos a partir de un estudio experimental in vitro en el que
con la ayuda de la ciencia quimica se cre0 un agente antibacteriano a base de
nanoparticulas de plata, en condiciones ecoamigables y que reune las bondades de la
nanotecnologia; siendo el objetivo comparar dicha sustancia contra la Clorhexidina
para evaluar su efecto antibacteriano versus Streptococcus mutans y Lactobacillus

casei y con los datos obtenidos poder recomendar el uso de las nanoparticulas de plata
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en el area odontolégica y de esta manera contribuir con las necesidades de la

comunidad que ha sido afectada por la caries dental.
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3.1MICROBIOLOGIA DE LA CARIES DENTAL

La caries dental es una enfermedad multifactorial y una de las infecciones crénicas mas

comunes en el ser humang’ 1213141516

y representa un problema de salud publica en
muchas ciudades. ' Anteriormente se consideraba que su naturaleza no ponia en
riesgo la vida, por lo que su importancia llegdé a ser minimizada; sin embargo, la
progresion e inadecuado tratamiento de esta, pueden llevar a complicaciones mas
severas, ademas de que los costos econdmicos que implica han hecho que se

implementen programas dirigidos no sélo al tratamiento sino a la prevencion.

El concepto de una etiologia no especifica para el desarrollo de la caries dental, ha sido
reemplazado en afios recientes debido a una mejor comprensiéon de los diversos
factores que contribuyen a su desarrollo y a un conocimiento cada vez mas
especializado de la flora bacteriana. *° La Comision de Investigacion de la Asociacion
Dental Americana en su consenso publicado en 1939, explica que no sélo la ingesta de
azucares produce caries, sino que existen factores “directos e indirectos”. Asi mismo, la
teoria quimioparasitaria de la desmineralizacién de Miller, en donde la produccién de
acidos bacterianos provenia de organismos no identificados, fue dando paso a teorias
gue describian el proceso de la caries dental como resultado de la interaccion entre
comunidades de bacterias, sustrato, agente y tiempo (esquema de Keyes), mientras
gue los estudios de Fitzgerald demostraban que no se produce caries en ausencia de
bacterias. %°

La cavidad oral se encuentra colonizada por una diversa comunidad de bacterias. La
mayoria de las bacterias existentes en la boca, se presenta como agregados
complejos, conocidos como biofilm, biopelicula o pelicula dental, que se encuentra

adherida sobre la superficie de los dientes. #

La biopelicula se define como la poblacion o comunidad de bacterias, que viven en

estructuras organizadas, en una interfase entre el liquido y el sdlido. Las bacterias del

SARAI CARMINA GUADARRAMA REYES Pagina 13



EFECTO ANTIBACTERIANO DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA VERSUS CLORHEXIDINA SOBRE STREPTOCOCCUS
MUTANS Y LACTOBACILLUS CASEI

biofilm viven en microcolonias encapsuladas en una matriz de substancias poliméricas

extracelulares. °

Los estudios de Loesche y Von Houte en los afios 80, permitieron comprender que
existe un grupo de bacterias formadoras de placa, responsables de la instalacion y la
progresion de la caries; desde entonces se ha relacionado al grupo Streptococci no

® sino como los principales colonizadores de la

s6lo como una amenaza odontolitica, *
cavidad bucal, mientras que el grupo Lactobacilli es conocido por su instalacion
posterior. El grupo Streptococci es el primero en colonizar la superficie de la cavidad

oral y puede consistir en el 70% de las bacterias cultivables de la placa. ** ¢ 1821 22,23

24,25

3.1.1 Streptococcus mutans

En este apartado nos referiremos al Streptococcus mutans (S. mutans), conocido como
el mas importante odontopatégeno presente en la placa supragingival y el principal

agente etioldgico en la caries dental ** 618 21,26, 27,28

La virulencia de Streptococcus mutans ha sido ampliamente estudiada, encontramos
referencias explicando que coloniza al huésped s6lo después de que los primeros
dientes erupcionan Yy recientemente se ha reportado su presencia en la cavidad bucal

incluso antes de la erupcién dental. %

3.1.1.1 Transmision

El reservorio principal del cual los nifios adquieren S. mutans es su madre o la persona
que se encuentre a su cargo. " ?* La evidencia de este concepto proviene de varios
estudios clinicos en los que cepas de S. mutans aisladas de las madres y sus bebés
mostraron perfiles de bacteriocina similares y patrones de ADN o cromosomas

idénticos 1720 30. 31
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La adquisicién se produce durante un intervalo de edades distintas: una "ventana de
infectividad" o "periodo de ventana”, entre los 19 y 31 meses; en los que la proporcion
de Mutans Streptococci (MS) en nifios, aumenta de un 25% a un 75%. *° Una segunda
"ventana" puede aparecer entre las edades de 6 y 12 afios, con la erupcion de la
denticion permanente. Se ha descrito en algunas poblaciones, que el 42% de los nifios
de 5 afios, aun no ha sido colonizado por el grupo MS y que puede existir una
correlacion entre los nifios que no han sido colonizados o que lo hicieron tardiamente
(después de los 5 afios), con niveles méas bajos de caries. ?* 2. Se menciona que los
niveles de S. mutans en cavidad oral se relacionan con los niveles de caries en los
individuos, por lo que puede considerarse un factor predictivo o indicador del riesgo a

desarrollar caries. ** 3

3.1.1.2 Localizacion

El sitio preferido para la colonizacién es la superficie dental y se encuentra sobre todo
en la placa de las lesiones iniciales o “de mancha blanca”. ** ** ?° S. mutans se
encuentra principalmente en los sitios de retencion, tales como las lesiones de caries,

fosas, fisuras, asi como las superficies oclusales y proximales. 3% %3

3.1.1.3 Virulencia

Este microorganismo posee una variedad de mecanismos para colonizar la superficie
dental. ** ?° Los principales factores de virulencia asociados con su cariogenicidad

2 Cada una de estas

incluyen adhesion, acidogenicidad, y acidotolerancia.
propiedades trabaja coordinadamente para alterar la ecologia de la placa dental. La
flora cariogénica aumenta la magnitud de la caida en el pH (potencial de hidrogeno)
después de la fermentacion de hidratos de carbono provenientes de la dieta, dando

como resultado la desmineralizacion del esmalte.
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Una de las caracteristicas de Sm. es que sintetiza macromoléculas a partir de
sacarosa, lo que favorece su union a la superficie dental. Es un rapido productor de
4cido a partir de carbohidratos simples, incluyendo sacarosa. %° El mecanismo principal
para la adhesion de S. mutans es la produccion de glucano a partir de sacarosa por

medio de glucosil-transferasas (gtfs). %’

El metabolismo de la sacarosa es complejo, pero no hay duda de que la via principal
tiene que ver con el metabolismo energético y sus resultados, cuando la sacarosa en la

3236 an los

dieta es superior, en la produccién de Acido lactico. ** * Existen estudios
gue Streptococcus mutans ha sido asociado con lesiones en diversas superficies
dentales tanto en roedores como en humanos alimentados con sacarosa. No obstante,
en los animales libres de microorganismos, no se desarrolld caries a pesar del
consumo de sacarosa en la dieta, por lo que la caries es resultado de un proceso
infeccioso multifactorial y no de la sola presencia de microorganismos patégenos como

el mutans, ni exclusivo del consumo de carbohidratos. %°

Estos organismos sintetizan dextranos extracelulares de la sacarosa, y se ha postulado
gue los polimeros son responsables de la capacidad de estos Streptococci para formar

placas gelatinosas en las superficies de los dientes 3% %’

Se sabe que Streptococcus mutans contiene una via glicolitica y puede producir
lactato, formiato, acetato y etanol como productos de fermentacion.
La conversion de la sacarosa dietética a los polimeros es una propiedad cariogénica
importante *°. En particular, la produccién de glucano insoluble se ha demostrado que
aumenta enormemente la capacidad de estos organismos para colonizar las superficies

de los dientes. *°

La capacidad de las bacterias para sobrevivir y persistir en un medio ambiente
especifico, dependera de su plasticidad genética inherente, lo que determina su
capacidad para responder a las fluctuaciones de las condiciones ambientales locales;

las bacterias de la biopelicula son sometidas a muchas presiones ambientales,
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incluyendo la disponibilidad o la falta de nutrientes, pH acido, y la exposicion a los

acidos organicos.

3.1.1.4 Genotipo y fenotipo

De acuerdo con la clasificacién del Manual Bergey de Bacteriologia determinante, ** el
género Streptococcus incluye los grupos pidgenes, oralis, viridans, faecalis, salivarius,
mitis, sanguinis y lactis. Se ha clasificado en tres serotipos: C, E y F debido a la

diferente composicién quimica del serotipo especifico de polisacaridos.

Se ha encontrado que los sujetos con mayor actividad de caries presentan mas
genotipos que los individuos libres de caries, sin embargo, pocos estudios afirman que
existe una correlacion negativa entre la actividad de caries y la diversidad genotipica.
En estudios realizados en adultos jévenes, se encontraron de 7 a 8 genotipos,
especialmente en los que habian tenido experiencia previa de caries, mientras que en

los nifios se observa de 1 hasta 5 genotipos distintos. *" 2°

Las células son de forma esférica u ovoide, con 0.5 - 2.0 micras de diametro, que se
producen en pares o cadenas cuando se cultivan en medios liquidos, y son Gram
positivos. Su metabolismo es fermentativo, produce lactato, y no gas. Los miembros
del grupo Streptococci son catalasa-negativos y suelen atacar a las células rojas de la
sangre con B-hemodlisis. La temperatura optima de crecimiento es de 37° C. El grupo
MS constituye una poblacion importante en la cavidad oral, con diferentes especies
colonizando los nichos ecoldgicos de la boca. La diferenciacion entre los grupos
piégeno, oral y anaerdbico puede ser laboriosa, y se requiere mucha informacién para

la clasificacion. *?

Por otra parte, es sabido que algunos miembros del grupo no mutans Strepcocci
pueden llegar a atenuar la virulencia del S. mutans e incluso ser un factor protector. No

se encuentran datos que afirmen un papel causante de caries por parte del S.
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sanguinis o salivarius, de hecho, algunos datos sugieren una relacion inversa entre la

presencia de sanguinis y mutans. %’

Es importante conocer, ademas de los agentes iniciadores de la caries, a aquellos que
de manera secundaria contribuyen al avance de las lesiones. Mientras que en la ultima
mitad del siglo pasado los investigadores dieron gran importancia al grupo MS, en los
inicios de este siglo XXI la mayoria de las investigaciones se enfocaron al mejor

conocimiento del grupo Lactobacilli. *3

3.1.2 Lactobacillus casei

Mientras que S. mutans desempefia un papel importante en el inicio de la caries dental,
el grupo Lactobacilli, se considera importante invasor secundario, pues contribuye a la
progresién de la caries. ' 2 27 32 43 E| género Lactobacillus incluye mas de 80
especies, su taxonomia no es sencilla, debido a que existen muchos bacilos Gram

positivos agrupados bajo el mismo nombre. % 44

3.1.2.1 Transmision

Se ha reportado que estos microorganismos no se encuentran presentes al momento
del nacimiento, ya que se transmiten en los primeros afios de vida. Existen reportes en
donde se muestra una clara relacion entre los niveles de Lactobacillus en saliva y la
presencia de caries dental, lo que lleva a pensar que se transmiten entre individuos
cercanos. '° Sin embargo, y de manera transitoria, pueden encontrarse en la cavidad

bucal atin antes de la erupcion dental. 2°
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3.1.2.2 Localizacion

De manera preferencial colonizan el dorso de la lengua y se transmiten hacia la saliva a
través del desprendimiento del epitelio, encontrandose comunmente en lesiones
establecidas. Su localizacion depende del tamafio de las cavidades, por lo que se
encuentran en cavidades que van de medianas a grandes, ademas en las raices y en
lesiones dentinales asociadas con pulpitis. Las fosas y fisuras, asi como los terceros
molares parcialmente erupcionados, proporcionan un lugar retentivo favorable para su

crecimiento. %°

Conforme la caries progresa hacia la dentina, el microambiente es selectivo para

organismos aciduricos como el grupo Lactobacilli. *

3.1.2.3 Virulencia

Este grupo es altamente acidogénico a partir de carbohidratos y es acido tolerante.
Algunos datos muestran que tienen la habilidad de colonizar lesiones cuando existe la
colonizacion previa del grupo MS como el S. sobrinus, por lo que no son requisito para
el desarrollo inicial de caries pero pueden contribuir potencialmente a la
desmineralizacion dental una vez que las lesiones se establecen tanto en corona como

en raiz. %°

3.1.2.4 Genotipo y fenotipo

Los Lactobacilli orales son: acidophillus, salivarius, plantarum, fermentum, cellobiosus,
brevis, buchneri y casei, siendo el producto estricto final de la fermentacion de
carbohidratos el &cido lactico. Existen también diversas especies de L. casei, se sabe
gue son Gram positivos, anaerobios facultativos, no moéviles y no formadores de

esporas, con forma de bastén, con un tamafio de 0.7 - 1.1 x 2.0 - 4.0 micrometros. Al
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igual que otras bacterias de acido lactico, L. casei es acido tolerante, no puede
sintetizar porfirinas y forma parte del grupo de especies facultativas que producen acido

lactico a partir de azlcares de hexosa. *

Una vez que se ha identificado el mecanismo de accion de los principales
microorganismos responsables del proceso de la caries dental y como parte del
esfuerzo para brindar un tratamiento acertado y oportuno, es necesario conocer
algunas de las principales sustancias que pueden contribuir al manejo adecuado de los

microorganismos cariogénicos.

3.2 PRINCIPALES SUSTANCIAS ANTIBACTERIANAS DE USO

ODONTOLOGICO

En la actualidad existen sustancias antisépticas que permiten brindarle al operador una
alternativa de tratamiento para combatir o eliminar, en lo posible, los microorganismos
gue colonizan la cavidad bucal y atacan al 6rgano dentario. Un ejemplo de lo anterior
es la Clorhexidina, actualmente muy utilizada en el campo de la odontologia.

3.2.1 Antecedentes de la Clorhexidina

Cerca de 1940, algunos cientificos buscaban desarrollar un agente que combatiera la
malaria, formulado a partir de un grupo de compuestos llamados poliguanidas que
habian demostrado un amplio espectro antibacteriano. La Clorhexidina (CHX) fue
entonces desarrollada por las Industrias Quimicas Imperiales de Inglaterra. Mas tarde
Davis et al, en 1954, realizaron un estudio en poliguanidas, encontrando que ciertas
bisbiguanidas poseian un espectro antibacteriano amplio. Debido a una variacion
estructural, ellos se aproximaron a este agente con propiedades bacteriostaticas y

bactericidas, un detergente cationico sintético, referido como la Clorhexidina. & #° 44
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Utilizado desde 1957 en Estados Unidos, este desinfectante alcanzé su auge de uso
hacia 1970. * “® Aproximadamente desde 1988 se ha utilizado en Europa. ° La primera
investigacion realizada sobre CHX fue en 1969, pero el estudio definitivo fue realizado
por Loe y Schiott, el cual mostr6é que al realizar enjuagues bucales por 60 segundos, a
una dosis del 0.2%, se inhibia el crecimiento de placa dentobacteriana y la formacion
de gingivitis. 4" 4

La Clorhexidina (CHX) ha sido reconocida como el mas efectivo compuesto quimico
para el control de la placa dentobacteriana. *” °* > %% %3 pgsee un amplio espectro
antiséptico con efecto antimicrobiano sobre bacterias Gram negativas y Gram positivas,
% 6,47, 4849 nor |o que desde hace mas de tres décadas es considerada como el

“estandar de oro” en la practica odontolégica. 4" 48 % 34

3.2.1.1 Composicion quimica y mecanismo de accion

HN NH
HN.  »—NH HN—<  NH
NH HN

HN NH

Cl Cl

Figura 1. Formula condensada para CHX

La formula molecular para CHX es: C2,H3z0Cl2N1g

El gluconato de Clorhexidina es una sustancia aniénica, >> que pertenece al grupo de

las biguanidas. Esta molécula es soluble en agua y en alcohol, o que aumenta su
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efectividad. Una biguanida es un farmaco que reduce la glucogendlisis. Clorhexidina es

un inhibidor de la proteasa. 4" >3

La Clorhexidina es una molécula catiénica simétrica que consta de dos anillos de 4-
clorofenil y dos grupos biguéanidos unidos por un anillo central de hexatemileno. Es una
base fuerte y es mas estable en forma de sales. La preparacion mas comun es la sal

de digluconato por su alta solubilidad en agua. *"*°

Su persistencia en la superficie dental y en las mucosas orales se atribuye a la
naturaleza dicationica de su molécula. Posee una parte hidrofilica y una hidrofobica,
que son responsables de su eficiencia. & " %0 %2

El hexano 4-clorofenil-diguano es un detergente cationico sintético, usualmente llamado

Clorhexidina. %’

Respecto al mecanismo de accion, la eficiencia quimica de CHX se debe a su
liberacion y disponibilidad en el sitio de accion, durante un tiempo considerable, lo que
se conoce como periodo de substantividad. > *” *° La substantividad es definida como
la habilidad del agente para adherirse al tejido dental duro y a tejidos blandos, para
luego ser liberada hacia los fluidos orales, durante varias horas y/o dias, manteniendo

su potencial de accion. >4’

La substantividad de CHX en la hidroxiapatita de la dentina ocurre por la formacion de
una sal de fosfato y la unién con la colagena tipo 1, ademas las glicoproteinas salivales
tienen un papel primordial en la retencién. *° El efecto inhibitorio de CHX en la

formacion de Acidos en la placa, reduce el crecimiento bacteriano en la biopelicula. **
51

La naturaleza dicationica de CHX, como se mencion0 anteriormente, esta relacionada
con la accion antibacteriana y la substantividad. CHX es una bisbiguanida cargada
positivamente, lo que le permite adsorberse a lugares cargados negativamente como la
membrana mucosa, y a varios componentes de la biopelicula en la superficie dental

como son: las bacterias, polisacaridos extracelulares y glicoproteinas. Debido a su
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carga dicationica es posible que uno de sus extremos se adhiera a la superficie dental y
el otro permanece disponible para interactuar con la membrana bacteriana cuando el
microorganismo se aproxime a la superficie dental, logrando asi un periodo de
substantividad ma6 prolongado. *°*°

