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RESUMEN

Objetivo: El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antibacteriana y capacidad
quelante de las nanoparticulas de quitosano al 0.1% para uso como agente irrigante durante el
tratamiento de conductos.

Metodologia: Se realizo la sintesis de las nanoparticulas de quitosano mediante el método de
gelacion ionica y se caracterizaron mediante DLS, STEM, FTIR y DSC. Se utiliz6 el método de
macrodilucion para evaluar su actividad antibacteriana contra el E. faecalis, iniciando con una
concentracion del 0.1%. Por tltimo, se evalud y compar6 su capacidad quelante contra el EDTA
al 17%. Se utilizaron 6 premolares uniradiculares, de los cuales se cortaron discos a 7 mm del
apice, que a su vez se cortaron en 4 partes. Cada uno de los fragmentos estuvo en contacto con
un irrigante (Grupo 1: Nanoparticulas de quitosano; Grupo 2: EDTA) a diferentes tiempos (0,
3, 5 y 10 minutos). Posteriormente se disolvieron los fragmentos en HNO3 para ser analizados
mediante ICP.

Resultados: Las nanoparticulas de quitosano al 0.1% inhibieron el 93.74+1.23% de las
bacterias, ademas de que redujeron el % en peso de los iones Ca de los 6rganos dentarios a los
3 minutos de la misma manera que el EDTA.

Conclusiones: Las nanoparticulas de quitosano al 0.1% pueden ser una alternativa al EDTA

como agente antibacteriano y quelante para el tratamiento de conductos.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La nanotecnologia es una ciencia que estd emergiendo como campo
interdisciplinario con un desarrollo rapido y se ha convertido en una herramienta poderosa para
varias aplicaciones biomédicas, tales como la regeneracion tisular, transporte de farmacos,
biosensores, transferencia de genes e imagenologia. La nanotecnologia puede usarse para
sintetizar y fabricar biomateriales avanzados con propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas
unicas (1). Se ha propuesto el uso de nanoparticulas de quitosano durante la terapia endodontica
debido a su actividad antibacteriana y a su potencial efecto quelante. El presente proyecto
pretende evaluar las nanoparticulas de quitosano para su uso como agente irrigante durante el

tratamiento de conductos, mediante ensayos in vitro.

LI Antecedentes

Un estudio donde se evaluaron las propiedades quelantes y de inhibicion de la
recolonizacion bacteriana de las nanoparticulas de quitosano (NPQ) fue el de Del Carpio-
Perochena et al. (2). Se utilizaron bloques rectangulares de dentina radicular bovina, que fue
sometida a esterilizacion con autoclave por 30 minutos a 121 oC. Posteriormente sintetizaron
las NPQ con el método de gelacion ionica: El polvo de quitosano se disolvio en 4cido acético al
1% a temperatura ambiente. En seguida, se afiadi6 una solucion de 1 mg/mL de tripolifosfato
de sodio polianiénico (TPP) a la solucion de quitosano. Se mezclo en un homogenizador a 5,000
rpm para obtener una concentracion final de nanoparticulas de 1.29 mg/mL. El tamafio de las