Por lo anterior podemos explicar el mecanismo de accion bacteriostatico y bactericida
gue ejerce CHX sobre las bacterias cariogénicas. Se sabe que la célula bacteriana esta
cargada negativamente, por lo que la molécula cationica de CHX es atraida
rapidamente por la carga negativa de la superficie celular de la bacteria con absorcion
a los compuestos fosfatos. Esto altera la integridad de la membrana celular bacteriana
y CHX es atraida al interior de la membrana, adhiriéndose a fosfolipidos y aumentando
la permeabilidad de la membrana, permitiendo asi, que fluyan compuestos moleculares
de bajo peso como los iones potasio. La carga positiva de la molécula y la carga
negativa de los grupos fosfato en la pared celular bacteriana, le permite a CHX penetrar
en el interior de la bacteria actuando como detergente con efectos toxicos. En este
momento, el dafio es reversible (accidén bacteriostatica) mientras que al aumentar la
dosis, el dafio producido sobre la membrana es mayor ya que el fluir de los
componentes de bajo peso molecular, origina una coagulacién y precipitacion del
citoplasma por la formacion de complejos fosfatados como adenosin trifosfato y acidos

nucleicos, llegando finalmente a un estado irreversible (accién bactericida). * & 47 4% 50

51, 55

3.2.1.4 Principales usos

Podemos mencionar los usos especificos que, desde hace mas de tres décadas, la
Clorhexidina ha demostrado en diversas areas de la practica odontolégica. Entre los
mMAas comunes a corto término, se encuentra su uso en la endodoncia para la irrigacion
de conductos radiculares con accion lubricante y antibacteriana, especialmente contra

Enterococcus faecalis. 4" > %% %7

En el area de la periodontologia actia como coadyuvante en el tratamiento de la

gingivitis y la enfermedad periodontal mediante la inhibicién de los microorganismos
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que forman la placa dentobacteriana. Puede coadyuvar en el tratamiento de lesiones

ulcerativas recurrentes. 4> 47 48 49,50, 51,52, 54,56

Es importante mencionar su efecto postquirdrgico al término de tratamientos de

diversas cirugias bucales y maxilofaciales asi como postextracciones dentales. " “®

Entre los usos a mediano término podemos destacar su ayuda para mantener la salud
gingival en los pacientes discapacitados. Es de suma utilidad en individuos
médicamente comprometidos con predisposicién a desarrollar infecciones. Mientras
que ha sido benéfica en pacientes con un alto riesgo a caries o portadores de

aparatologia ortoddntica, asi como de implantes. *" 8

Las aplicaciones a largo término pueden incluir a pacientes cuya patologia sistémica
les predispone a desarrollar infecciones que comprometan su estado general de salud;
un ejemplo de ello son los pacientes que cursan con agranulocitosis, leucemia,
hemofilia, trombocitopenia, enfermedades renales, alergias, transplantes, pacientes
con candidiasis o virus de inmudeficiencia adquirida. Pacientes que son sometidos a
radio y quimioterapias y a drogas inmunosupresivas. Ademas es Util en pacientes

postraumaticos con fijacién intermaxilar y en pacientes geriatricos. "

3.2.1.5 Ventajas y desventajas

La principal propiedad que posee la CHX es la substantividad, ya que el gluconato de
Clorhexidina es adsorbido por la hidroxiapatita de la superficie dental y de las proteinas
salivales y es subsecuentemente liberado cuando disminuye la cantidad del mismo en
el medio bucal, sin embargo su periodo es limitado. > & 4% 47: 49, 51.56.57

Dentro de las principales ventajas, ya anteriormente descritas en este trabajo, se
encuentra la disminucién de la progresiéon de la gingivitis, pues CHX retrasa la
formacion de la placa dentobacteriana; sin embrago no es util en placa dental ya

instalada o madura. 4" %% 5% 5456
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Otra de las ventajas es la irrigacion intraconducto para la prevencion de reinfecciones
como la periodontitis apical. Las bacterias como el Enterococcus faecalis pueden
persistir dentro del sistema de conductos radiculares y provocar el fracaso de los
tratamientos de endodoncia, mientras que S. mutans ha mostrado ser sensible a este
agente. Algunos reportes indican que las raices tratadas con Clorhexidina parecen

adquirir sustantividad antimicrobiana desde 7 dias, 21 dias y hasta 22 semanas. > " %

55, 56, 57

Debido a la variedad de sus presentaciones (gel, barniz, spray, colutorio y pasta) puede
aplicarse en sitios predilectos para el desarrollo de caries y con diferentes propésitos,

sin embargo cada uso conlleva diferentes riesgos perjudiciales para la salud. 4>’

A pesar de lo anterior, paraddjicamente, dos de las propiedades de CHX, como la
substantividad y su accion antiplaca, forman parte de algunas de sus principales
desventajas, ya que el periodo de substantividad, de acuerdo a los reportes se limita
tan so6lo a 7 dias, aunque en estudios recientes se ha encontrado una duracion de
hasta 21 dias, por lo que este agente tiene un efecto limitado. °® *’ Por otra parte CHX
ha demostrado que no remueve la placa dentobacteriana establecida o0 madura y los
estudios reportan que para que sea realmente efectiva en el tratamiento de pacientes
gue cursan con gingivitis y/o enfermedad periodontal, es necesario realizar primero
profilaxis y detartrajes en el consultorio dental. #7254 6

En endodoncia se recomienda el uso cuidadoso de CHX como solucion irrigadora,
evitando su salida al periapice, ya que puede reducir la adhesiéon de los macréfagos
modulando los mecanismos de reparacidbn y las reacciones inflamatorias e
inmunolégicas a nivel de los tejidos periradiculares. Los macrofagos juegan un papel
esencial en la respuesta inmunolégica del huésped ante el proceso infeccioso e

inflamatorio. °’

Ademas, la Clorhexidina ha probado no ser una barrera tan efectiva a largo plazo,

debido a que difunde a través de los canales de dentina, dejando una cavidad vacia,
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ademas de que debe cambiarse constantemente y debido a que es radiollcida, se
vuelve dificil su evaluacion radiogréfica. °

Los efectos adversos mas comunes del uso prolongado de CHX son: la afectacion de
las papilas gustativas fungiformes y el cambio en la percepcion de algunos alimentos,

especialmente los salados, *®

se presentan comunmente manchas amarillas o cafés en
los dientes, en la lengua o en dentaduras. *° Se ha reportado dolor en garganta, asi
como irritacién y dolor en la lengua. *° En pocos casos se presenta inflamacién de la
glandula parétida durante el uso de colutorios, ya que se crea una presion negativa en
el conducto glandular y aspiracién de CHX. *°> En un estudio realizado en veteranos de
guerra sometidos a tratamiento con CHX por problemas periodontales se encontrd que

el 7.1 por ciento de los pacientes presentaban sibilancias y dificultad para respirar. *®

Por otra parte, CHX reacciona con surfactantes anionicos, como el sulfato lauril de
sodio presente en algunos dentifricos, reduciendo asi la efectividad del agente.
Ademas tiene poco efecto sobre la prevencion de caries, si durante el proceso de

remineralizacién se encuentra expuesta a una alta concentracion de fluoruro. >*

Recientemente se encuentran reportes acerca del dafio epitelial a las células de la

mucosa oral, aunque no se han reportado efectos carcinogénicos o teratogénicos. >*

Algunos estudios sugieren que la Clorhexidina tiene efectos toxicos sobre células
humanas y tejido de granulacion. Concentraciones de CHX inferiores a las utilizadas en
odontologia han reportado causar dafio celular, muerte celular y la inhibicion de la

sintesis de proteinas en cultivos de fibroblastos humanos. >

Probablemente una de las desventajas que mas nos atafie es la relativa resistencia de
microorganismos que producen lactato y que juegan un papel primordial en el proceso
cariogénico, como L. casei. Mientras que algunos reportes de pacientes tratados con

CHX mostraron que S. mutans prolifera y recoloniza la denticion. & °

Lo planteado anteriormente, conlleva a reflexionar acerca de la necesidad de utilizar

agentes antisépticos orales mas especializados, cuyo periodo de accién sea
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prolongado y que procure, en la medida de lo posible, incorporar agentes quimicos que
eviten dafar severamente la salud del individuo. Se requieren sustancias que actuen
Unicamente sobre el microorganismo cariogénico y no se liberen a otros tejidos. A
pesar de las bondades de la Clorhexidina, es innegable que al perderse la restauracién
o al entrar nuevamente la saliva en la corona o canales radiculares, se producira

reincidencia de la lesién cariosa.

Recientemente la ciencia quimica nos ha permitido establecer un puente de unién con
la odontologia para trabajar, de manera conjunta, en el desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos que ejerzan accion incluso a un nivel no perceptible por el ojo humano,

para ello podriamos contar con la tecnologia de nanoparticulas.

3.3 INTRODUCCION A LA NANOTECNOLOGIA

El prefijo “nano”, en la palabra nanotecnologia, deriva del término Griego que significa
‘pequefio”. Un nandmetro equivale a la milmillonésima parte de un metro, o
millonésima parte de un milimetro. Un nanémetro se representa como 1nm igual a
0.000 000 001 0 1x10° m. %% *°

Para comprender de una manera mas clara la dimension de un nanémetro, es posible
visualizar que su tamafio puede compararse con el ancho de 6 &tomos de carbono o 10
moléculas de agua. Un cabello humano mide aproximadamente 80,000nm de ancho,
mientras que una célula roja sanguinea mide aproximadamente 7,000nm de anchura.
Los atomos son mas pequefios que un nandmetro. Algunas moléculas, incluyendo las

proteinas, se encuentran en el rango de un milimetro de largo. *°
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Figura 2. Escala demostrativa de dimensiones.

La nanociencia es la disciplina encargada de imaginar, fabricar y manipular materiales

que tengan, al menos en una de sus dimensiones, un tamafio entre 1 y 100nm. *°

La nanotecnologia puede definirse como la ciencia y la ingenieria involucradas en el
disefio, sintesis, caracterizacion y aplicacion de materiales y aparatos, cuya
organizacion funcional mas pequefia, al menos en una dimension, se encuentra a

escala nanométrica. & >°

La nanociencia consiste en la capacidad de controlar &tomos y moléculas para formar
nuevas estructuras, nuevas moléculas y nuevos materiales de acuerdo con nuestras
necesidades especificas, a escalas de tamafio mil millones mas pequefias que las que
observamos a simple vista. Mediante la nanotecnologia es posible desarrollar nuevos
materiales y aparatos con precision atomica. Los materiales a nanoescala (en el rango
de 1 a 100nm) permiten obtener propiedades Unicas y mejoradas, diferentes al nivel

masico volumétrico. ° 60 61, 62,63, 64,65

El término “nanotecnologia” fue introducido formalmente por el profesor Norio Taniguchi
de la Universidad de Ciencias de Tokio en un articulo publicado en 1974, titulado, “En
el concepto basico de la nanotecnologia”. El propdsito de utilizar este término fue el
describir un “mundo pequeno” en el que las cosas sean medidas en nanémetros.

Desde entonces ha progresado hacia el punto en el que el uso del término es
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relativamente comun, pero no completamente comprendido o del todo madurado. ¥ >
64

Ya que la nanotecnologia se basa en el uso de materiales a nivel atbmico para
alcanzar propiedades Unicas, que a su vez puedan ser manipuladas para la aplicacién
deseada, se debe tener en cuenta que muchos de los procesos bioldgicos toman lugar
a nivel de la escala nanométrica y es posible aplicar la nanotecnologia para

revolucionar el campo de la medicina. *°

Para comprender el modo en el que las ciencias a nanoescala pueden revolucionar el
presente y mejorar el futuro de nuestra sociedad, es necesario regresar los pasos hacia

el conocimiento de sus origenes.
3.3.1 Antecedentes de la nanociencia y la nanotecnologia

La nanotecnologia es considerada en el siglo XXI como una tecnologia actual, basada
en su potencial econémico y cientifico. ®* Mientras que la palabra nanotecnologia es
relativamente nueva, la existencia de estructuras con dimensiones nanomeétricas, no lo
es; de hecho tales estructuras han existido en la tierra desde que la vida misma ha
existido. Los caparazones de algunos moluscos son un ejemplo de que una estructura
puede ser mucho mas fuerte por estar fabricada de nanoparticulas (carbonato de calcio
colocado en bloques unidos por un pegamento a base de una mezcla de carbohidratos

y protefnas). °®

No es del todo claro cuando comenzé la humanidad a hacer uso de los materiales de
tamafio nanométrico, sin embargo, se sabe que en el siglo IV, en la antigua Roma, los
fabricantes de vidrio elaboraban estructuras que contenian materiales a nanoescala,
prueba de ello es la copa Lycurgus que se encuentra en el museo Britanico en Londres,
la cual estad hecha de cal de vidrio con nanoparticulas de oro y plata. El color de esta

copa cambia de verde a rojo intenso cuando se coloca una fuente de luz junto a ella.
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Otro ejemplo de los primeros acercamientos de la humanidad con esta ciencia, son los
vitrales de las catedrales medievales, pues la gran variedad de sus hermosos colores,

es debido a la presencia de particulas metalicas en el vidrio. >

En afios recientes, gracias al trabajo de cientificos, como el quimico Robert Boyle, se
habla ya de la importancia de los clusters (conglomerados), reconocida en su obra
“Quimica escéptica” publicada en 1661. En ella critica la creencia de Aristoteles que
afirmaba que “la materia estda compuesta de 4 elementos: tierra, fuego, agua y aire”, él
sugiere que existen diminutas particulas de materia combinadas para formar lo que él

llama corpusculos, refiriéndose a los que se conoce hoy como clusters. % 8

En relacion a la historia de la fotografia, podemos mencionar que en los siglos XVIII y
XIX se produjeron nanoparticulas sensibles a la luz, ya que la luz influia en ellas para
producir imagenes. Los cientificos britanicos Thomas Wegdewood y Sir Humprey Davy
utilizaron nitrato de plata y cloruro para la producciéon de imagenes, sin embargo éstas
no eran permanentes. En 1861 se produjo la primera fotografia a color y en 1883 se
fundo la corporacién Kodak, que produjo las primeras peliculas sobre papel con una

emulsién que contenia haluros de plata. % %

En 1857 Michael Faraday public6 su documento “Transacciones filoséficas de la
sociedad real”, que intentaba explicar como las particulas metélicas afectaban el color
de las ventanas de las iglesias. Gustav Mie fue el primero en dar una explicacion

respecto a que el color de los vidrios dependia del tamafio y la clase de los metales. °®
67

El término nanotecnologia fue difundido por el ganador del premio nobel de fisica
Richard Feynman en 1965 cuando present0 su autobiografia titulada “Seguramente
usted estd bromeando sefior Feynman”. En 1960 present6 lo que llamaron una lectura
profética en la reunién de la sociedad americana de fisica, titulada “hay mucho lugar en
el fondo”, aqui él especulaba acerca de la posibilidad y el potencial de materiales de

tamafio nanométrico. El propuso manipular los &tomos individuales para crear nuevas y
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pequeias estructuras con diferentes propiedades, estas ideas son ahora una realidad
en la ciencia con el uso de los microscopios de barrido y los circuitos que pueden
utilizarse en computadoras mas poderosas. A pesar de que la mayoria de estas
especulaciones se han convertido en realidad, él quiso presentar su libro de una
manera poco seria quiza porque “era tan visionario que no se conecté con la gente
hasta que la tecnologia los alcanz6”. Otro cientifico visionario, Ralph Landauer, en
1957 contribuy6 con IBM desarrollando componentes electronicos a nanoescala y, a
partir de ese momento, la nanotecnologia ha ido creciendo gracias a los avances de la
electronica. Es por esto que en épocas mas recientes, cerca de 1996, las agencias
gubernamentales dirigidas por la Fundacion Nacional de Ciencias apoyaron el estudio y

evaluacién de la investigacién en nanociencia y nanotecnologia. 8> ¢4

En Estados Unidos el extenso interés en esta area data desde 1996 a 1998, cuando el
Centro de Evaluacién y Tecnologia Mundial, (conocido por sus siglas en Inglés como
WTEC) creado por la Fundacién Nacional de Ciencias y otras agencias federales,
impulsé a nivel mundial el estudio y desarrollo en nanotecnologia, con el propésito de
evaluar su potencial para la innovacién tecnoldgica. El estudio concluyé que la
nanotecnologia tiene un enorme potencial para contribuir en avances significativos en

una diversidad de &reas tecnoldgicas. % 8

En afios recientes la nanotecnologia se ha convertido en uno de los mas importantes
campos en la ciencias fisica, quimica, ingenieria y biologia, pues representa una gran
promesa en el futuro cercano, que cambie la direccion de los avances tecnolégicos en

un sin nimero de aplicaciones. 8 % €0.69.70.71, 72

A partir del afio 2000 los avances en nanotecnologia han ido en aumento en diversas
areas, gran parte de esto se debe a las atinadas visiones de Feynman, quien
correctamente apunt6 a que los sistemas biolégicos experimentarian una gran variedad
de avances mediante la fabricacion de aparatos nanomeétricos para mejorar, en lo

posible, la calidad de vida % 839 64.69
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3.3.1.2. Principales usos y aplicaciones de la nanotecnologia

Las propiedades innovadoras de los nanomateriales representan una gran promesa
para los avances tecnoldgicos en practicamente todas las areas. ®° Estos avances van
desde la produccidén de materiales mas livianos pero mas resistentes, hasta aumentar
la capacidad de almacenamiento de cintas magnéticas y tener “switches” mas rapidos
para computadoras, utilizar descontaminantes para el agua, mejorar las tecnologias de
comunicacion, contribuir a la mejora en la fabricacion de cualquier estructura en
robdtica, por mencionar algunas de sus mas relevantes aplicaciones. Es por ello que
esta ciencia ha encontrado su rapido avance en areas como la electrénica, la quimica,

la biotecnologia, la bioanalitica y otras industrias. & % 63.64.70.71

La nanotecnologia se encuentra en constante avance y expansion en el area de la
investigacion, la cual ha dado ya una gran variedad de productos comerciales que se
encuentran actualmente disponibles en cosméticos, lociones bronceadoras, pinturas,
llantas de automoviles, limpiadores de vidrios, ropa interior, electrodomésticos y
repelentes antimicrobianos. De acuerdo al proyecto “nanotecnologia emergente” del
2008, el numero de productos que contenian nanoparticulas, en el mercado excedia de
800 y con un réapido crecimiento. En el inventario “productos nanotecnoldgicos
consumibles”, el elemento mas comunmente mencionado en la descripcion de
producto, fue el carbon, incluyendo los nanotubos. El segundo elemento mas
referenciado fue la plata, utilizada como aditivo antimicrobiano en detergentes,
alimentos y ropa interior. Otros elementos como el diéxido de titanio y 6xido de zinc
fueron encontrados en productos de cuidado personal, como las pastas dentales,

productos de belleza y bloqueadores solares, asi como en textiles. °% 6% 63:69.73.74.75,76

Es posible mencionar que una de las areas que mas nos atafie, en donde la
nanotecnologia esta impactando positivamente a una parte importante de la industria
dedicada al cuidado de la salud, es la nanomedicina, que representa uno de los mas

importantes retos que enfrentamos en estas Ultimas décadas. 2> °" 872
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Se dice que la nanotecnologia es empleada actualmente como una herramienta para

10

explorar “los caminos mas obscuros de las ciencias médicas” Mediante la

nanomedicina y la participacion de ciencias como la biologia, fisica, quimica, ciencias

% es posible llegar a la implantacién de

de los materiales y la ingenieria mecanica,
nanoestructuras en partes internas del cuerpo humano y mediante tomografias poder
obtener in vivo imagenes que proporcionen diagnosticos oportunos y mas precisos
acerca de diversas patologias. *° Resulta también de suma importancia que mediante
la bioingenieria, es posible crear aparatos y estructuras biolégicas con componentes

nanométricos que sean biocompatibles. "

Por otra parte, ha sido posible la creacion de un sistema de “nanotransportacién”, que
funciona a través de “nanosensores” que llevan mensajes de una célula a otra e incluso
pueden alterar los contenidos de ADN en las bacterias. > " " Ademas es posible la
liberacion de medicamentos de manera mas efectiva y prolongada en los tejidos
especificos, asi como acortar el tiempo en depositar medicamentos nanoestructurados

59, 69

o lograr una aplicacion de vacunas y antigenos al sistema circulatorio. Quiza una

de las mayores aportaciones de la nanomedicina ha sido el crear un sistema cuya

accion en los genes permita el tratamiento de diversos tipos de cancer. % 707376

La quimioterapia se ha vuelto un componente integral en el tratamiento de la mayoria
de trastornos oncolégicos, a pesar de 30 afios de esfuerzo en el descubrimiento de
farmacos oncoldgicos, los agentes quimioterapeuticos convencionales aun exhiben
poca especificidad en la busqueda de tejidos tumorales y a menudo estan restringidos
por las “dosis-limite” toxicas. Debido a lo anterior, ha crecido el interés en desarrollar
vehiculos a nanoescala capaces de lograr un depdsito controlado del farmaco, dentro
de las células cancerigenas mediante vehiculos poliméricos con particulas desde 50nm

que encapsulan el medicamento y pueden liberarlo de una manera predeterminada. >*
69, 75, 76

Para aquellos acostumbrados a un mundo macroscopico, en el que los objetos puedan

sostenerse en la mano y ser vistos por el ojo humano, el prefijo “nano” describe areas
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actuales de investigacion y desarrollo en donde las fuerzas electrostéticas juegan un
importante papel. Esta es un area en donde la “vieja” y la “nueva” electrostatica se
unen gracias a la existencia de particulas de tamafio nanométrico, llamadas

nanoparticulas. *

3.3.2 Nanoparticulas de plata (Np-AQ)

En afos recientes ha crecido el interés en la preparaciéon y el estudio de las
nanoparticulas, las cuales pueden formarse a partir de diferentes metales y tener

diversas aplicaciones. "2

Las nanoparticulas de plata (Np-Ag) son ampliamente utilizadas en las ciencias
médicas. Son materiales nanoestructurados cuya base son las sales de plata **> . El
efecto antibacteriano de las sales de plata es conocido desde la antigiedad y
actualmente la plata esta siendo utilizada para inhibir el crecimiento bacteriano en una

variedad de aplicaciones, incluyendo la odontologia. >

Las propiedades medicinales de la plata han sido conocidas desde hace 2000 afios. La
antigua civilizacibn Greco-Romana utilizaba vasos de plata para mantener el agua
potable. Desde el siglo XIX los compuestos a base de plata han sido ampliamente
utilizados como agentes antibacterianos, especialmente para el tratamiento de

quemaduras y heridas. ' 7® 7" 78

Es debido a su propiedad antimicrobiana que las nanoparticulas de plata se han
incorporado a los productos médicos como vendajes, suplementos alimenticios,
catéteres, y en el area de la odontologia se utilizan en pastas, cementos e implantes

dentales. 7" 78

La “nanoodontologia” ha hecho posible mantener la salud oral mediante el uso de

nanomateriales, nanobiotecnologia y nanorobdtica; a través de esto es posible inducir
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anestesia local mediante una suspension coloidal que contenga millones de nanorobots
analgésicos y particulas que pueden instalarse en la encia y una vez en contacto con la
mucosa migren hacia la corona dental, alcanzando la dentina y eliminando la
sintomatologia dolorosa (los nanorobots entran a los tubulos dentinarios que miden de

1 a 4 um de didmetro). 59, 79, 80

Otra de las areas en las cuales es posible utilizar nanorobots es en la ortodoncia, en
donde manipulando los tejidos periodontales, gracias a los nanorobots, es posible
realizar movimientos correctivos indoloros en minutos u horas. Quizd una de las
funciones mas relevantes a la cual puede contribuir la nanoodontologia, es el
tratamiento de la hipersensibilidad dental;, esto es posible mediante nanorobots
reconstructivos que ocluyen tubulos dentinarios especificos en tan solo minutos,
ofreciéndole al paciente una cura permanente. > 8! En cuanto a la estética, es posible
reemplazar las capas de esmalte perdidas, mediante su union covalente con materiales
artificiales como zafiro, o diamante, que poseen de 20 a 100 veces mayor dureza que

la estructura del esmalte dental natural. > &

Por ultimo se ha reportado el empleo de nanorobots que se establecen en la cavidad
bucal liberando enjuague o pasta dental en la encia, al menos una vez al dia,

metabolizando la materia organica y realizando un debridamiento del célculo dental. &

3.3.2.1 Propiedades y mecanismo de accién de Np-Ag

Se han realizado esfuerzos para explorar las propiedades de las nanoparticulas
utilizando microscopia electrénica, la cual ha revelado que la reducciéon en su tamafio
es una forma eficiente de proporcionar estabilidad y mejorar su efecto antibacteriano.
Otra de las propiedades importantes es que las Np-Ag poseen caracteristicas fisicas,
eléctricas, Opticas y alta conductividad eléctrica y térmica; propiedades que estan

aumentadas en comparacién con particulas de mayor tamafio. 1% 6% 63.64.71. 76, 78,83
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Al evaluar sus propiedades utilizando microscopio electronico, se ha revelado una
interaccidn entre nanoparticulas y bacterias. Se sabe que ejercen un efecto
antimicrobiano sobre Gram+ y Gram-, produciendo lisis en los péptidos de la

membrana de los microorganismos. 0% 74.76.83

El mecanismo de accion de las Np-Ag sobre las bacterias aun no es del todo
comprendido. Existen reportes que sugieren que el efecto bactericida es debido a una
atraccion electrostatica entre la carga negativa de las células bacterianas y la carga
positiva de las Np-Ag. Se cree que su alta afinidad por los grupos sulfuros o fosféricos
de la membrana celular es la clave para la propiedad bactericida, seguido ademas de la
liberacion de iones plata que contribuye a la actividad antimicrobiana. Las
nanoparticulas de plata se unen a la superficie de la membrana celular, interfiriendo en
sus actividades principales; permeabilidad y respiracién. La bacteria pierde la

capacidad de replicacién de su ADN y las proteinas celulares se inactivan. 0 %2 647477

83, 85

La plata es considerada relativamente inocua para los humanos, sin embargo se
conoce que la alta exposicién a los compuestos de plata puede ocasionar Argiria, una
condicion irreversible en la que, la deposicion de plata en los tejidos resulta en un

cambio de coloracién grisacea o azul. 5478

Se han realizado estudios ™ 8 #

en los que se pretende evaluar el grado de toxicidad
de las Np-Ag en la salud; sin embargo el tiempo de su aplicacién y las dosis son
prolongados, por lo que no es posible relacionar los efectos reportados con la realidad;
sin embargo, es de suma importancia prestar atencion al uso indiscriminado de las
particulas y a la forma en la que se desechan al ambiente, para observar el impacto
gue pudieran tener en los organismos vivos 0 en los recursos de la naturaleza. Los
impactos ambientales de Np-Ag son hasta ahora desconocidos, no obstante se sabe
gue su depasito indiscriminado en las aguas del mar; puede afectar a la vida marina. La
bioacumulacién, que se define como el tiempo en el que un quimico debe estar

retenido en el cuerpo antes de que se produzca su toxicidad, requiere vigilancia. & "
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No es del todo claro el mecanismo de posible toxicidad, se ha sugerido que no es el
efecto de las Np-Ag por si solo, sino que los efectos adversos pueden observarse con

la pérdida de iones de plata. 5% % 74 78.83.86. 87

Los estudios ecolégicos han reportado que la forma en que se encuentren los iones
metélicos, determina su posible toxicidad. ® La reduccién en su tamafio es una
herramienta confiable para mejorar su biocompatibilidad. " " 7 8 87 Debido a que las
propiedades de Np-Ag dependen de la estabilidad en el medio para crecer, la

preparacion de éstas implica un reto para el investigador.

Resulta importante considerar la contribucién de la ciencia quimica para la sintesis de

los materiales a nanoescala.

3.3.3 Nanoquimica

La nanoquimica se basa en la utilizacion de la quimica sintética para fabricar bloques a
nanoescala con diferentes formas y tamafos, asi como diferente composicion,
estructura superficial, carga y funcionalidad. El término Nanoquimica fue propuesto por
G. Ozin, de la universidad de Toronto en 1992 en donde apunta que la nanotecnologia

promete ser el futuro de muchas ciencias. °

En la nanoquimica yace el fundamento primordial de la sintesis de particulas a
nanoescala, lo que supone dos acontecimientos importantes: por una parte los
métodos que reducen particulas microscopicas a tamafio nanométrico, representada
por la expresion en Inglés (top-down approach) conocido como el método
“‘descendente”; que hace referencia a iniciar desde un tamafio grande para llegar a uno
mas pequeiio, o la simple reaccion entre moléculas sin formar cadenas quimicas
duraderas. Esta ruta no es muy satisfactoria para la preparaciébn de particulas
homogéneas en forma, ademas de que los tamafios de particulas muy pequefios son
especialmente dificiles de realizar. Por otra parte, existe un procedimiento conocido

como “acercamiento del inferior hacia superior” (bottom-up approach en inglés) el cual
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es mas satisfactorio para generar particulas uniformes, de distintos tamafios, formas y

estructuras y hace referencia al proceso inverso antes mencionado. * °® 8

Ambos procesos han sido tomados por la hanoquimica, representando una nueva guia
para la sintesis de nanocompuestos. Estos procesos indican como se agregan los
atomos en solucion, aun en fase gaseosa, para formar particulas de tamafio definido si

son aplicadas las condiciones experimentales apropiadas. 2 &

3.3.4 Métodos de sintesis

La mayoria de las propiedades fisicas y quimicas de las nanoparticulas dependen del
tamafio y la forma de las particulas sélidas. ® ™ " 8. 87 gy uso en los materiales
modelo en estudios fundamentales requiere particulas no aglomeradas, homogéneas y
con una adecuada distribucion. Por esta razén, la meta de todos los métodos de
sintesis, es la producciéon de nanopaticulas con un sistema monodisperso y de elevada

pureza 88, 89, 90

La sintesis y manipulacién de forma y tamafio de las nanoparticulas puede llevarse a
cabo por métodos quimicos: como reduccién de iones en solucion o dispersion,
electroquimicos: como sintesis por medio de electrélisis; fotoquimicos: utilizando
radiacion a diferentes longitudes de onda para controlar la forma de las nanoparticulas
o bien, por medio de procesos fisicos. Los sistemas coloidales con nanoparticulas
esféricas de plata mejoran las propiedades superficiales y de resonancia, lo cual tiene

aplicaciones en analisis biomédicos. "®

3.3.4.1 Método de reduccion quimica en sales

El principio basico para la preparacién quimica de nanoparticulas coloidales, es la

reduccion de un precursor metalico con agentes quimicos, bajo la proteccién de
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estabilizadores. Sin embargo, en la actualidad se utilizan ya agentes de tipo no quimico

para la sintesis. 8919293

Si un agente reductor es adicionado a una solucion de sal metalica, entonces,
pequefias particulas metalicas seran formadas. Un proceso de didlisis (filtrado) puede

ser usado para eliminar los iones remanentes. 8919293

Debido a la basta energia superficial que poseen las nanoparticulas, es necesario

estabilizarlas por agentes protectores. 8% 919293

Distribuciones de tamafo estrecho son obtenidas por esta técnica y el tamafio medio
de particula puede ser controlado cambiando la proporcion de la velocidad de
nucleacion y el crecimiento de nanoparticulas, ya que si la primera es mayor, se
produciran un gran namero de pequefios aglomerados, que creceran posteriormente
para formar microparticulas. 5 %9293

Debido a la globalizacién y a la preocupacién cada vez mayor por la ecologia, se han
introducido metodologias ambientalmente amigables, como técnicas viables en la
sintesis de materiales nanoestructurados. Estas técnicas se reconocen por ser
socialmente responsables, ademas de que nos permiten generar nanomateriales en
condiciones favorables de costo-beneficio, sin la necesidad de sacrificar la calidad de
las muestras, la pureza, y la cristalinidad, permitiéndonos un control sobre la forma, y el

tamarfio de las particulas producidas. **

3.3.4.2 Reduccion por métodos verdes - ecoamigables

La “quimica verde” consiste en procesos “ecoamigables” y sostenibles cuyo fin es

reducir los desperdicios, o eliminar la contaminacién y el dafio ambiental. Apoya la
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innovacion y promueve la creacion de productos que son tanto ambientales como
11,94

econOmicamente sostenibles.
La quimica “eco-amigable” consiste en reducir el uso de quimicos e implementar
procesos quimicos disefiados para disminuir o eliminar los impactos ambientales
negativos. El uso y la produccion de un reactivo quimico debe comprender la
reduccién de productos, desechos y componentes téxicos, asi como mejorar su

eficiencia. %

La quimica ambiental es la quimica del medio ambiente y de los quimicos
contaminantes en la naturaleza. Busca reducir y prevenir la contaminaciéon desde su
fuente. En 1990 se crea una ley en Estados Unidos que pretende eliminar los
problemas antes de que estos ocurran.

Sus doce principios son:

« Prevenir la creacion de residuos

o Disefar productos y compuestos seguros

o Disefiar sintesis quimicas menos peligrosas

o Usar materias primas renovables

e Usar catalizadores

o Evitar derivados quimicos

« Maximizar la economia atomica

« Usar disolvente y condiciones de reacciones seguras

« Incrementar la eficiencia energética (reacciones a temperatura y presion
ambientes)

o Disefiar productos biodegradables

« Analizar en tiempo real los procesos quimicos para evitar la contaminacion

« Minimizar los riesgos de accidentes. ** %

Debido a lo anteriormente planteado se ha buscado la manera de utilizar agentes

naturales y renovables como las plantas, especialmente las cultivables en nuestro pais,
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para introducirlas en los procesos quimicos y con esto reducir en lo posible no solo los
costos de manufactura sino los dafios a la salud humana y disminuir el dafio al medio
ambiente, ademas de aprovechar las bondades y propiedades de algunas plantas

como son Heterotheca inuloides y Camellia sinensis entre otras.

Heterotheca inuloides ha mostrado actividad antimicrobiana e inhibitoria, asi como
propiedades citotdxicas y antioxidantes. Los efectos antiinflamatorios y analgésicos de
los extractos de H. inuloides han sido evaluados y reportados en nuestro pais por

algunos investigadores. %

Mediante el estudio de las plantas medicinales en México, se ha encontrado que un
extracto cetonico mostré propiedades antiinflamatorias in vivo cuando se evallo la

induccion de edemas en ratones. %°

Por otra parte, en 2011, en un estudio publicado sobre Camellia sinensis de Japon,
China, Irdn e India, se report6 el efecto inhibitorio de ésta sobre Streptococcus mutans.
En este estudio * se describe que, incluso cuando se ingiere azlcar en la dieta, el
consumo de estas plantas en infusién provee un efecto anticariogénico. Se ha sugerido
gue los componentes volatiles de la infusién semi-fermentada son la causa del mayor
efecto anticaries comparado con el tipo no fermentado. Sus compuestos pueden
degradar la pared celular y la membrana citoplasmatica, causando dafios en las
proteinas de la membrana, lo que puede llevar a la muerte celular de las bacterias.