nanoparticulas fue de 85 a 221 nm. Las soluciones irrigantes que evaluaron fueron: Hipoclorito
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de sodio (NaOCl) al 2.5% por 20 minutos, Acido etilendiaminotetracético (EDTA) al 17% por
3 minutos y NPQ al 1.29 mg/mL por 3 minutos, creando asi 5 grupos (n= 20 por grupo): dentina
tratada con agua destilada (grupo 1, control), con NaOCI (grupo 2), NaOCI-EDTA (grupo 3),
NaOCI-EDTA-NPQ (grupo 4), y NaOCI-NPQ (grupo 5). Se estandarizé el volumen a 3 mL para
todas las soluciones. Se colocaron las muestras de dentina en placas de cultivo con las
soluciones. Para el grupo de NaOCl se realizaron cambios cada 5 minutos para simular las
condiciones clinicas. Después de este procedimiento, la mitad de las muestras (n=50) se
utilizaron para analizar el efecto quelante de las soluciones usando microscopia electronica de
barrido (SEM, por sus siglas en inglés), mientras que la otra mitad (n=50) se infectd con
biopelicula oral y se analizd con microscopia confocal laser. Como resultados obtuvieron que
el smear layer se redujo significativamente en los grupos tratados con NaOCI-EDTA, NaOCl-
EDTA-NPQ y NaOCI-NPQ a comparacion con los del grupo control y NaOCI (p<0.05). Por
otro lado, el biovolumen y la viabilidad bacteriana fueron significativamente menores en las
muestras que recibieron irrigacion final con nanoparticulas que los del grupo control (»p<0.05).
Los grupos NaOCI-EDTA-NPQ y NaOCI-NPQ no tuvieron diferencia estadistica (p>0.05). La
colonizacidn bacteriana y viabilidad celular en los grupos NaOCl y NaOCI-EDTA no fueron
estadisticamente diferentes que los del grupo control (p>0.05).

En otro estudio, en donde se evaluaron las propiedades fisicas y antibacterianas de
diferentes nanoparticulas y de un cemento sellador mezclado con nanoparticulas, Kishen et al.
(3) evaluaron nanoparticulas de 6xido de Zinc (ZnO-NPs), NPQ, nanoparticulas de una mezcla
de o6xido de zinc y quitosano (Q/ZnO-NPs), y nanoparticulas de 6xido de zinc cubiertos por

multicapas de quitosano (Q-capas-ZnO-NPs). Las NPQ fueron sintetizadas disolviendo
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quitosano en una solucion de acido clorhidrico (HCl) a una concentracion de 0.5% p/v, y el pH
se elevo de 4.6 a 5 con 10 N de hidroxido de sodio (NaOH). Posteriormente se afiadieron 5 mL
de TPP al 0.25% en agua a 15 mL de una solucion de quitosano a una velocidad de 1,000 rpm.
Las nanoparticulas se separaron por centrifugacion a 20,000 rpm por 30 minutos. El
sobrenadante se descartd, y las NPQ se lavaron con agua para remover cualquier residuo de
NaOH. Las Q-capas-ZnO-NPs se prepararon por técnica electrostatica de capas. La deposicion
en capas de los polielectrolitos se realiz6 dispersando ZnO-NPs en una solucion de acido
hialurénico anionico (1 mg/mL en 0.14 mol/L NaCl) seguido de la solucion catidonica de
quitosano (1.5 mg/mL en 0.1 mol/L acido acético conteniendo 0.14 mol/L NaCl). Después el
contenido fue centrifugado y lavado con 0.14 mol/L NaCl por 3 minutos a 10,000 rpm y lavado.
Un total de 3 bicapas de quitosano y acido hialurénico se dispersaron en el aspecto externo de
las nanoparticulas de ZnO. El potencial Zeta de las nanoparticulas se midié con un analizador
ZetaSizer nano, a través de electrodos de paladio a temperatura ambiente, y se calculd la media
de 6 lecturas. El tamafio de las NPQ y ZnO-NP fue determinada por SEM. La eficacia
antibacteriana de nanoparticulas se evalu6 con Enterococcus faecalis (E. faecalis). Se utilizaron
100 dientes uniradiculares; la corona y la porcion apical se removieron para obtener una raiz de
longitud de 8 mm. Después se seccionaron verticalmente a través del plano mediosagital en dos
porciones. Estas porciones de dentina se dividieron aleatoriamente en 5 grupos iguales y se
expusieron a diferentes tratamientos quimicos. El grupo 1 fue tratado con NaOCl al 5.2% por
30 minutos. Los del grupo 2 se trataron con NaOCl al 5.2% por 30 minutos y EDTA al 17% por
5 minutos. El grupo 3 se trataron con EDTA al 17% por 5 minutos y NaOCI al 5.2% por 30