Los componentes bioactivos de las infusiones son capaces de inhibir el crecimiento de
los grupos Streptococci y Lactobacilli. En condiciones de calor, se reduce el nUmero de
bacterias debido a que la temperatura puede afectar el crecimiento y la multiplicacion

de los microorganismos orales' *°

e —
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3.4 TECNICAS DE CARACTERIZACION

Los avances en los métodos de sintesis han sido posibles gracias al conocimiento cada
vez mas acertado de las nanoestructuras, estos avances se atribuyen parcialmente a
las diversas herramientas analiticas y métodos de caracterizacion disponibles, los
cuales contribuyen a una cercana investigacion de las morfologias y un profundo

entendimiento de las estructuras, composicién y propiedades de los nanomateriales. **
96

3.4.2 Espectrofotometria ultravioleta visible (UV-Vis)

La espectrofotometria o espectroscopia es una técnica que estudia las interacciones
gue suceden entre la radiacion y la materia. Los métodos espectroscopicos de analisis
miden la cantidad de radiacion producida y absorbida por las especies atomicas o
moleculares que se analizan. ° El espectro electromagnético abarca un intervalo
amplio de energias (frecuencias) por tanto de longitudes de onda. La region del
espectro que abarca el espectro de luz visible se encuentra entre 400nm y 700nm,
mientras que la region del espectro ultravioleta abarca de 180nm a 380nm. La region

de luz visible que percibe el ojo humano, es solo una minima parte de todo el espectro.
96

Cuando la radiacién electromagnética atraviesa una capa de un sélido, un liquido o un
gas, ciertas frecuencias se eliminan por absorcion, proceso en el que la energia
electromagnética se transfiere a los atomos, iones o moléculas que componen la
muestra, proporcionando informacién a través de las longitudes de onda. La reduccién
del tamafo de los materiales tiene efectos en sus propiedades Opticas, generando un
plasmon de resonancia superficial, que es la oscilacién de todos los electrones dentro

de la banda de conduccién (y este es caracteristico de cada material.) ¥’
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3.4.3 Microscopia electrénica de barrido y de transmision (MEB y MET)

El microscopio electronico es un instrumento que permite una ampliacion valiosa de las
propiedades ondulatorias de los electrones, pues produce imagenes de los objetos que
no pueden verse con el microscopio de luz. De acuerdo con las leyes de la éptica, es
imposible formar una imagen de un objeto que sea menor que la mitad de la longitud de
onda de luz usada para la observacién. Dado que el intervalo de las longitudes de onda
de luz visible empieza alrededor de 400nm, no es posible ver algo que tenga un
tamafio menor que 200nm. Sin embargo existen herramientas que permiten la
observacion de estructuras de tamafios menores, por ejemplo; por medio de rayos X,
es posible observar objetos en la escala atdbmica y molecular, cuyas longitudes de onda
estan entre 0.01lnm y 10nm, sin embargo no se pueden enfocar, de manera que no

producen imagenes bien definidas. %

Por otro lado, los electrones son particulas cargadas que se pueden enfocar aplicando
un campo eléctrico o un campo magnético, de acuerdo con la Ley de Broglie, la
longitud de onda de un electron es inversamente proporcional a su velocidad. Al
acelerar los electrones a grandes velocidades, se pueden obtener longitudes de onda

tan cortas como 0.004nm. °°

De esta manera, la microscopia electrénica consiste esencialmente en hacer incidir en
la muestra un haz de electrones. Este bombardeo de electrones provoca la aparicion
de diferentes sefiales que, captadas con detectores adecuados, proporcionan

informacién acerca de la naturaleza de la muestra. %

La microscopia se divide en dos técnicas, denominadas microscopia electrénica de
barrido (SEM por sus siglas en Inglés, MEB en Espafiol) y microscopia electronica de

transmision (TEM en Inglés y MET en Espafiol) *%°

El microscopio electronico de barrido es un instrumento disefiado para estudiar la

superficie de los soélidos con una gran profundidad de campo, por lo que lo que la
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apariencia tridimensional de la imagen de una muestra, es caracteristica de MEB.
Debemos mencionar las enormes ventajas que presenta esta técnica; debido a la
utilizacion de un gran numero de sefales provenientes de la interaccion de los
electrones con la muestra, es posible obtener informacion sobre la topografia, la
orientacion cristalina, la composicién quimica y el potencial eléctrico del material en
observacion. Por mencionar algunas de estas sefiales, un microscopio electrénico
moderno puede encontrarse acoplado a técnicas de analisis, como espectroscopia por
dispersion de energia de rayos X; (Energy Dispersive Espectroscopy, EDS por sus
siglas en inglés), la cual conforma un sistema de analisis para la composicion de la

muestra. %

La técnica EDS permite identificar y cuantificar los elementos presentes en la muestra,
mediante un microanalisis de regiones menores a 1um, independientemente de los
estados fisicos y quimicos del material bajo estudio. Este sistema utiliza un dispositivo
semiconductor mantenido al alto vacio a temperatura de nitrégeno liquido.

EDS separa los rayos X caracteristicos producidos por la interaccion del haz de
electrones del microscopio sobre los electrones de los elementos de la muestra, esta
interaccion electron-electron produce un estado de excitacién en el atomo, dejando

energia que se emite en forma de un fotén en la regién visible. %

El microscopio electronico de transmision es una técnica en donde también se utilizan
electrones que pueden ser enfocados como rayos, las imagenes son producidas por
absorcion. La calidad e intensidad de la imagen es afectada por la temperatura del

filamento, la corriente, voltaje y los demas componentes del cafion. 1% 102

La diferencia y el aporte valioso de MET es que provee informacion acerca de la

estructura interna y los detalles estructurales de la muestra. ®’
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En la figura que a continuacion se observa, es posible observar una comparacion entre
el funcionamiento del ojo humano en relacion con la luz y el uso de sus lentes, respecto

al microscopio electrénico de barrido y el de transmision.

El ojo mira Fuente de ‘ Fuente de
e la imagen electrones | electrones
directamente < \
1 : Lente
—+4—., Lente Lente
“—— ocular condensador iﬁ condensador
\— Hazde Haz de
5 electrones N7 electrones
acpe oo E Muestra Deflector de
A objetivo 4 [I [I electrones
Muestra Lente
— Hievo
o Lente de
i g ﬁ proyeccién
= ::-sr!!l;«e:nsador proyectora &L Detector
ﬂ] Fuente de Mues
iluminacién

. T en
’ g
Imagen sobre una ma pad%'#e @
pantalla fluorescente

a) Microscopio Gptico b) Microscopio electrénico ) Microscopio electrénico
de transmisién de barrido

Figura 3 Esquema comparativo de la visién del ojo humano, el MEB y el MET 1%
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4. PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA

SARAI CARMINA GUADARRAMA REYES Pagina 46



EFECTO ANTIBACTERIANO DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA VERSUS CLORHEXIDINA SOBRE STREPTOCOCCUS
MUTANS Y LACTOBACILLUS CASEI

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La cavidad bucal infantil est4 colonizada por microorganismos altamente cariogénicos
gue participan en el proceso de destruccion dental. A pesar de que se realicen
esfuerzos por parte del odontdlogo para aplicar terapéuticas especializadas, y no
obstante que en la actualidad contamos con materiales dentales nobles en sus
propiedades fisicas y quimicas, la proteccién antibacteriana por tiempos prolongados

resultan un reto clinico.

Se sabe que Streptococcus mutans juega un papel importante en el desarrollo de la
lesion cariosa, mientras que Lactobacillus casei es considerado un importante invasor

secundario. 182> 273243

Pese al hecho de que el huésped tiene su propio sistema de defensa contra los
agentes microbiologicos, existen varios factores involucrados en el proceso de
virulencia que pueden desencadenar un desequilibrio en la microflora. Debido a esto,
se han desarrollado sustancias quimicas que eliminen o reduzcan el nivel de estos
microorganismos cariogénicos.

La Clorhexidina ha sido considerada “el estandar de oro” en los Gltimos 30 afios, > *® 4"
>l es un agente relativamente efectivo contra S. mutans mientras que L. casei, el cual
domina entre los lactobacilos de cavidad oral, es resistente a ella. ® Sin embargo la
preocupacion principal sobre su uso seria, ademas de los efectos colaterales
reportados, su periodo de substantividad, que se define como la capacidad intrinseca
de ser retenida por las superficies orales, y liberada gradualmente en los fluidos orales
durante muchas horas. & *° Ya que al término de este periodo la cavidad dental queda

desprotegida y expuesta al medio bucal.

Debido a la problematica anterior, es necesario reflexionar acerca de la pertinencia de

contar con agentes antimicrobianos de amplio espectro para ambos microorganismos,
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gue posean un periodo de accion prolongado y que sean producidos bajo

procedimientos cada vez mas inocuos con el medio ambiente y la salud general.

Actualmente, la ciencia quimica y el conocimiento cada vez mas especializado de los
materiales dentales, se han puesto al alcance de la odontologia. Ahora existe la
posibilidad de incorporar la nanotecnologia como parte del tratamiento de rehabilitacién

dental mediante la agregacion de nanoparticulas de plata.

La problematica cada vez mas comun en la rehabilitacion bucal, la reincidencia de
caries, podria llegar a evitarse o disminuir mediante el conocimiento del efecto que
pueden tener las nanoparticulas de plata sobre los dos principales agentes

cariogénicos y evaluar su comportamiento en los diferentes tejidos dentales.

Pregunta:

¢,Cual es el efecto antibacteriano de las nanoparticulas de plata, versus Clorhexidina

sobre Streptococcus mutans y Lactobacillus casei?
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5.JUSTIFICACION
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JUSTIFICACION

La realizacion del presente trabajo de investigacion, surge de la necesidad de contar
con un agente antiséptico que reuna las propiedades de la nanotecnologia y el efecto
antibacteriano de la plata para atacar a los dos principales agentes cariogénicos y que

funcione como una barrera quimica que impida la reincidencia de caries.

La Clorhexidina ha probado ser un agente antibacteriano eficaz, sin embargo presenta
un periodo de substantividad limitado, siendo esta la razon principal por la que
consideramos necesario el uso de sustancias con efecto antibacteriano prolongado y

efectivo.

Actualmente la nanotecnologia permite incursionar a terrenos antes inconcebibles, se
ha posicionado firmemente en el campo de la medicina y su uso en odontologia podria
ser clave para evitar y prevenir procesos infecciosos. La naturaleza ofrece a la ciencia
la posibilidad de combinar estos materiales quimicos con agentes bioreductores ciento
por ciento naturales, por ello se considera pertinente evaluar el efecto antibacteriano de
las nanoparticulas de plata mediante la realizacion de estudios in vitro que nos
permitan encontrar resultados mas favorables en la eliminacibn de agentes

cariogénicos.

Es necesario que el odontélogo esté informado acerca del éxito o fracaso que puede
derivarse de la desinfeccion que proveen los materiales dentales tradicionalmente
utilizados, asi como de la propuesta del uso de una nueva tecnologia nanométrica al

servicio de la odontologia, para lograr el beneficio propio y el de sus pacientes.
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6.HIPOTESIS
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HIPOTESIS

Ha: las nanoparticulas de plata promueven una accion antibacteriana mayor que la

Clorhexidina, sobre Streptococcus mutans y Lactobacillus casei

Ho: las nanoparticulas de plata no promueven una accion antibacteriana mayor que la

Clorhexidina, sobre Streptococcus mutans y Lactobacillus casei

e —
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7.OBJETIVOS
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OBJETIVOS

General: Comparar el efecto antibacteriano de las nanoparticulas de plata versus

Clorhexidina sobre Streptococcus mutans y sobre Lactobacillus casei

Especificos:

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de plata (Np-Ag) con tres diferentes agentes
reductores (un método quimico y dos métodos verdes): Borohidruro de sodio, Camellia

sinensis y Heterotheca inuloides, respectivamente.

Realizar técnicas de caracterizacion, como el andlisis de espectrofotometria de luz
ultravioleta (Uv-Vis) y microscopia electronica de transmision (MET) para determinar la
formacion de Np-Ag, su estabilizacién, forma y tamafio, asi como la polidispersion

obtenida con los tres diferentes reductores

Evaluar el comportamiento de las Np-Ag en los dientes temporales mediante un
analisis elemental y con la ayuda del microscopio electronico de barrido (MEB)

determinar su grado de impregnacion en los diferentes tejidos dentarios

Analizar el efecto antibacteriano de la Clorhexidina sobre Streptococcus mutans y
Lactobacillus casei, asi como de las Np-Ag reducidas por Camellia sinensis y

Heterotheca inuloides

Concluir si las nanoparticulas de plata promueven un efecto antibacterial mayor que la
Clorhexidina sobre los dos principales agentes cariogénicos y poder recomendar su

uso en el area odontoldgica
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8. MARCO
METODOLOGICO

SARAI CARMINA GUADARRAMA REYES Pagina 55



EFECTO ANTIBACTERIANO DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA VERSUS CLORHEXIDINA SOBRE STREPTOCOCCUS MUTANS Y LACTOBACILLUS CASEI

8.0 MARCO METODOLOGICO

8.1 DISENO DE LA INVESTIGACION

Se trata de una investigacion: experimental, observacional y longitudinal

ANALISIS DE LAS VARIABLES

Variable Definicion Conceptual Definiciéon Operacional Tipo de | Escala de | Unidad de
variable medicion | medicién
INDEPENDIENTES
1. Espectrofotometria | Intervalo de energia | Observacibn  del  plasmén | Independiente | Discreta Nandémetros
de luz ultravioleta | (frecuencia) y por tanto, de | (punto mas alto de la curva) y | cuantitativa
visible (Uv-Vis) de | longitud de onda. Regién que | determinacién de la formacion
Np-Ag sintetizadas | abarca el espectro ultravioleta | de Np-Ag mediante la
por Heterotheca | entre 180nm y 380nm % reduccion con Heterotheca
inuloides inuloides
2. Espectrofotometria | Intervalo de energia | Observacién  del  plasmén | Independiente | Discreta Nandémetros
de luz ultravioleta | (frecuencia) y por tanto, de | (punto mas alto de la curva) y | cuantitativa
visible (Uv-Vis) de | longitud de onda. Regién que | determinacién de la formacion
Np-Ag sintetizadas | abarca el espectro ultravioleta | de Np-Ag mediante la
por Camellia | entre 180nm y 380nm *° reduccion con Camellia
sinensis sinensis
3. Espectrofotometria | Intervalo de energia | Observacion  del  plasmén | Independiente | Discreta Nanémetros

de luz ultravioleta
visible (Uv-Vis) de
Np-Ag sintetizadas

por Borohidruro de

(frecuencia) y por tanto, de
longitud de onda. Regién que
abarca el espectro ultravioleta
entre 180nm y 380nm *°

(punto més alto de la curva) y
determinacion de la formacién
de  Np-Ag

reduccion con Borohidruro de

mediante la

cuantitativa
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sodio sodio

4. Andlisis elemental | Conjunto de elementos | Porcentaje de los elementos | Independiente | Discreta Porciento en
del 6rgano dentario | presentes en diferentes tejidos | presentes en el diente al | cuantitativa peso atémico
por microscopia | dentarios mediante el | momento del analisis mediante
electrénica de | microanalisis de regiones | EDS por MEB, (sodio, fésforo,
barrido (MEB) menores a 1pm *** magnesio,  potasio,  calcio,

oxigeno, fldor, carbono,
oxigeno y cloro)

5. Presencia y | Es la energia necesaria para | Presencia y absorcion de plata | Independiente | Discreta Porciento en
absorcién de plata | arrancar los electrones de las | en peso atdmico al andlisis | cuantitativa peso atémico
en los tejidos | capas electrénicas del atomo, | elemental del 6rgano dentario
dentarios con Np- | y esta dada en KeV *® por MEB con  Np-Ag
Ag sintetizadas por sintetizadas por Heterotheca
Heterotheca inuloides
inuloides mediante
MEB

6. Presencia y | Es la energia necesaria para | Presencia y absorcion de plata | Independiente | Discreta Porciento en
absorcién de plata | arrancar los electrones de las | en peso atdmico al andlisis | cuantitativa peso atémico
en los tejidos | capas electrénicas del atomo, | elemental del 6rgano dentario
dentarios con Np- | y esta dada en KeV *® por MEB con  Np-Ag
Ag sintetizadas por sintetizadas por  Camellia
Camellia  sinensis sinensis
mediante MEB

7. Tamafio de Np-Ag | Dimensiones del rango que | Tamafio de 5 nm y 30 nm de | Independiente | Intervalo Nanometros
sintetizadas por | presentan las particulas | las nanoparticulas de plata | cuantitativa
Heterotheca nanométricas con  efecto | sintetizadas por Heterotheca | discreta
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inuloides mediante
microscopia
electrénica de

transmision (MET)

antibacterial que producen lisis
en los péptidos de la
membrana de los

microorganismos. *°

inuloides

8. Tamafio de Np-Ag | Dimensiones del rango que | Tamafio de 25nm y 70nm de | Independiente | Intervalo Nanometros
sintetizadas por | presenta las particulas | las nanoparticulas de plata | cuantitativa
Camellia  sinensis | organicas e inorganicas con | sintetizadas por  Camellia | discreta
mediante efecto antibacterial gue | sinensis
microscopia producen lisis en los péptidos
electrénica de | de la membrana de Ilos
transmision (MET) | microorganismos. *°

DEPENDIENTE

9. Efecto inhibitorio de | Heterotheca inuloides: planta | Mediciéon de los milimetros que | Dependiente Continua Milimetros
Np-Ag sintetizadas | de té perteneciente a la | abarca la zona de inhibicién | cuantitativa
por Heterotheca | especie Heterotheca inuloides, | producida por Np-Ag
inuloides sobre S. | cuyas hojas y brotes se utilizan | sintetizadas por Heterotheca
mutans y sobre L. | para elaborar infusiones inuloides
casei

10. Efecto inhibitorio de | Camellia sinensis: planta de té | Medicién de los milimetros que | Dependiente Continua Milimetros
Np-Ag sintetizadas | perteneciente a la especie | abarca la zona de inhibicion | cuantitativa
por Camellia | Camellia sinensis, cuyas hojas | producida por Np-Ag
sinensis sobre S. |y brotes se utlizan para | sintetizadas por  Camellia
mutans y sobre L. | elaborar infusiones "% sinensis
casei

11. Efecto inhibitorio de | Clorhexidina: agente | Medicion de los milimetros que | Dependiente Continua Milimetros

Clorhexidina sobre

antiséptico con propiedades

abarca la zona de inhibicién

cuantitativa
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S. mutans y sobre | bacteriostaticas y bactericidas; | producida por la soluciéon de
L. casei con amplio espectro sobre | Clorhexidina
Gram  positivos y Gram

negativos. 642,45
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8.2 MATERIALES Y METODOS
8.2.1 EQUIPO Y MATERIALES
e Equipo. Etapa 1:
e Balanza analitica (Explorer Pro Model EP213C, OHAUS Co).
e 2 parrillas electromagnéticas. (Thermo Scientific Cimarec)
e 1 sonicador (Bransonic Ultrasonic Cleaner 2510)
e FEtapa2:
e Espectrofotometro de Luz ultravioleta (Boeco Germany Model S-26
Spectophototemer)
e Microscopio electronico de barrido (MEB) (Scanning Electron Microscope JEOL,
JSM-6510LV)
e Microscopio electrénico de transmisién (MET) (Transmision Electron Microscope
JEOL JEM-2100)
e FEtapa3:
e Estufas de cultivo (marca Melisa)
e Congeladores
e Autoclave (All American Portable Pressure Sterilizer No. 1925 Wisconsin USA)
e Balanza analitica (Explorer Pro Model EP213C, OHAUS Co)
e Camara de anaerobiosis (Gas Pack TM EZ anaerobe container system)
e Materiales:
e FEtapal
Sales de nitrato de plata AgNOg3. (Silver nitrate - Sigma Aldrich)

Borohidruro de sodio (NaBH,4 — Sigma Aldrich)
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Té verde (Therbal Infusion herbs)
Arnica (Therbal Infusion herbs)

10 matraces aforados de 100mL
Espatulas metélicas y de teflon

Agua bidestilada

Alcohol etilico

10 vasos de precipitado

2 agitadores magnéticos

5 matraces Kitazato

2 cajas de papel filtro Whatman No. 5
10 pipetas de 10mL

10 perillas

30 tubos de diluciones de 10mL

30 matraces con tapa estéril de 100mL
Etapa 2:

Celdas de cuarzo (Precision Cells Hellma 2-100-0S 10mm)
5 dientes incisivos, 15 dientes molares
Agua estéril- timol

Guantes estériles

Cubrebocas

Lentes de proteccion

Clorhexidina al 2% (Dentsply)

20 jeringas de 3mL BD (Becton Dickinson)
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Etapa 3:

Cepas de Streptococcus mutans y Lactobacillus casei proporcionadas por el
laboratorio de microbiologia de la UNAM

mitis salivarius agar (con bacitracina .02% U/ml y telurito de sodio) BD- Difco
Rogosa agar BD-Difco

Peroxido de Hidrogeno al 30%, sorbitol y manitol para pruebas de
susceptibilidad (productos quimicos Monterrey SA.)

30 Placas de Petri; cristal 10 cm

Tubos estériles y tubos de centrifuga

Torundas estériles

Asas de platino

Portaobjetos y cubreobjetos

Hisopos con cloruro de sodio 3M (Minnesota Mining and Manufacturing Co.)
Bolsas de esterilizacion

Espatulas

Gradillas

Algodon

Guantes de autoclave

Cinta termolabil (para verificar esterilizacién)

Pinzas portatubos

Papel de aluminio

Mecheros Bunsen y de alcohol

Cerillos
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e Micropipeta 1 -10ul (microlitros) Boeco Germany

e 8.2.2 Descripcién del procedimiento
e Etapa 1: Sintesis y Caracterizacién de Nanoparticulas de plata (Np-Ag).
Para sintetizar nanoparticulas de plata se partié de un precursor que es la sal de
nitrato de plata (AgNO3), y se utilizaron tres agentes reductores distintos:
Borohidruro de sodio (NaBH,), Camellia sinensis y Heterotheca inuloides; siendo
un método quimico y dos métodos verdes respectivamente. La molaridad se
calculo con base en el numero de moles de soluto por litro de soluciéon, mediante
la formula quimica M: n/V, en donde “n” son los moles (cantidad de soluto) y “V”
es la unidad de volumen de disolucién. Se llevé a cabo el proceso de reduccién
inicialmente con el Borohidruro de sodio (NaBH,4). Por reduccion quimica, las
sales de nitrato de plata se convirtieron en particulas de plata. Para verificar que
la concentracién molar fuera exacta; se pesaron por separado las cantidades en
gramos de nitrato y Borohidruro en la balanza analitica. Una vez pesados, se
colocaron en diferentes matraces aforados con agua destilada por unos minutos
para lograr su solvatacion. Posteriormente, se vacid el contenido de ambos
matraces aforados a un vaso de precipitado y se colocé en la parrilla térmica
donde, mediante el calor y un agitador magnético, se logré la incorporacion de
los polvos que fueron llevados a un matraz Kitazato, en donde la solucion se
torno6 verdosa, dando paso a la formacion final de particulas de plata. Por ultimo,
mediante centrifugado y con el papel filtro Whatman 5, se obtuvieron las

particulas de tamafio nanométrico.
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a. Nitrato de plata b. Borohidruro de Sodio c. Polvos pesados en la balanza analitica

7Y I

d. Matraz aforado para disolver AgNO3 y NaBH,4
e. Agitacion e incorporacion en la Parrilla magnética
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g. Formacion de particulas de plata

h. Filtrado al vacio en matraz Kitazato para separar i. Solucion de Np-Ag vs Clorhexidina Denstply
nanoparticulas de plata
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Condiciones para Borohidruro de sodio

La diferencia entre este método y los ecoamigables, es que aqui no interviene la
variable temperatura, la sintesis s6lo contempla variacion en las proporciones de
agua etanol. Es decir no se llevaron a ebullicion las muestras, pues este método

guimico no lo requiere.

BHML1: se prepar6 una solucion acuosa 100ml de AQNO3 a una concentracion de
1x103, por otro lado se preparé una soluciéon de 100ml de NaBH, a una

concentracion de 2x1072.

BHM2: se prepard una solucion 50% de agua, 50% de alcohol de AgNO3 a una
concentracion de 1x103, se diluyé NaBH, (a una concentracién de 2x107) en

100ml de solucién etandlica.

BHM3: Una solucion de AgNO; 1:3 agua-etanol se preparé con 75ml de H,O y
25ml de ETOH: Por otro lado se prepar6é una solucién 1:1 agua-etanol,
colocando 50ml de H,0, 50ml de ETOH para obtener la solucion del reductor,
NaBHj,,

BHM4: se prepar6 una solucién 1:1 a una concentracién 1x10° AgNOs
colocando 50ml H,0, 50ml ETOH. Se prepard una soluciéon de 100ml de etanol

para NaBH,.

BHM5: se prepar6 una solucion etandlica de 100ml de AgNOs; a una

concentracion de 1x10° se colocaron 100ml de etanol para NaBH..

j- Np-Ag sintetizadas por NaBH,
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Con el mismo fin de sintetizar nanoparticulas de plata, se utilizaron Camellia
sinensis y Heterotheca inuloides como reductores, con el procedimiento
anteriormente mencionado y la incorporacion de la variante temperatura. Se
emplearon dos agentes reductores ecoamigables, dado que contienen
compuestos antioxidantes y sustancias naturales no toxicas, representan un
dafio menor al medio ambiente. Se realizaron 5 meétodos diferentes de
reduccion, en los cuales se utiliz6 agua y alcohol etilico como disolventes, y
algunos métodos se realizaron en frio y otros mediante ebullicion, en
proporciones de: 1:9, 1:3, 1:1 y 100% agua. Los cuales se muestran a

continuacion.

Condiciones para muestras de extracto de Heterotheca inuloides.

HiM-1 se prepard una solucion acuosa 100ml de AgNO3 a una concentracion de
1x1073, por otro lado se coloc6 1gr de Heterotheca inuloides en 100% agua y se
llevd a ebulliciébn por 10min, se procedié a filtrar a temperatura ambiente para
posteriormente incorporarlo a la solucién de nitrato de plata, la formacién de las

nanoparticulas fue inmediata, obteniéndose un color marron.

HiM-2 se prepard una solucion acuosa 100ml de AgNO3 a una concentracién de
1x1073, por otro lado se colocé 1gr de Heterotheca inuloides en 100% de alcohol
en frio, se mezclé por agitacion, se procedio a filtrar a temperatura ambiente, se
incorporaron las sales de nitrato de plata, tiempo de extraccion 48hrs, tardd

aproximadamente 1 hora en pasar de amarillo a ambar claro.

HiM-3 se preparo una solucion acuosa 100ml de AgNO3 a una concentracion de
1x1073, por otro lado se colocé 1gr de Heterotheca inuloides en 50% de agua
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bidestilada y 50% de etanol en frio, se incorporaron las sales de nitrato de plata,
tiempo de extraccion 48hrs, se filtra a temperatura ambiente y pasé de una

amarillo ambar brillante a café, tardo en cambiar aproximadamente 40min.

HiM-4 se prepar6 una solucion acuosa 100ml de AgNO3 a una concentracion de
1x1073, por otro lado se colocd 1gr de Heterotheca inuloides en 50% de agua
bidestilada y 50% de etanol se llevé a ebullicion por 10min, se incorporaron las
sales de nitrato de plata, se filtra a temperatura ambiente pasa de amarillo

dorado.

HiM-5 se prepard una solucion acuosa 100ml de AgNO3 a una concentracion de
1x107, por otro lado se colocéd 1gr de Heterotheca inuloides en 100% de extracto
alcohdlico y se llevo a ebullicion por 10min. Se procedio a filtrar a temperatura
ambiente para posteriormente incorporarlo a la solucion de nitrato de plata y

paso a color verde limén.

Condiciones para muestras de extracto de Camellia sinensis de 1 a 5

CsM-1 se prepar6 una solucién acuosa 100ml de AgNO3 a una concentracion de
1x107, por otro lado se colocé 1gr de Camellia sinensis en 100% agua y se llevé
a ebullicion por 10min, se procedié a filtrar a temperatura ambiente para
posteriormente incorporarlo a la solucién de nitrato de plata, la formacién de las

nanoparticulas fue inmediata, obteniéndose un color amarillo &mbar.

CsM-2 se preparé una solucion acuosa 100ml de AgNO3 a una concentracion de
1x1073, por otro lado se colocé 1gr de Camellia sinensis en 100% de alcohol en
frio, se mezclé por agitacién, se procedi6é a filtrar a temperatura ambiente, se
incorporaron las sales de nitrato de plata, tiempo de extraccion 48hrs, tardo

aproximadamente 1 hora en pasar a un color café rojizo.
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CsM-3 se prepar6 una solucion acuosa 100ml de AgNO3 a una concentracion de
1x1073, por otro lado se colocé 1gr de Camellia sinensis en 50% de agua
bidestilada y 50% de etanol en frio, se incorporaron las sales de nitrato de plata,
tiempo de extraccion 48hrs, se filtra a temperatura ambiente y pasoé a amarillo

claro, tardé en cambiar aproximadamente 40min.

CsM-4 se prepar6 una solucion acuosa 100ml de AgNO3 a una concentracion de
1x1073, por otro lado se colocé 1gr de Camellia sinensis en 50% de agua
bidestilada y 50% de etanol se llevé a ebullicibn por 10min, se incorporaron las
sales de nitrato de plata, se filtra a temperatura ambiente pasa de amarillo

intenso a café rojo intenso.

CsM-5 se preparo una solucién acuosa 100ml de AgNO3 a una concentracion de
1x1073, por otro lado se coloco 1gr de Camellia sinensis en 100% de extracto
alcohdlico y se llevé a ebullicion por 10min. Se procedio a filtrar a temperatura
ambiente para posteriormente incorporarlo a la solucién de nitrato de plata y

paso6 a amarillo intenso.

k. Precursor AgNO3

I. AgNO3 disuelto y aforado
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Heterotheca Heterotheca Heterotheca Heterotheca
inuloides 1 inuloides 2 inuloides 3 inuloides 4

’ 0] = Tic i i
|

e |
Camellia Camellia Camellia Camellia
sinensis 2 sinensis 3 sinensis 4 sinensis 5

Camellia
sinensis 1

i. Np-Ag reducidas por Camellia sinensis
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e FEtapa 2: Caracterizacion de las Np-Ag y su andlisis en los 6rganos

dentarios

Finalizada la sintesis, las Np-Ag se encontraban en un medio acuoso, listas para
ser utilizadas como medio de irrigacion a través de una jeringa, de manera
similar a la presentacion de Clorhexidina.

Para caracterizar las Np-Ag en cuanto al tamafio, forma y nimero, se realizd un
andlisis mediante espectrofotometria de luz ultravioleta-visible, conocido como
Uv-Vis, que consistié en hacer pasar un haz de luz a través de la celda de
cuarzo en la que se encontraban contenidas las soluciones con Np-Ag
observandose la formacion del plasmoén, punto maximo en donde se absorbe la
luz.

Las Np-Ag fueron depositadas en 20 dientes infantiles que fueron
proporcionados por el departamento de Odontopediatria de la Facultad de
Odontologia mediante consentimiento informado de los padres y asentimiento
informado de los pacientes infantiles (anexo 1). Los 5 dientes incisivos se
encontraban libres de cavidad o lesidén cariosa. De acuerdo a los criterios de
inclusion de este trabajo, los 15 dientes molares presentaban caries de esmalte
o dentina y estaban libres de fracturas, defectos de esmalte y restauraciones.
Los dientes molares fueron seccionados con disco de carburo y baja velocidad
con agua estéril para ser colocados en el portaobjetos del microscopio
electronico de barrido (MEB) y mediante un analisis elemental del érgano

dentario, se determiné el grado de absorcion de la solucion de nanoparticulas de
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plata en los diferentes tejidos dentales, para llegar a la comprobacion de que la
solucion fue compatible con los dientes.

Se realizé un andlisis mediante microscopia electronica de transmision (MET)
para conocer el tamafio y la polidispersion de las Np-Ag obtenidas en las dos
soluciones reducidas con los dos métodos verdes y con el método quimico.
Ambas etapas fueron realizadas en el Centro Conjunto de Investigacion en

Quimica Sustentable (CCIQS) de la UAEM-UNAM.

0. Centro Conjunto de Investigacién en Quimica Sustentable UAEM-UNAM. Laboratorio de nanotecnologia
fuente directa
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p. Espectrofotdmetro Uv-Vis y celdas de cuarzo con las soluciones de Np-Ag sintetizadas por los tres agentes

g. Molar temporal inferior r. Dientes irrigados con Np-Ag, para observar al MEB

s. portaobjetos con los analitos y MEB
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e Etapa 3 Analisis del efecto antimicrobiano
Las cepas de Streptococcus mutans y Lactobacillus casei, fueron
proporcionadas por el Laboratorio de microbiologia de la Facultad de

Odontologia de la Universidad Nacional Autobnoma de México (UNAM).

Método de resiembra (para verificar viabilidad y realizar pruebas
bioguimicas)
Ambas cepas fueron resembradas colocando de 3 a 5 colonias en nuevas cajas
de Petri para comprobar su viabilidad. S. mutans en el medio especifico para su
crecimiento (agar mitis salivarius con bacitracina al .2% vy telurito de sodio) y L.
casei en Rogosa. S. mutans presentd células esféricas o cocos que crecen en
pares o bien en cadenas mientras que L. casei se presentd en forma de

bastoncillos.

Se realizaron pruebas bioquimicas: catalasa negativa en un portaobjetos que
contenia el inoculo y 30% de peroxido de hidrogeno, y por otra parte
fermentacion de sorbitol y manitol en tubos de ensayo. Seguido a esto, se
tomaron muestras pareadas con un asa de siembra y con un hisopo de algodén
conteniendo solucién salina y se colocaron en tubos de ensayo para

estandarizar el in6culo.
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t. Prueba bioquimica: reaccién de catalasa negativa para S. mutans
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u. Colocacién del inéculo (L. casei) en tubos que contienen sorbitol y

manitol

v. Fermentacion de sorbitol y manitol a las 24hrs.

w. Fermentacién de sorbitol y manitol a las 72hrs.
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Il. Método de Inoculacion

1. Seleccion de las colonias
Uno de los pasos mas importantes de la prueba fue la preparacion del indculo
mediante la seleccion de colonias viables para la prueba, su suspensién en

caldo y la estandarizacion de la suspension.

2. Preparacion de la suspension y estandarizacion del indculo
La turbidez de la suspension se prepard con el estandar 0.5 de McFarland (lo
que corresponde a 1.5x10® CFU/mI) las suspensiones asi estandarizadas deben

ser utilizadas dentro de los proximos 15 minutos.

Para el método de suspensién directa de colonias, las colonias no deben
sobrepasar las 18-24hrs de aislamiento. Se estandarizé el in6culo al mismo
tiempo que se prepard la suspension, suspendiendo las colonias en solucién
salina o caldo (Muller-Hilton o soya triptica). En seguida se ajust6 el inéculo a
una turbidez equivalente al estdndar 0.5 McFarland. EI método sugiere usar los
mismos tubos que se utilizan rutinariamente para ajustar la densidad de las
suspensiones antes de la inoculacion.
3. Inoculacién de la placa y colocacion de discos

Se prepard agar mitis salivarius con bacitracina al .2% y solucion de telurito de
sodio para S. mutans y agar Rogosa para L. casei. Se esterilizaron y se

depositaron en las cajas de Petri a una altura de 4mm.

Las cajas contenian la re-siembra de ambas cepas, la cual se realizé de la

siguiente manera. Se agit6 la suspension del organismo para homogeneizar. Se
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sumergio un hisopo de algodon estéril en la suspension y presionando el exceso
contra la pared del tubo. Se inocul6 con el hisopo toda la placa comenzando por
la parte superior y frotando de ida y vuelta de un borde a otro, se roté la placa
aproximadamente 60° y se repitio el procedimiento de frotado, se rotd
nuevamente y se froté por tercera vez para garantizar que el indculo se

distribuyera correctamente.

Se retir0 el contenedor de discos del congelador permitiendo que se equilibraran
a temperatura ambiente por 15 minutos aproximadamente.

Se realizaron diluciones de 1x10™ hasta la 1x10™y se esterilizaron a 35°C. Se
tomaron muestras de 1ml (o 1mL de acuerdo al Sl del francés: Le Systeme
International d'Unités), de cada dilucion y se colocaron en cajas de Petri con los
discos que fueron expuestos a 10ul, 20ul y 30ul de CHX por otra parte se
expusieron a 10ul, 20ul y 30ul de la soluciéon con Np-Ag a una concentracion de
1x107, reducidas por Camellia sinensis y Np-Ag reducidas Heterotheca inuloides
con micropipeta de 10-100ul. Las cajas se incubaron a 37° C durante 48 horas.
Se establecié un grupo control, para lo cual algunos discos no se impregnaron
con ninguna de las tres soluciones anteriores.

En esta fase se utilizaron unicamente las Np-Ag sintetizadas con los reductores
ecoamigables.

En la caja uno se colocdé un disco impregnado con 10ul de Heterotheca
inuloides, 20ul de Camellia sinensis y 30ul de Clorhexidina y un disco control;

se sembro por triplicado.
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En la caja dos se colocdé un disco impregnado con 20ul de Heterotheca
inuloides, 30l de Camellia sinensis y 10ul de Clorhexidina y un disco control;
se sembro por triplicado.
En la caja tres se colocé un disco impregnado con 30upl de Heterotheca
inuloides, 10ul de Camellia sinensis y 20ul de Clorhexidina y un disco control;
se sembro por triplicado.

El mismo procedimiento fue realizado para L. casei.

Los discos fueron colocados uno a uno presionando cada disco firmemente para
asegurar el contacto completo con la superficie del agar y fueron utilizados
dentro de los 15 minutos siguientes a la inoculacion de la placa en las cajas por

triplicado para las 2 cepas; con lo que se obtuvieron 9 cajas de Petri con 36

discos para S.mutans y 9 cajas con 36 discos para L. casei.

X. Mitis Salivarius Agar para S. mutans
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z. Esterilizacidn de ambos agares y vertido en las cajas de Petri
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al. Toma de una asada de cada cepa para estandarizarel inoculo con el indice de
NMerFarland

b1l. Siembra de las cepas en las cajas de Petri
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cl. Se depositan Np-Ag sintetizadas por dos agentes reductores ecoamigables, en diferentes dosis, asi como depésito de
clorhexidina sobre los discos para antibiograma

el. Discos impregnados de las soluciones a evaluar: (Np-Ag sintetizadas por Heterotheca inuloides, asi como Np-Ag
sintetizadas por Camellia sinensis), la solucién estandar (Clorhexidina) y el grupo control (ninguna de las
soluciones), para ambas cepas.
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A continuacién se muestra el esquema que representa la manera en la que se

observaban las cajas de Petri

Camellia sinensis: se aplicO con micropipeta: 10microlitros, 20microlitros vy

30microlitros de nanoparticulas de plata sintetizadas por té verde en 3 cajas

Heterotheca inuloides: se aplicaron 10, 20 y 30 microlitros de nanoparticulas de

plata sintetizadas por arnica en 3 cajas

CHX: se aplicaron 10, 20 y 30 microlitros de Clorhexidina en 3 cajas

Disco en blanco como grupo control

00 0 ¢

Cajal

Caja 2

Caja 3

f1. 9 cajas de Petri con 4 discos para Streptococcus mutans
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Cajal

Caja 2

Caja3

gl. 9 cajas de Petri con 4 discos para Lactobacillus casei

4. Incubacién de la placa
Se procedi6 a incubar dentro de los siguientes 15 minutos a la colocacién de los

discos. Se incubd por 48hrs a 37°C en una atmdsfera de anaerobiosis.