minutos. El grupo 4 fue tratado con clorhexidina por 30 minutos, y los del grupo 5 se
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mantuvieron sin tratamiento. Después del tratamiento con irrigantes, se dividieron en 5
subgrupos y fueron tratados con 30 mg de nanoparticulas mezcladas con 1 mL de agua
desionizada. Los especimenes del subgrupo 1 fueron tratados con ZnO-NP, los del subgrupo 2
fueron tratados con NPQ), los del subgrupo 3 fueron tratados con Q/ZnO-NP, y los del subgrupo
4 fueron tratados con Q-capas-ZnO-NP por 24 horas. El grupo control sin tratamiento se
mantuvieron en todos los grupos. Posteriormente se utilizd6 un cultivo de E. faecalis para
inocularlo en los fragmentos de dentina tratados con los distintos irrigantes y nanoparticulas, en
una placa de pocillos a 37 °C por 1 hora. El analisis SEM mostré NPQ con un didmetro promedio
de 70 nm, mientras que el didmetro de las ZnO-NP fue de 60 a 100 nm. Los potenciales Zeta de
las NPQ y las ZnO-NP fue de 499 mV y 22 mV, respectivamente, y la potencial zeta de la mezcla
de Q/ZnO fue de 40 mV. Al analizar los resultados, las nanoparticulas mostraron eliminacion
bacteriana, y la tasa de muerte depende del tiempo y la concentraciéon. NPQ mostraron completa
aniquilacion de bacterias después de 8 horas. Las otras nanoparticulas mostraron una reduccion
de 3 a 4 log en Unidades formadoras de colonias (UFC). La microscopia con fluorescencia
mostro imagenes de la adherencia bacteriana antes y después del tratamiento con nanoparticulas.
El nimero de bacterias adheridas a la dentina sin tratar se tom6 como el 100% de adherencia.
Entre los irrigantes utilizados, la clorhexidina produjo la mayor reduccion de adherencia
bacteriana a la dentina (72%), mientras que el EDTA como irrigante final (NaOCI-EDTA)
produjo la menor reducciéon de adherencia bacteriana a la dentina (33% reduccion). El
tratamiento de dentina con EDTA antes de NaOCIl produjo una reduccion del 51%. Para los tres
irrigantes, el tratamiento subsecuente con nanoparticulas produjo una reduccion significante de

adherencia de E. faecalis a la dentina (p<0.05). De igual manera, cuando la dentina sin tratar
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entra en contacto con ZnO-NP, Q/Zn-NP, o Q-capas-ZnO-NP produjo un 95% de reduccion en
adherencia bacteriana, mientras que NPQ produjo un 83% de reducciéon en adherencia
bacteriana. No hubo diferencia estadisticamente significativa entre los grupos tratados con

nanoparticulas.

Por ultimo, un estudio evalud el efecto de la activacion ultrasénica de los irrigantes sobre
la remocion del smear layer. Schmidt et al. (4) disefiaron una prueba cuantitativa que evaluaba
de forma longitudinal la eficacia de los agentes irrigantes. 32 premolares uniradiculares fueron
extraidos de pacientes con edades entre 13 y 17 afios por razones ortoddnticas. Se realizd acceso
endododntico y se tomo la longitud de trabajo de cada uno introduciendo una lima tipo K #10
hasta que la punta se apreciara en el foramen y se rest6 1 mm. La region apical de cada raiz fue
cubierta con una capa de material de impresion de silicona de cuerpo pesado para evitar la
extravasacion de las soluciones irrigantes y simular las condiciones clinicas de la presencia de
tejidos periapicales. La instrumentacion se realizo por el mismo operador con limas rotatorias
ProTaper Universal hasta F4 (40/06). Entre cada lima, los conductos fueron irrigados con 2 mL
de NaOCl al 1% con una jeringa de 5 mL y aguja NaviTip 30 calibrada a 2 mm menos de la
longitud de trabajo, con movimientos de avance y retroceso de 2-3 mm. Simultaneamente, la
succion fue realizada con una canula de metal. La permeabilidad apical se verificd con una lima
tipo K #10 entre cada instrumento hasta el foramen apical. Al final del procedimiento, los
conductos fueron irrigados con 3 mL de agua destilada y secados con puntas de papel.
Posteriormente un cono de gutapercha se introdujo al conducto, y se realizaron surcos
longitudinales en las superficies lingual y bucal de cada diente utilizando un disco de diamante