5. Medicion de las zonas de inhibicion
Después de retirar la placa de la incubadora se examiné el crecimiento uniforme
y confluente de tal modo que se pudieran identificar las zonas sin crecimiento

bacteriano. La medicion se realizé desde la parte superior de la placa usando luz

SARAI CARMINA GUADARRAMA REYES Pagina 84




EFECTO ANTIBACTERIANO DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA VERSUS CLORHEXIDINA SOBRE STREPTOCOCCUS
MUTANS Y LACTOBACILLUS CASEI

reflejada. Se sostuvo la placa aproximadamente a 4cm sobre una superficie de
color negro que no reflejara la luz.

Se midi6é con un instrumento calibrador de Vernier.

6. Interpretacion de las zonas de inhibicion.
Se midid el punto en el cual existia una demarcacion entre crecimiento y
ausencia de crecimiento.
En el laboratorio determinamos una cantidad conocida de bacterias con
diluciones definidas del agente, utilizando los criterios de interpretacion de la

NCCLS.

Esta etapa se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Quimica de la Universidad Autonoma del Estado de México.
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9.RESULTADOS
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ARTICLE

Title

Antibacterial effect of Silver nanoparticles versus clorhexidine against Streptococcus

mutans and Lactobacillus casei.

Abstract

Objective. The current study was carried out to evaluate the antibacterial effect of
Silver nanopatrticles (Ag-Np) versus chlorhexidine (CHX) against Streptococcus mutans

and Lactobacillus casei.

Methods. To synthesize and characterize Silver nanopatrticles, three different reducing
agents were used: sodium borohydride (NaBH4), Camellia sinensis (Cs) and
Hetheroteca inuloides (Hi); one chemical and two eco-friendly methods, respectively. By
means of a Scanning Electron Microscopy (SEM), the synthesized substance was
deposited on deciduos teeth to evaluate its relation with the other dental tissues. A
Spectrophotometry of Visible Ultraviolet Light (UV-Vis) analysis was carried out, as well
as an Electronic Transmission Microscopy, to characterize the synthesized Ag-Np in
terms of shape, size, and polidispersity. A microbiologic analysis was performed
through the isolation and culture of the strains: S. mutans and L. casei. Different
concentrations of synthesized Ag-Np (synthesized by Hi, by Cs, and by Chlorhexidane),
were deposited in Petri dishes and their antibacterial effect against S. mutans and L.

casei was evaluated by the inhibition zones test.
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Results. UV-Vis and Transmission Electron Microscopy (TEM) analysis determined that
the synthesis with Hi showed smaller and more stable nanoparticles in greater
guantities (17.5 nm). Using SEM, a 6.25 average absorption of Silver was observed in
the dental tissues. The largest growth-inhibition zones were produced when the test
bacteria were in contact with 20ul of Ag-Np, synthesized by Hi; being statistically
significant (p<0.05) compared to the growth inhibition zones produced by CHX against

both strains.

Discussion. Ag-Np at a concentration of 1x107 (containing 10 mg of Silver) showed
greater antibacterial effects compared to 2% CHX (containing 20 mg of Chlorhexidine

gluconate).

Conclusions. Eco-friendly methods produced Ag-Np with a greater antibacterial effect

than CHX in both strains.

Keywords: Silver nanopatrticles, echo-friendly chemistry, Chlorhexidine, Streptococcus

mutans, Lactobacillus casei, Camellia sinensis, Heterotheca inuloides

Introduction. While the S. mutans plays an important role in the initiation of dental
caries, L. casei, on the other hand, is considered an important secondary invader; both
microorganisms are actively involved in the process of tooth decay. [1, 2, 3, 4, 5]
Chlorhexidine has been considered the gold standard for over the last 3 decades, [6, 7,
8, 9] it is a potent agent against mutans Streptococci. Nevertheless L. casei, which
dominates among oral Lactobacilli, is relatively resistant. [10] Although the main concern

about its use is its limited period of substantivity. [11, 12]
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We consider important to use drugs at a higher antibacterial effect, and at the same
time, meets the benefits of eco-friendly chemistry, leading to a minor damage to human

health as well as to the environment. [13]

In recent years nanotechnology has become one of the most important and exciting
forefront fields in Biology. [14] Nanoscience is the capacity to control atoms and
molecules to form new structures, one-billion times smaller than what can be observed
with the naked eye. With the use of nanotechnology new materials and devices can be
developed with atomic precision. It involves the use of nanoparticles between 1 to
100nm range to obtain unique properties. [14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21] Most of the
natural process occurred at a nanometric level, this is the main reason for its use in

medicine. [22]

Interest in the study and synthesis of nanoparticles has grown recently. Silver
nanoparticles (Ag-Np) are being widely used in medical sciences; they are
nanostructured materials based on Silver salts. Silver is currently being used to inhibit
bacterial growth in a variety of applications, including dentistry. [23] Efforts have been
made to explore the properties of Ag-Np, the reduction in size is an efficient way to
provide stability and improve antibacterial effect. [20, 21, 22, 23, 24] It is known that Ag-
Np exert an antimicrobial effect on Gram+ and Gram- producing lysis in the peptides of

the membrane of microorganisms. [22, 25, 26]

“Eco-friendly” chemistry seeks to reduce waste, and eliminate pollution and
environmental damage; supports innovation and promotes the creation of products that

are environmental and economically sustainable. [13] Different ways have been sought
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to use natural and renewable reducing agents into the chemical processes, thereby not
only minimize the costs but also the damage to human health and reduce environmental
pollution, while leveraging the benefits and properties of some plants such as Cs and
Hi, which have shown antimicrobial and inhibitory activity, as well as antioxidant and

cytotoxic properties against oral bacteria. [27, 28]

Materials and Methods

Phase 1 Synthesis and characterization of Ag-Np: Phase 1 consisted in
characterizing Ag-Np based on Silver salts with the use of Sodium Borohydride
(NaBH4), Cs and Hi separately. The Silver salts and NaBH,; were weighed on an
analytical scale (Explorer Pro, model EP213C, OHAUS, USA), they were then dissolved
in flasks with distilled water and placed in a beaker on a heating grate, (Thermo
Scientific Cimarec) where using a magnetic stirrer and applying heat to the mixture, the
incorporation was achieved. Finally, the centrifugation with filter paper allowed us to
obtain the smallest particles (ie. nanoscale). Pursuing the same purpose, Cs and Hi
were used as reducing agents but, in this case, through the boiling process to obtain the
active principles of infusions. The synthesis was performed with water (H,O) and
alcohol (ETOH), separately, as diluents. To evaluate the size, shape and number of
nanoparticles obtained, UV-Vis analysis and TEM were carried out. Phase 2
Characterization of Np-Ag and analysis in teeth: The two eco-friendly substances
were deposited in 20 deciduous teeth to analyze, by means of SEM, the absorption of
Silver in teeth. Phase 3 Microbiological analysis: Both strains, S mutans and L.
Casei, were isolated in specific mediums for their growth (Gold mitis salivarius and

Rogosa); after that, both strains were cultured in Petri dishes and exposed to discs
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containing 10ul, 2ul and 30ul of Ag-Np (synthesized by the two eco-friendly reducing
agents) and discs containing 2% CHX (Consepsis Ultradent products Inc). Petri dishes
were incubated at 37°C for 48 hours. Some discs were not rinsed with the above
mentioned products to be used as a group of control. The inhibition halos of each

substance were measured to compare the antibacterial effect at different doses.

Results

The synthetic methods with H,O and the boiling process provided more stable Ag-Np
nanoparticles, because the chemical polarity of a molecule of water is greater than that
of ETOH and the active ingredients are extracted from the infusions. UV-Vis analysis
determined, through the formation of the Plasmon (maximum peak where light is
absorbed), that Ag-Np synthesized by Hi showed more stable and smaller nanoparticles
in greater quantities compared to Cs but bigger than NaBH,4, because this is a more

drastic reducing agent. (Figure 1)

TEM allowed us to see that Hi showed smaller nanoparticles than Camellia sinensis

while Sodium borohydride where smaller. (Figure 2)

Through EDS (Energy Dispersive Espectroscopy) analysis technique by SEM, a 6.26
weight percent mean absorption of Silver to teeth was found; meaning: Ag-Np is
compatible with teeth. A statistical analysis at a confidence level of 95% was set.

(Figure 3)

Student t test for unknown variances was used to establish whether the average

inhibition of bacterial growth in Cs reducing agent was higher than that in CHX. A higher
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antibacterial effect of Ag-Np synthesized with Hi and Cs was observed, compared with
CHX, particularly at the dose of 20ul. The effect on both bacteria was similar. The

results were statistically significant to a confidence level of 95%. (Figure 4 and table 1)
Discussion

Synthesis of Ag-Np by eco-friendly reducing agents represents an environmental and
economically sustainable process that minimizes the costs and provides the benefits
and properties of Cs and Hi. As it is known, the size of bacteria is measured in microns,
three orders of magnitude greater than the nanoparticles obtained by any of the three
methods used, therefore the probability that nanoparticles come into contact with
bacteria is higher when the size of Ag-Np is smaller, hence Hi turns out to be the best

reducing agent.

L. casei has shown some resistance to Chlorhexidane. [11] In this study it is shown that
Ag-Np inhibited both L. casei and S. mutans. Ag-Np at a concentration of 1x107
(containing 10mg of Silver) showed greater antibacterial properties when compared to
2% CHX (containing 20mg of Chlorhexidine gluconate). The concentration used in Ag-
Np is minimal compared with the various concentrations shown in different

presentations of CHX. [6, 8, 9, 29, 30, 31, 32, 33]
Conclusions

Interpretation of the UV-Vis spectra and images obtained through TEM showed that the
formation of Silver nanoparticles is more effective when the active ingredients are

extracted from the bioreductors in the boiling process. Indicating that the polarity of the
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active ingredients is similar to that of water; and that temperature plays an important
role by increasing solubility and antibacterial effect. It is also concluded that
nanoparticles obtained by Hi have a very good size (17nm) in sufficient quantity and

with a narrow particle size distribution.
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RESULTADOS

En la primera etapa se realizo la sintesis de nanoparticulas de plata mediante dos
agentes reductores ecoamigables; Heterotheca inuloides y Camellia sinensis por cinco
diferentes métodos que incluyen diversas diluciones y la variable temperatura, asi
como la utilizacién de alcohol o agua como disolvente. Se realizé también mediante un
agente reductor quimico, empleado convencionalmente para la sintesis de farmacos;
Borohidruro de sodio, este proceso no involucra la variante temperatura, pues es un
agente quimico que no requiere ser llevado a ebullicion, pero se realizé en cinco

diferentes concentraciones asi como con los disolventes agua o alcohol.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos del andlisis de espectrofotometria

de luz ultravioleta visible.

En la figura 4 se observa el plasmén (punto maximo de la curva) obtenido al sintetizar
Np-Ag con Heterotheca inuloides, este se ubica entre 440nm y 456nm lo que nos indica

la presencia inequivoca de nanoparticulas de plata bajo las condiciones especificas de

_ Hi-M1-----
sintesis. Hi-M2-----
207 Hi-M3
1.8 4 Hi-M4--—--
Extracto de Heterotheca inuloides 1.6 Hi-M5
14 440 nm

1.2 4

1.0

% Abs

0.8
0.6 1
0.4 1

0.2

0.0

360 I 3%0 I 460 I 4&0 I 560 I 5%0 I 660
) _k nm_ . .
Figura 4. Heterotheca inuloides UV-Vis. Fuente directa
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Al observar la figura 5, los espectros de Np-Ag sintetizadas mediante Camellia sinensis,
muestran el plasmon a una longitud de onda que va de 448nm a 451nm, confirmando
la presencia de Np-Ag. El plasmoén obtenido a 354nm es atribuido a los principios

activos del reductor.

Extracto de Camellia sinensis AgNO; 1X10-3

Cs-M1---
Cs-M2-----
18+ Cs-M3--
1 354nm Cs-Md----
1.6 448 nm Cs-M5
1.4
1.2
2 10
< ]
(=]
S 084 355 nm
T \m
0.6
0.4
. _\’\—’_\—\
0.0 T T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600

Anm

Figura 5. Camellia sinensis UV-Vis. Fuente directa

En la figura 6, la sintesis de Np-Ag con Borohidruro de sodio, muestra el plasmon entre
386nm y 401nm, lo que indica que las nanoparticulas obtenidas por este método son
mas pequefias, de cantidad satisfactoria, de forma esférica, con menor polidispersion y

con un tamafio menor a los dos agentes reductores anteriores.
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Figura 6. Borohidruro de sodio UV-Vis. Fuente directa

En la segunda etapa, posterior al analisis de espectrofotometria de luz ultravioleta, las
soluciones reducidas por los dos agentes ecoamigables fueron depositadas en 20

dientes temporales y observadas al MEB. A continuacion se presentan los resultados.

La figura 7 corresponde al mapeo quimico realizado al 6rgano dentario impregnado con
la solucién de Np-Ag, el cual nos permite ver la distribucion de los diferentes elementos
presentes en los tejidos que componen al diente. En la figura 7a) observamos la
micrografia de SEM correspondiente al érgano dentario impregnado con la solucién de
Np-Ag sintetizadas por Camellia sinensis. La figura 7b) nos muestra el mapeo quimico

correspondiente a la K alfa que indica la presencia y distribucién de plata. En la figura
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7c) se muestra la presencia y distribucion de carbono. La figura 7d) permite la
observacion de la presencia y distribucion de oxigeno. Mientras que en la figura 7e) se
muestra la presencia y distribucion de foésforo. Finalmente la figura 7f) nos permite

observar la presencia y distribucion de calcio.

Electron Image 1 A Lai CKal_2

Figura 7. Imagen correspondiente a a) Micrografia de SEM y de b) — f) mapeo quimico

gue nos permite observar la distribucion de los elementos en nuestro analito.

En la figura 8 se muestra el espectro correspondiente al analisis quimico elemental
mediante EDS, en la que podemos observar la presencia de plata correspondiente al
6.47% en peso.

Mediante el analisis elemental de los dientes observados fue posible determinar que los
elementos presentes en los érganos dentarios son principalmente Carbono, Oxigeno,
Potasio y Calcio, en algunos dientes se encontré Fluor. Se observd la presencia de

plata en los 20 dientes, lo que nos habla de la absorcién adecuada de Np-Ag a los

SARAI CARMINA GUADARRAMA REYES Pagina 102



EFECTO ANTIBACTERIANO DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA VERSUS CLORHEXIDINA SOBRE STREPTOCOCCUS

MUTANS Y LACTOBACILLUS CASEI

tejidos del 6rgano dentario, teniendo una media de absorcion del 6.25 por ciento en

peso en el total de los dientes.

Ambas soluciones, Np-Ag, reducidas por Heterotheca inuloides y Np-Ag reducidas con

Camellia sinensis, fueron compatibles con los dérganos dentarios temporales.

Encontrandose que, en dientes molares cavitados con dentina expuesta y lesion de

caries, la absorcion de plata fue mayor que en los incisivos centrales y laterales sin

cavidad, correspondiendo a. 5.79 por ciento en peso y 4.77 por ciento en peso

respectivamente.

Segundo molar | Porciento | Porciento
inferior en Peso | atémico
izquierdo

C 43.70 59.11

@) 30.99 31.47

P 6.76 3.54

Ca 12.09 4.90

Ag 6.47 0.97
TOTAL 100 100

Figura 8. Se muestra la absorcidén de plata (Ag) en los tejidos dentarios y el analisis del

total de los elementos presentes en el 6rgano dentario, asi como el porciento en el

peso total y el porciento atdbmico de la totalidad de los elementos quimicos.

Finalizado lo anterior, en la fase dos, las soluciones de Np-Ag con los tres agentes

reductores, fueron observadas mediante MET. Se presentan a continuaciéon los

resultados.
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En las figuras 9, 10 y 11 observamos que las nanoparticulas de plata reducidas con
Heterotheca inuloides poseen un tamafio aproximado a los 17.5nm, y muestran una
polidispersidon estrecha. Las nanoparticulas de plata reducidas con Camellia sinensis
presentan un tamafo aproximado de 48.2nm y presentan una polidispersion mayor.
Finalmente observamos que las nanoparticulas sintetizadas con NaBH; mostraron
particulas esféricas con un tamafio aproximado de 8.2nm y con una menor

polidispersion.
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Caracterizacion de Np-Ag mediante MET

Figura 10. Nanoparticulas de plata reducidas por Camellia sinensis

Figura 11. Nanoparticulas de plata reducidas por NaBH,

En las figuras de la 12 a la 14 se muestra la polidispersién de las Np-Ag obtenidas por
los dos agentes reductores ecoamigables y por el reductor quimico. Las Np-Ag
reducidas por Heterotheca inuloides permitieron obtener nanoparticulas con una media
de tamafo de 17.5nm, mientras que las Np-Ag reducidas con Camellia sinensis;
mostraron Np-Ag con una media de tamafo de 48.2nm. Finalmente observamos que
las Np-Ag reducidas por NaBH, muestran Np-Ag con una media en tamafio de 8.2nm
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Diametro promedio =17.5 nm
c=8.53

100 +
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Figura 12. Histograma de la distribucion del tamafio de Np-Ag reducidas por
Heterotheca inuloides, con el cual se obtuvieron nanoparticulas que van desde 5nm a

30nm, tamafio promedio de 17.5nm, teniendo una desviacion estandar de 8.53.

Diametro promedio = 48.23
180 c=13.16

160
140
120
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Figura 13. Histograma de la distribucién del tamafio de Np-Ag reducidas por Camellia
sinensis, con el cual se obtuvieron nanoparticulas que van de 25nm a 70nm, con un

tamafio promedio de 48nm, teniendo una desviacién estandar de 13.16.