de 0.1 mm de grosor, operado a baja velocidad hasta que se apreciara el color rosa de la



16

gutapercha, y asi evitar contaminacién accidental e invasion al conducto del debris formado por
el corte. Una torunda de algodén se coloco en la cavidad de acceso para prevenir que entre
debris. Posteriormente los dientes fueron separados en dos con la ayuda de un cincel, y una de
las mitades fue seleccionada para la evaluacion pre-irrigacion por microscopia electronica de
barrido: se realizaron tres marcas con una pluma en la porcion externa de la raiz, perpendiculares
al eje longitudinal, para dividirla en tercio cervical, medio y apical, con la misma longitud. Las
marcas serviran de referencia para trazar tres surcos en la pared del conducto, delimitandolo de
igual manera en tercios. Los surcos se realizaron con un disco de diamante de 7 mm de didmetro
y 0.1 mm de grosor, lo suficientemente profundo para poder ser visto a través del MEB. Una
hoja de bisturi no. 11 se utilizé para crear una nueva marca, aproximadamente de 5 mm de largo
paralelo al eje largo del diente. Asi, una imagen similar a una cruz se puede visualizar en la
pared del conducto de cada uno de los tercios. Las muestras de los dientes fracturados se
mantuvieron en una incubadora a 37 °C por 48 horas. Después se pasaron a una aspiradora
desecadora para remover cualquier resto de humedad. Por ultimo, las muestras fueron evaluadas
en el SEM. Después de ubicar las marcas en forma de cruz dentro del conducto, el 4rea con
mayor cantidad de smear layer en cada uno de los tercios se eligi6 para el estudio, tomando
imagenes a una magnificacion de 100x, 500x y 1000x sin cambiar la posicion, coincidiendo con
los bordes de los limites de la marca; asi, se obtuvieron 9 imagenes para cada muestra antes de
la irrigacion, 3 imagenes para cada tercio. Estas imagenes fueron utilizadas para evaluar las
condiciones de las paredes del conducto antes de la irrigacion final. Se procedioé a unir las
mitades con resina y después se inserto la raiz reensamblada en material de impresion de silicon

de cuerpo pesado para aumentar la estabilidad y prevenir la filtracion de las soluciones utilizadas
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en el protocolo final. Para el estudio de los irrigantes, se dividieron los 32 dientes en 4 grupos
(n=8): 1, irrigacidon convencional; 2, irrigacion ultrasonica pasiva (PUI) con EDTA; 3, PUI con
NaOCl; 4, PUI con EDTA + PUI con NaOCI. Para la técnica de PUI, se realiz6 con una punta
de ultrasonido sin filo, con un diametro apical #20, conicidad 0.01 (Irrisonic E1) calibrada a 1
mm corto de la longitud de trabajo y activada con ultrasonido JetSonic a un poder del 20%
indicado por el fabricante, sin tocar las paredes del conducto. Todos los conductos recibieron
una irrigacion de 3mL de EDTA por 3 minutos y 3 mL de NaOCI por 3 minutos. Al finalizar el
procedimiento, los conductos fueron irrigados con 3 mL de agua destilada para remover los
posibles residuos de sal de las soluciones irrigantes, y posteriormente secados con puntas de
papel. Por ultimo, los dientes fueron separados de nuevo en dos mitades y secados, cubiertos
con oro y analizados por SEM. Se obtuvieron nuevas imagenes de la misma 4rea
preseleccionada y pre-fotografiada. Las imagenes tomadas a 1000x fueron evaluadas con el
software ImagelJ version 1.47 para identificar y calcular el porcentaje de area de tubulillos
dentinarios abiertos en relacion con el area total de la imagen analizada. Como resultado
obtuvieron que, para todos los grupos, el porcentaje con mayor cantidad de tubulillos dentinarios
expuestos se encontrd en el tercio cervical, seguido por el tercio medio y el tercio apical. Al
comparar los tercios, los resultados de diferentes grupos fueron similares (»>0.05) a excepcion
del tercio cervical (p<0.001), donde el mayor porcentaje de tubulillos dentinarios abiertos se
observoé en las muestras del grupo 2 a comparacion del grupo 4 (p=0.02). Cuando la media del
porcentaje de tubulillos dentinarios abiertos de todos los tercios de todos los grupos se comparo,