SARAI CARMINA GUADARRAMA REYES Pagina 106



EFECTO ANTIBACTERIANO DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA VERSUS CLORHEXIDINA SOBRE STREPTOCOCCUS
MUTANS Y LACTOBACILLUS CASEI

Diametro Promedio= 8.28 nm
100 + c=4.33

Figura 14. Histograma de la distribucion de tamafio de Np-Ag reducidas por
Borohidruro de sodio, con el cual se obtuvieron nanoparticulas que van de 1nm hasta

14nm, tamafio promedio de 8.28nm, teniendo una desviacion estandar de 4.33

Finalmente se presentan los resultados del andlisis microbiolégico de la etapa tres:

En la figura 15 se presentan los resultados de la etapa final, de los halos inhibitorios
obtenidos mediante la evaluacion in vitro del efecto antibacteriano de Np-Ag versus
Clorhexidna. Se observan los halos inhibitorios de las Np-Ag sintetizadas por
Heterotheca inuloides y Np-Ag sintetizadas por Camellia sinensis los cuales muestran

un efecto inhibitorio contra Streptoccus mutans y Lactobacillus casei
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Figura 15 Cajas de Petri con mitis salivarius agar y Rogosa agar que muestran los
halos inhibitorios de los discos impregnados con Np-Ag mediante dos agentes

reductores ecoamigables, asi como Clorhexidina versus S. mutans y L.casei.

En la figura 16 se presentan los resultados de la medicion de halos inhibitorios para las
dos soluciones ecoamigables y para Clorhexidina contra los dos microorganismos

cariogénicos.

Valores de los halos inhibitorios en las 9 cajas para Streptococcus mutans

Cajal

Caja 2

Caja3
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Figura 16. Halos inhibitorios de las tres soluciones sobre S. mutans; Np-Ag reducidas
por Camellia sinensis, Np-Ag reducidas por Heterotheca inuloides y Clorhexidina, asi
como un disco que no se encontraba impregnado con ninguna de las soluciones en
estudio, el cual sirvi6 como grupo control. Se observa una media de 6.8, una desviacién
estandar de .25 con una valor minimo de 6.6mm y un valor maximo de 7.1mm a la
dosis de 20ul para Camellia sinensis, mientras que para Heterotheca inuloides una
media de 6.9, desviacidén estandar de .41, un valor minimo de 6.6mm y un maximo de
7.4mm. Finalmente una media de 6.0, desviacion estandar de .30 y un valor minimo de

5.8mm y un valor maximo de 6.4mm para Clorhexidina

En la figura 17 se presentan los valores de los halos inhibitorios en las 9 cajas para
Lactobacillus casei

Cajal

Caja 2

Caja 3
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Figura 17. Halos inhibitorios de las tres soluciones sobre L. casei; Np-Ag reducidas por
Camellia sinensis, Np-Ag reducidas por Heterotheca inuloides y Clorhexidina, asi como
un disco que no se encontraba impregnado con ninguna de las soluciones en estudio,
el cual sirvi6 como grupo control. Se observa una media de 7.0, una desviacion
estandar de .26 con una valor minimo de 6.8mm y un valor maximo de 7.3mm a la
dosis de 20ml para Camellia sinensis, mientras que para Heterotheca inuloides una
media de 6.9, desviacidén estandar de .23, un valor minimo de 6.8mm y un maximo de
7.2mm. Finalmente una media de 5.8, desviacion estandar de .56 y un valor minimo de

5.2mm y un valor méximo de 6.3mm para Clorhexidina

En las tablas 1, 2 y 3 se muestran los resultados de la realizaciébn de un andlisis
estadistico en donde se obtuvieron las medias aritméticas, desviacion estandar e
intervalos de la serie de los halos inhibitorios observados, para cada una de las
particulas a prueba y CHX, a las distintas concentraciones y sobre el crecimiento de las

dos especies bacterianas estudiadas.
Para las pruebas estadisticas se fijo un nivel de confianza del 95 por ciento.

Bajo la hipdtesis alterna p; > My, se utilizd la prueba t de student para varianzas
desconocidas, para establecer si la media de inhibicién del crecimiento bacteriano entre
el agente reductor Camellia sinensis fue mayor que CHX. Se procedi6 de manera

similar para el reductor Heterotheca inuloides versus CHX

Para evaluar si existi6 diferencia entre el efecto inhibitorio de crecimiento sobre las dos
especies estudiadas, por cada agente y a cada una de las tres dosis, se empleo,

nuevamente, la prueba t. (hipotesis alterna p; # o).

Se observo un efecto antibacteriano mayor de Np-Ag reducidas con Camellia sinensis y
Heterotheca inuloides, en comparacion con el de CHX, de manera patrticular a la dosis
de 20 microlitros. El efecto sobre ambas bacterias fue similar. Los resultados fueron

estadisticamente significativos a un nivel de confianza del 95%.
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Con los diferentes agentes empleados y a las distintas concentraciones, el tamafo de
los halos inhibitorios oscil6 de 5.0 a 7.4mm. Las mayores medias de inhibicion del
crecimiento se observaron a las dosis de 20 microlitros. La mayor variabilidad en
cuanto a las dimensiones de halos se observdo con las Np-Ag reducidas con

Heterotheca inuloides.

Las pruebas de diferencias de medias de los halos de inhibicion del crecimiento
bacteriano, al comparar con CHX, fueron marginalmente significativas cuando se
aplicaron Np-Ag reducidas con Camellia sinensis, a 10 microlitros, sobre Lactobacillus
casei; asi como al aplicar las particulas reducidas con Heterotheca inuloides, a 30

microlitros, sobre Streptococcus mutans.

Las Np-Ag reducidas con Camellia sinensis a 10 microlitros alcanzaron mayor
inhibicion del crecimiento de Streptococcus mutans que CHX, en forma

estadisticamente significativa.

Al aplicar a 20 microlitros, los dos agentes reductores a prueba tuvieron un efecto
antibacteriano mayor que la Clorhedixina, y ello de manera estadisticamente

significativa, a la luz de los datos.

En ningun caso existié una diferencia de efecto de los agentes reductores de Np-Ag,
asi como de CHX, sobre la inhibicion del crecimiento bacteriano de Streptococcus

mutans, comparada con la de Lactobacillus casei.
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Tabla 1. Valores de los halos inhibitorios de los agentes reductores de Np-Ag y Clorhexidina *

Sobre el crecimiento de Sobre el crecimiento de
Streptococcus mutans Lactobacillus casei
Media DE Minimo Ma(;qm Media DE Minimo Maglm
A 10 microlitros
Np_Ag reducidas con Camellia sinensis 6.20 0.264 5.9 6.4 6.26 0.404 5.8 6.5
Np_Ag reducidas con Heterotheca 543  0.404 5.0 5.8 543  0.153 5.3 5.6
trmialAaiAdAA
Clorhexidina 5.60 0.264 53 5.8 5.56 0.493 50 5.9
A 20 microlitros
Np_Ag reducidas con Camellia sinensis 6.83 0.252 6.6 7.1 7.00 0.264 6.8 7.3
Np_Ag reducidas con Heterotheca 6.93 0.416 6.6 7.4 6.93 0.231 6.8 7.2
imiillAaiAdAA~
Clorhexidina 6.06 0.305 5.8 6.4 5.83 0.568 5.2 6.3
A 30 microlitros
Np_Ag reducidas con Camellia sinensis 6.03 0.252 5.8 6.3 6.30 0.458 5.8 6.7
Np_Ag reducidas con Heterotheca 6.56 0.737 6.0 7.4 6.50 0.781 6.0 7.4
rmalAiAdAA
Clorhexidina 5.83 0.252 5.6 6.1 5.70 0.700 50 6.4

+
en mm
DE: desviacién estandar
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Tabla 2. Diferencias de medias de los halos inhiQitorios entre reductores de Np-Ag y

Clorhexidina
Sobre el crecimiento Sobre el crecimiento
de Streptococcus de Lactobacillus casei
miitans
Valor de p Valor de p
A 10 microlitros
Np_Ag reducidas con Camellia sinensis
vs. Clorhexidina 0.025 0.065
Np_Ag reducidas con Heterotheca
inuloides vs. Clorhexidina 0.713 0.657
A 20 microlitros
Np_Ag reducidas con Camellia sinensis
vs. Clorhexidina 0.014 0.016
Np_Ag reducidas con Heterotheca
inuloides vs. Clorhexidina 0.022 0.018
A 30 microlitros
Np_Ag reducidas con Camellia sinensis
vs. Clorhexidina 0.193 0.141
Np_Ag reducidas con Heterotheca 0.090 0.128

inuloides vs. Clorhexidina

* Nivel de confianza: 95 por ciento

Tabla 3. Diferencias de medias de los halos inhibitorios sobre el
crecimiento de Streptococcus mutans vs. Lactobacillus casei *

Valor de p
A 10 microlitros

Np_Ag reducidas con Camellia sinensis 0.840
Np_Ag reducidas con Heterotheca 1.000
miillAaidA~

Clorhexidina 0.907
A 20 microlitros

Np_Ag reducidas con Camellia sinensis 0.465
Np_Ag reducidas con Heterotheca 1.000
miillAaidA~

Clorhexidina 0.570
A 30 microlitros

Np_Ag reducidas con Camellia sinensis 0.422
Np_Ag reducidas con Heterotheca 0.928
millAaiA A~

Clorhexidina 0.777

* Nivel de confianza: 95 por ciento
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10. DISCUSION
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DISCUSION
Etapa 1.

Cuando se utilizan bioreductores, el mecanismo de la reduccion no se ha podido
elucidar completamente, se desconoce hasta la fecha y es muy complejo. En la figura
18 se presentan las principales moléculas quimicas que integran los principios activos
de Heterotheca inuloides, cualquiera o todas podrian proporcionar el electron al ion
plata para llevar a cabo el proceso de reduccidén y obtener plata metélica. Otra de las
funciones del bioreductor es limitar el crecimiento de las nanoparticulas y esto es

caracteristico de cada bioreductor.

21 F|2
1 H COOH
4 OH CHjy

Figura 18. Principales moléculas quimicas que conforman los principios activos de
Heterotheca inuloides (arnica mexicana) caracterizados por Resonancia Magnética
Nuclear (RMN). %

SARAI CARMINA GUADARRAMA REYES Pagina 115



EFECTO ANTIBACTERIANO DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA VERSUS CLORHEXIDINA SOBRE STREPTOCOCCUS
MUTANS Y LACTOBACILLUS CASEI

En nuestro pais, Delgado et al en el afio 2001 reportaron que Heterotheca inuloides
mostré actividad antimicrobiana e inhibitoria, asi como propiedades citotoxicas y
antioxidantes, encontraron que un extracto cetonico de arnica mostré propiedades
antinflamatorias in vivo cuando se evaluo en edemas inducidos en ratones. Aln se

siguen estudiando sus efectos antinflamatorios y analgésicos. %

Por otro lado cuando se utiliza Camelia sinensis el proceso de reduccién es atribuido a

los polifenoles, compuestos presentes de manera abundante en este bioreductor.

En 2011, en Japdn, China, Iran e India se demostré6 que Camellia sinensis, tiene un
efecto inhibitorio sobre Streptococcus mutans. En este estudio ;5 se reporté que el
consumo de estas plantas en infusion, provee un efecto anticariogénico. Se ha
sugerido que los componentes volatiles de la infusién semi-fermentada son la causa del
mayor efecto anticaries comparado con el tipo no fermentado. Aunado a esto; Jalayer
et al, reportaron que los componentes bioactivos de las infusiones son capaces de

inhibir el crecimiento de los grupos Streptococci y Lactobacilli. *

Haffajee et al reportaron en 2008 que los consumidores estdn teniendo un mayor
acercamiento a la tendencia de incorporar sustancias naturales para el cuidado de su
salud; en respuesta a esto, los productores farmacéuticos estan implementando el uso
de productos a base de sustancias naturales en lugar de quimicas. En Estados Unidos,
las casas comerciales de productos dentales estan utilizando extractos naturales,

especialmente de plantas con propiedades antibacterianas y antioxidantes. **

Por su parte, Ferrazzano et al en 2011 reportan que las plantas poseen actividad
anticariogénica, debido especialmente a los compuestos polifendlicos que han

mostrado inhibicién de la membrana celular de bacterias como S. mutans. 3

Respecto a la reduccion de Np-Ag en condiciones temperatura, en donde encontramos
gue los métodos con incorporacion de calor permitieron la mejor extraccion de los
principios activos de los agentes ecoamigables, podemos hacer referencia a lo

15

observado por este estudio >, en donde bajo condiciones de calor, se reduce el

numero de bacterias debido a que la temperatura puede afectar el crecimiento y la
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multiplicacion de los microorganismos orales. Shukla et al en 2012, mencionan que el
proceso de ebullicion permite una mejor reduccion de los iones plata. A mayor

temperatura, menor el tiempo requerido para la formacién de Np-Ag*®

En cuanto al mayor éxito de la reduccion en solucion acuosa podemos mencionar que,
en 2004, Giamperi et al reportaron que algunos componentes naturales observan
mejores propiedades antioxidantes cuando son disueltas en soluciones acuosas, que

cuando se disuelven en soluciones alcohdlicas. 1*°

Finalmente, cuando se utiliza un compuesto quimico como el Borohidruro de sodio,
éste posee uno de los potenciales mas altos de reduccién, pudiendo reducir casi
cualquier metal; el mecanismo de accién es muy diferente, aqui los iones hidruro estan
muy disponibles y de manera abundante, el ion hidruro es inestable por lo que para
alcanzar mayor estabilidad se desase del electron que posee de mas y que le confiere
el signo negativo, al ceder este electrén a la plata, se lleva a cabo el proceso de
reduccion, dando lugar a la formacion de nanoparticulas y la formacién de hidrégeno en
forma de gas que se desprende de la reaccion. Como el proceso es riguroso e
instantaneo, se forman centros de nucleacion, presentandose una competencia para la
formacion de nanoparticulas evitando asi el crecimiento y dando lugar a la formacién
de nanoparticulas de tamafio pequefio. ® La reaccién quimica que se lleva a cabo es

la siguiente:
Ag™ + BHs + 4H,0 ——> Ag° + B(OH), + 8H'
Etapa 2.

Como sabemos, el tamafio de las bacterias esta en el orden de las micras, tres ordenes
de magnitud mayor que las nanoparticulas obtenidas por cualquiera de los tres
métodos, por lo tanto la probabilidad de que entren en contacto las nanoparticulas con
las bacterias es mayor cuando el tamafio de las Np-Ag es menor, por lo que
Heterotheca inuloides representa ser un reductor superior a Camellia sinensis.

Borohidruro de sodio mostro Np-Ag de menor tamafio y con menor polidispersion, por
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lo que podemos concluir que su probabilidad de contacto bacteriano sera ain mayor,

debido a que es un agente quimico mas drastico y actua rapidamente.

Como se puede observar en las micrografias de MET, por los tres métodos de
reduccion, las nanoparticulas tienden a la esfericidad, siendo ésta la forma geométrica
mas estable termodindmicamente, esta técnica nos permite obtener la distribucién de

tamanfo de las nanoparticulas y observar que la polidispersion es estrecha.

Aunque por limitaciones de la técnica, no es posible observar las nanoparticulas por
MEB, al realizar el mapeo quimico se puede identificar la distribucion de los diferentes
elementos quimicos presentes, los constituyentes propios del 6rgano dentario y la
presencia del agente antibacteriano como lo son las nanoparticulas de plata.

Etapa 3.

El mayor efecto inhibitorio sobre ambas cepas fue obtenido a 20 microlitros de Np-Ag.
Debe subrayarse que uno de los resultados mas importantes de este trabajo fue el
hallazgo de que los mayores efectos inhibitorios del crecimiento bacteriano se
encontraron a 20 microlitros, y que, al superar dicha concentracion, el efecto disminuyo

de manera ostensible, para todos los antisépticos estudiados.

Singh et al en su estudio utilizaron 10ml de 0.2% de CHX reportando que al exceder
esta dosis se provoca una sobresaturacion del sensi disco y no provee mayor ventaja
clinica al evaluar el uso de CHX y su retencion con la dentina, no asi su efecto

antibacterial. *°

De acuerdo a algunos estudios sobre Clorhexidina*’, Mathur et al, reportan que en
10ml de colutorio de CHX al 0.2%; se tiene una equivalencia a una dosis de 20mg de
gluconato de Clorhexidina. Existen otras presentaciones comerciales para CHX,

especialmente como colutorio; Komorowski et al utilizan Clorhexidina al 0.12%. ’

Respecto al gel de gluconato de CHX, se encuentran presentaciones comerciales con
concentraciones que van desde 0.2%, 1% Y 2%, > 48 49.50.51.53 \ientras que Shaeken

et al en 1991llegaron a utilizar gel de CHX al 40%. *°
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Saliba et al en 2003, Mc Coy et al en 2008 y Zanatta et al en 2007 utilizaron 0.12% de

enjuague de CHX como coadyuvante a la eliminacién de placa dental. ® & >°

A pesar de que resulta sencillo adquirir la Clorhexidina en el mercado y tomando en
cuenta el periodo de substantividad de dicha sustancia y los efectos secundarios
adversos que representa, es oportuno siempre indicar al paciente que los tiempos de
uso para este antiséptico bucal deben ser limitados y monitoreados, y que no debe
excederse la dosis prescrita.

Respecto a la solucion de Np-Ag en estudio, nosotros consideramos de suma
importancia hacer notar que la concentracion utilizada es minima, en comparacion con

las diversas concentraciones que se muestran en distintas presentaciones de CHX.

Al haber trabajado a partir de una concentracién de 1x107, (.001M) estamos ciertos de
gue nos encontramos muy por debajo de las concentraciones en las soluciones de
CHX utilizadas como antiséptico bucal, de manera tradicional en el &rea odontologica.
De acuerdo a lo reportado por Khaydarov et al en 2009 para las Np-Ag versus algunos

antibidticos. ®

Una dosis de 1x10™ de nanoparticulas de plata, contiene 10 mg de plata. Comparando
la presentacion de Clorhexidina al 2%, la cual contiene 20mg de gluconato de
Clorhexidina, podemos concluir que nuestra solucion de Np-Ag posee un efecto

antibacteriano de tres 6rdenes de magnitud mayor que dicha sustancia.
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11. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

La interpretacion de los espectros de Uv-Vis y de las imdgenes de microscopia
electronica de transmision obtenidos mediante los bioreductores Heterotheca inuloides
y Camellia sinensis, mostraron que la formacion de nanoparticulas de plata es mas
efectiva cuando se extraen los principios activos de los bioreductores, cuando éstos se
someten a ebullicion, lo que indica que la polaridad de los principios activos es similar a
la del agua, y que la temperatura juega un papel importante aumentando la solubilidad

de estos y de esta manera se logra una mejor extraccion de los agentes reductores.