una diferencia significativa se observo en los grupos 2 y 4 (p=0.018).
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LII  Justificacion

El NaOCl es el irrigante de eleccion para el tratamiento de conductos debido a su alta
capacidad bactericida y de disolucion de tejido orgénico; sin embargo, causa desnaturalizacion
del colageno dentinario, ademas de ser altamente toxico para los tejidos periapicales. Por otro
lado, el EDTA puede llegar a comprometer la integridad mecénica de la dentina, lo cual puede
favorecer la adhesion bacteriana.

Las nanoparticulas de quitosano han sido estudiadas para comprobar su efecto
antibacteriano e inhibidor de adhesion bacteriana a superficies dentinarias, con resultados
favorables y convenientes para el tratamiento de conductos; sin embargo, aun no se ha
comprobado su efecto quelante para uso en endodoncia.

El presente trabajo de investigacion ayudara a comprender mejor la interaccion de las
nanoparticulas de quitosano con la biopelicula bacteriana, asi como su efecto quelante para el

tratamiento de conductos después de la instrumentacion, en una situacion in vitro.
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Objetivos

LIILI Objetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana y capacidad quelante de las nanoparticulas de

quitosano de bajo peso molecular y alto grado de desacetilacion mediante ensayos in vitro.

LIILIT Objetivos especificos

1.

Sintetizar nanoparticulas de quitosano de bajo peso molecular, mediante método de
gelacion ionica.

Caracterizar las nanoparticulas de quitosano de bajo peso molecular mediante dispersion
de luz dindmica (DLS, por sus siglas en inglés) para verificar su tamafio, dispersion de
tamafo y potencial Zeta.

Caracterizar las nanoparticulas de quitosano de bajo peso molecular mediante
microscopia electronica de transmision y barrido (STEM, por sus siglas en inglés), para
verificar su tamafo y forma.

Caracterizar las nanoparticulas de quitosano de bajo peso molecular mediante
espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés).
Caracterizar las nanoparticulas de quitosano de bajo peso molecular mediante
calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés).

Evaluar in vitro la actividad antibacteriana de las nanoparticulas de quitosano al 0.1%

contra el E. faecalis, mediante un ensayo por método de macrodilucion.
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7. Evaluar in vitro la capacidad quelante de las nanoparticulas de quitosano al 0.1%
mediante espectroscopia de emision por plasma de acoplamiento inductivo (ICP, por sus

siglas en inglés).
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LIV  Hipétesis

Hipadtesis de trabajo: Las nanoparticulas de quitosano al 0.1% como irrigante disminuyen la
cantidad de Ca y Mg después de la preparacion quimicomecdnica en dientes de humano
extraidos.