Se concluye que es mejor utilizar s6lo agua para la sintesis, ya que cuando se
realizaron mezclas de agua etanol la cantidad de nanoparticulas formadas fue menor y
en los casos en que se intentd hacer la extraccién 100% alcohdlica no hubo la
formacion de nanoparticulas, un factor importante es la polaridad del alcohol que no es

muy similar a los principios de los bioreductores.

Debido al tipo de enlace presente en el precursor, éste presenta una elevada
solubilidad en agua, siendo éste el medio propicio para la solvatacién de los iones
plata, no asi el etanol, ya que éste presenta un momento dipolar mucho menor que el
del agua, siendo dificil de disolver el nitrato de plata en etanol, ademas de muchas

otras implicaciones que no se discutiran en este trabajo.

Con la utilizacién de los bioreductores y las Np-Ag se logra hacer una sinergia ya que
en reportes recientes se ha demostrado que tanto Heterotheca inuloides (arnica) como

Camelia sinensis (té verde) presentan propiedades antibacterianas importantes. *°

Se concluye que, de acuerdo a la interpretacion de los resultados obtenidos por
espectrofotometria Uv-Vis y mediante el bioreductor Heterotheca inuloides se obtienen
nanoparticulas de muy buen tamafo (17.5nm) en cantidad suficiente y con una
distribucion de tamafo de particula estrecho; lo cual se puede comprobar con

microscopia electronica de transmision.

Los métodos de sintesis con Heterotheca inuloides mostraron plasmones superiores a

Camellia sinensis. Las nanoparticulas sintetizadas con Heterotheca inuloides
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produjeron plasmones entre los 440nm y 456nm, lo que indica que las nanoparticulas
de plata con este agente reductor son pequefias, estables, de cantidad satisfactoria, de

adecuada polidispersion y de una forma esférica.

El reductor Camellia sinensis produjo plasmones entre 354nm y 451nm, indicando que
las nanoparticulas de plata obtenidas son estables, de cantidad satisfactoria, de
adecuada polidispersion, de forma esférica, con buenas probabilidades de contacto con
un gran numero de bacterias y con adecuada efecto antibacteriano pero con un tamafio

menor a Heterotheca inuloides
Etapa 2.

Mediante la técnica EDS del microscopio electrénico de barrido se observo la absorcién
de Np-Ag en el diente, aunque fisicamente no se pueden observar las Np-Ag,
concluimos que la solucién fue compatible con los tejidos que conforman al 6rgano

dentario, la solucion fue absorbida por el esmalte y la dentina.

Al realizar el mapeo quimico se puede identificar la distribucion de los diferentes
elementos quimicos presentes, los constituyentes propios del 6rgano dentario y la

presencia de agente antibacteriano como lo son las nanoparticulas de plata.

En las micrografias de MET, por los tres métodos reductores, las Np-Ag son esféricas,
por lo que se espera que sean estables termodinamicamente. Ademas, con respecto a
la distribucién de tamafio de las nanoparticulas se observa que la polidispersion es

estrecha.

Hasta ahora no se han encontrado reportes en los que Np-Ag ecoamigables se hayan
depositado en 6rganos dentarios, por lo que uno de los mayores aportes del presente
trabajo de investigacion ha sido el poder concluir que la substancia sintetizada es
compatible con esmalte y dentina y que la plata en forma de nanoparticula tiene una

Optima absorcion en estos tejidos duros.
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Etapa 3

A la luz de los datos estudiados, los resultados en cuanto a la inhibicion del crecimiento
bacteriano sugieren que las nanoparticulas de plata presentaron un efecto
antibacteriano importante y determinante sobre ambos agentes causantes de la caries

dental como lo son Streptococcus mutans y Lactobacillus casei.

La substancia sintetizada contiene 10mg de plata en una concentracién de 1x107
mientras que en 2% de CHX se encuentran contenidos 20mg de gluconato de
clorhexidina, por lo que, mediante la evaluacion de los halos inhibitorios se concluye
gue la solucién de Np-Ag presentd un efecto inhibitorio mayor que Clorhexidina a una

dosis minima.

La odontologia actual tiene el compromiso de poner a disposicion de los pacientes,
agentes antibacterianos no sélo eficaces sino inocuos para la salud humana y el medio
ambiente, por lo que la nanotecnologia y la quimica ecoamigable, podrian ser un factor
clave en el desarrollo de nuevas y mejoradas substancias que representen menores

costos de produccion y mayores beneficios para la poblacién.

Los estudios reportan una evaluacion del efecto antibacteriano de Np-Ag contra el
Streptococcus aureus, Salmonella, Escherichia coli y Candida albicans en el area de
medicina, pero aun no han sido utilizadas en la odontologia contra microorganismos

causantes de caries.

Al no haber encontrado hasta hoy dia, estudios en los que se evalle el efecto
antibacteriano que poseen las Np-Ag sobre microorganismos cariogénicos, concluimos
gue este trabajo experimental abrira nuevos caminos en los senderos de la

investigacion.
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12. SUGERENCIAS
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SUGERENCIAS

Dado que los efectos estadisticamente significativos, en cuanto a la superioridad como
agente inhibidor del crecimiento de Streptococcus mutans de las Np-Ag reducidas con
Camellia sinensis sobre la Clorhexidina, se mostraron entre la dosis de 10 microlitros vy,
principalmente a la dosis de 20 microlitros, se estima conveniente investigar dosis para
este agente reductor que oscilen entre los 10, 15, 20 y 25 microlitros. Es muy probable
gue la dosis idénea se encuentre entre 15y 20 microlitros.

Es posible que el sensi-disco tenga cierto grado de absorcion y puede ser que llegue a
un punto en el que no absorbe mas solucién o no sabemos si dependa del tiempo que
en unos dias sea mayor su inhibicion, se considerara la variable tiempo si se realiza un

estudio posterior en dientes.

Se sugiere evaluar el efecto antibacteriano de Np-Ag contra diversos microorganismos
qgue colonizan la cavidad bucal y que contribuyen a la progresién de la lesion cariosa.
Existen hoy dia estudios contra microorganismos Gram+ como Escherichia coli, con
buenos resultados, sin embargo microorganismos Gram- como Stapyhlococcus aureus

han mostrado cierta resistencia, no asi en forma de nanoparticula. *°

Seria pertinente, la evaluacion del efecto inhibitorio sobre cepas ATCC para comparar
el comportamiento del agente antibacteriano de acuerdo a las condiciones
microbiolégicas de una cepa caracterizada y de cepas crecidas a partir de una

poblacion infantil.

Los bioreductores utilizados en el presente estudio en sinergia con las sales de plata,
mostraron un efecto antibacteriano mayor que el sélo empleo de la Clorhexidina. Se
sugiere un mayor estudio acerca de los efectos antibacterianos de Np-Ag sintetizadas a

partir de reductores ecoamigables a diferentes dosis.

La propuesta y el compromiso que han surgido a raiz del presente estudio
experimental, es continuar con analisis anticariogénicos in vitro, para poder

posteriormente realizar evaluaciones del comportamiento de nuestra substancia en un
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mayor niumero de 6rganos dentarios y en un futuro poder beneficiar a la poblacién en

general, logrando asi tener alternativas de uso ademas de la Clorhexidina.
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CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo a los principios de la Declaracion de Helsinki, la investigacion pretende
guiar al hombre hacia el camino del conocimiento, y debe estar enfocada hacia la
mejora de la situacion de salud de los individuos. En el area odontolégica, toda
investigacion debe fundamentarse en normas que impidan que se violenten los

derechos de las personas que en ella participan. *°

En el reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud,
capitulo I, articulo 17: se considera como riesgo de investigacion a la probabilidad de
gue el sujeto de investigacion sufra algin dafio como consecuencia inmediata o tardia

del estudio.

Para efectos de este reglamento, la presente investigacion se clasifica en la siguiente
categoria: Il. Investigacion con riesgo minimo por la obtencion de dientes deciduos y

dientes permanentes extraidos por indicacion terapéutica.

De acuerdo al titulo cuarto, capitulo I; en el articulo 75 y 78 se encuentran los
lineamientos para el manejo de microorganismos, asi como la capacitacion para el
personal que trabaja en el laboratorio de microbiologia. Por otra parte se dan bases
para la autorizacion de las instituciones y las instalaciones adecuadas requeridas en la

realizacion del proyecto de experimentacion.

Del articulo 76 al 87 se detallan los puntos que se refieren no sélo al correcto manejo
de los microorganismos y las instalaciones, sino al tipo de riesgo dentro de esta

investigacion.
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ANEXO 1
CONSENTIMIENTO INFORMADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO
CENTRO DE INVESTIGACION Y ESTUDIOS AVANZADOS EN ODONTOLOGIA
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

Maestria en Ciencias Odontoldgicas

Conforme a la Ley General de Salud. Capitulo Investigacion para la salud. Articulo 100,
102, 103, NOM 168-SSA1, Numeral 4,2

Yo: (nombre)
en mi caracter de (padre, madre, tutor) del
menor: (nombre) con
domicilio y teléfono ,

manifiesto que la EOP Sarai Carmina Guadarrama Reyes me ha explicado
amablemente de manera verbal, de forma clara, sencilla y suficiente acerca de la
investigacion que se realiza en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados de la
Facultad de Odontologia de la UAEM, titulado: “Efecto antibacteriano de las
nanoparticulas de plata versus Clorhexidina sobre Strepctococcus mutans vy
Lactobacillus casei”; motivo por el cual acepto que se extraigan los érganos dentarios

temporales: de mi hijo y sean utilizados en

éste estudio. Manifiesto que se me ha explicado previamente la técnica de extraccion

dental y los posibles riesgos y beneficios de la misma.

Toluca, México a los dias del mes de de 2011

Nombre y firma del padre o tutor
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ANEXO 2

ASENTIMIENTO INFORMADO

En la clinica de la especialidad en Odontopediatria de nuestra facultad, se revisé a los
nifios cuyas madres accedieron a participar en este estudio para encontrar los 6rganos
dentarios que reunian los criterios de inclusion determinados para el presente trabajo
(molares temporales con caries de esmalte y/o dentina, libres de restauraciones
previas, sin fracturas ni defectos de estructura, asi como incisivos sin cavitacién por

caries).

Se platicé con los nifios y se les solicitd obsequiarnos sus dientes una vez que se los
hubiesen quitado. Mediante un lenguaje sencillo y acorde a su edad se explico

brevemente el proposito de la investigacion.

No se extrajeron dientes sanos y no extrajeron dientes que no estuvieran prontos a

exfoliarse.
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ANEXO 3

Tablas de la 4 a la 23 que muestran los datos obtenidos del andlisis elemental de los

organos dentarios mediante MEB

Segundo molar | Porciento Porciento en
inferior en peso peso atémico
izquierdo total

C 43.69 59.11

@) 30.99 31.47

P 6.76 3.54

Ca 12.09 4.90

Ag 6.47 0.97

TOTAL 100 100

Primer molar Porciento en | Porciento en

inferior izquierdo | peso total peso
atémico

C 42.81 59.12

@) 31.82 31..42

P 6.52 3.58

Ca 12.30 4.82

Ag 6.82 1.06

TOTAL 100 100

Segundo molar

Porciento en

Porciento en

inferior izq peso total peso atomico
C 42.70 59.20

@) 31.85 3171

P 5.92 3.60

Ca 12.88 4.52

Ag 6.65 0.97

TOTAL 100 100

Segundo molar

Porciento en

Porciento en

inferior der peso total peso atbmico
C 44.10 59.13

0 30.98 31.51

P 6.99 3.68

Ca 12.38 4.71

Ag 5.55 0.97

TOTAL 100 100

Segundo molar

Porciento en

Porciento en

superior izq peso total peso atomico
C 42.37 59.08

0 31.90 31.82

P 6.71 3.42

Ca 12.42 4.72

Ag 6.6 0.96

TOTAL 100 100

Incisivo central

Porciento en

Porciento en

inferior derecho | peso total peso atbmico
C 43.20 59.18

0 33.52 31.60

P 6.16 3.72

Ca 12.99 4,98

Ag 4.13 0.52

TOTAL 100 100

Primer molar

Porciento en

Porciento en

superior izq peso total peso atbmico
C 43.53 59.05

©) 32.01 31.77

P 5.80 3.62

Ca 12.55 4.32

Ag 6.11 1.24

TOTAL 100 100

Primer molar Porciento en | Porciento en

superior izq peso total peso atbmico
C 42.51 59.15

o] 32.01 31.87

P 6.32 3.47

Ca 12.38 4.22

Ag 6.78 1.29

TOTAL 100 100

e —
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Primer molar

Porciento en

Porciento en

Incisivo central | Porciento en | Peso
inferior izq peso total

C 44,01 59.13
O 33.08 31.37
P 5.98 3.53
Ca 12.01 4.59
Ag 4,92 0.48
TOTAL 100 100

inferior izquierdo | peso total peso atémico
C 43.21 59.12

O 30.78 3172

P 6.42 3.42

Ca 12.31 4.31

Ag 7.28 1.43

TOTAL 100 100

Incisivo central

Porciento en

Porciento en

inferior der peso total peso atémico
C 41.00 59.12

@) 33.70 3151

P 6.00 3.11

Ca 14.97 5.65

Ag 4.33 0.61

TOTAL 100 100

Incisivo central

Porciento en

Porciento en

superior der peso total peso atbmico
C 43.73 59.20

@) 31.88 31.81

P 6.73 341

Ca 12.20 4.71

Ag 5.46 0.87

TOTAL 100 100

Segundo molar

Porciento en

Porciento en

inferior izq peso total peso atomico
C 43.33 59.31

0 30.33 31.32

P 6.52 3.51

Ca 12.42 4.42

Ag 7.39 1.44

TOTAL 100 100

Primer molar Porciento en | Porciento en
inferior derecho | peso total peso atémico
C 43.83 59.70

0 30.31 31.50

P 6.32 3.72

Ca 12.79 4.21

Ag 6.75 0.87

TOTAL 100 100

Segundo molar

Porciento en

Porciento en

inferior der peso total peso atbmico
C 43.21 59.22

O 30.52 31.42

P 6.98 3.66

Ca 12.51 451

Ag 6.78 1.19

TOTAL 100 100

Primer molar Porciento en | Porciento en

superior der peso total peso atbmico
C 43.81 59.31

o] 30.91 31.31

P 6.71 3.48

Ca 12.11 4.81

Ag 6.46 1.18

TOTAL 100 100

Segundo molar

Porciento en

Porciento en

inferior izq peso total peso atbmico
C 43.40 59.31

o] 30.33 31.52

P 6.22 3.71

Ca 12.71 4.51

Ag 7.34 0.95

TOTAL 100 100

Segundo molar

Porciento en

Porciento en

inferior peso total peso atdbmico
izquierdo

C 43.25 59.20

0 30.12 31.39

P 6.77 3.66

Ca 12.18 4.31

Ag 7.68 1.44

TOTAL 100 100
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Incisivo central

Porciento en

Porciento en

Segundo molar | Porciento Porciento en
inferior en peso peso atbmico
izquierdo total

C 43.69 59.11

@) 30.99 31.47

P 6.76 3.54

Ca 12.09 4.90

Ag 6.47 0.97

TOTAL 100 100

superior peso total peso atomico
izquierdo

C 41.98 59.70

0 32.66 31.55

P 6.21 3.19

Ca 14.11 4.72

Ag 5.04 0.84

TOTAL 100 100
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ANEXO 4

Esquema de la matriz de los halos de inhibicion con los tres agentes antibacterianos

sometidos a prueba sobre ambos microorganismos

6.5 7 75
Il Il Il k72
° L]
Camellia L7
sinensis a
microlitros d 6.8
(] [ ] -
7.5 e
o L[]
Heterotheca
- inuloides a
20
microlitros o|
L[] J
6.5 o 6.4
Clorhexidina 6.2
220
. . microlitros Le
T ? T T T T T T 5.8
6.6 6.8 7 7.2 5.8 6 6.2 6.4

Figura 19. Matriz de dimensiones de halos inhibitorios sobre Streptococcus mutans

6.8 7 7.2
7.4
o L]
Camellia 7.2
sinensis a
microlitros r7
L] L[]
o -
7.2 - 6.8
Heterotheca
74 inuloides a
microlitros
6.812 °
6.5
® o
° Clorhexidina 6
a20
microlitros 55
L]
T T T T T T T T *5
6.8 7 7.2 7.4 5 55 6 6.5

Figura 20. Matriz de dimensiones de halos inhibitorios sobre Lactobacillus casei
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PONENCIAS Y RECONOCIMIENTOS

e Ponente en el XXIV Congreso Nacional e Internacional de Posgrado e
Investigacion en Odontologia y en el Congreso Anual de alumnos de
Diplomados de la IADR-UNAM con el tema “Nanoparticulas de Plata versus
clorhexidina en dientes temporales” llevado a cabo en Cancun México, del 3 al 7
de Junio de 2012

e Ponente en el XV Foro Interinstitucional de Investigacion en Salud realizado en
el ITESM Campus Toluca, en la modalidad cartel con el tema “Efecto
antibacteriano de las Nanoparticulas de Plata versus clorhexidina sobre

Streptococcus mutans y Lactobacillus casei” los dias 4 y 5 de Octubre de 2012

e Ponente en el XXI Congreso Nacional e Internacional de la Asociacién Dental
Mexicana, llevado a cabo en la expo AMIC en el WTC Ciudad de México, en la
modalidad cartel con el tema “Efecto antibacteriano de las Nanoparticulas de
Plata versus clorhexidina sobre Streptococcus mutans y Lactobacillus casei” los
dias 15y 16 de Noviembre de 2012

e Reconocimiento por haber obtenido el ler lugar a Nivel Estatal en el XV Foro
Interinstitucional de Investigacion en Salud en el ITESM Campus Toluca, en la
modalidad cartel, los dias 4 y 5 de Octubre de 2012

e Reconocimiento por haber obtenido el ler lugar a Nivel Nacional en el XXI
Congreso Nacional e Internacional de la Asociacion Dental Mexicana, llevado a
cabo en la expo AMIC en el WTC Ciudad de México, en la modalidad cartel, los
dias 15y 16 de Noviembre de 2012
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Universidad Nacional

Autonoma de México
Facultad de Odontologia

Division de Estudios de Posgrado e Investigacion

Otorgan la presente

Constancia

" EOP. SARAI CARMINA GUADARRAMA REYES

Por su Asistencia al

XXIV Congreso Nacional e
Internacional de Posgrado
e Investigacion en Odontologia

y Congreso Anual de Alumnos
de Diplomados

“Por mi raza hablara el espiritu”
Cancun, QR, junio 3 al 7 de 2012.
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EFECTO ANTIBACTERIANO DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA VERSUS CLORHEXIDINA SOBRE STREPTOCOCCUS
MUTANS Y LACTOBACILLUS CASEI
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