Hipotesis nula: Las nanoparticulas de quitosano al 0.1% como irrigante final no disminuyen la
cantidad de Ca y Mg después de la preparacion quimicomecanica en dientes de humano

extraidos.
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CAPITULO II: TEORIA GENERAL

II El tratamiento de conductos

El principal objetivo del tratamiento endodontico es la prevencion o tratamiento de la
periodontitis apical, mediante la prevencion o eliminaciéon de la infeccion microbiana del
sistema de conductos radiculares (5). La remocién de remanentes de tejido pulpar,
microorganismos, asi como toxinas bacterianas del sistema de conductos, es esencial para el
éxito de la terapia endoddntica y es ampliamente aceptable que la forma para lograrlo se basa
en la limpieza y conformacion del sistema de conductos radiculares, ya que, los
microorganismos que permanecen en el conducto radicular después del tratamiento o que por
alguna razén lo vuelven a colonizar después de la obturacion, son la principal causa del fracaso
endododntico, por lo tanto, la desinfeccion debe optimizarse (6).

Es imposible limpiar y conformar los conductos radiculares en su totalidad por la
complejidad anatomica que estos presentan (7). Aun con el uso actual de la instrumentacion
rotatoria, los instrumentos actian sélo a nivel central del conducto radicular dejando aletas e
istmos sin tocar después de la completa preparacion de los mismos (8).

Se ha demostrado que el prondstico de éxito de un tratamiento endoddntico aumenta
entre el 10 y 26% cuando se obtiene un cultivo negativo antes de la obturacion (9). En caso de
necrosis pulpar o de periodontitis perirradicular, la desinfeccion debera considerarse como un
paso crucial durante el tratamiento endodontico, ya que se ha demostrado que durante la
obturacion nunca se logra un sellado total de la compleja anatomia interna del conducto
radicular, la cual, en caso de contener tejido infectado, ain con la presencia del material de

obturacion, no evitara el fracaso endodontico (10).
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Los agentes irrigantes intraconducto aumentan la eliminacidon bacteriana y facilitan la
remocién de tejido necrético y particulas de dentina del conducto radicular, ademas, previenen
el empaquetamiento de tejidos duros y blandos infectados, tanto en el area apical radicular como

en tejidos periapicales (11).

II.I  Biopelicula en el sistema de conductos.

La biopelicula bacteriana se define como comunidades estructuradas de células
adheridas a una superficie orgéanica y establecidas en una matriz extracelular (12). La capacidad
de formar biopelicula no parece restringirse a ninglin tipo especifico de microorganismos y en
la actualidad, se considera que bajo condiciones ambientales adecuadas la inmensa mayoria de
las bacterias, independientemente de la especie, pueden existir dentro de biopeliculas adheridas
a la superficie en una interfase so6lido/liquida, incluyendo organismos importantes en muchas
enfermedades. Esta adhesion a una superficie himeda ya sea inerte o viviente, es de caracter

irreversible, esto es, la biopelicula no se logra remover mediante un lavado suave (5).

IL.II Composicion de la biopelicula.

Aunque la composicion de la biopelicula es variable, en general, el componente
mayoritario es el agua, que puede representar hasta un 97% del contenido total. Ademas de agua
y de las células bacterianas, la matriz de la biopelicula se encuentra principalmente formada por
exopolisacaridos. En menor cantidad se encuentran otras macromoléculas como proteinas, ADN
y productos diversos, procedentes de la lisis de origen bacteriano (5).

La unidad estructural basica de la biopelicula, las microcolonias, se forma por las células

bacterianas que se adhieren a la superficie. La matriz que los rodea se compone por proteinas,
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polisacaridos, acidos nucleicos y sal, lo cual corresponde al 85% del volumen, y el otro 15%
corresponde a las células (13).

Conforme la biopelicula madura, su composicion y estructura se modifica dependiendo
de las condiciones ambientales (condiciones de crecimiento, movimientos de los fluidos,
propiedades fisicoquimicas del sustrato, nutrientes disponibles, etc.). Los canales de agua
representan un sistema circulatorio primitivo de la biopelicula (13).

Estas microcolonias tienden a desalojarse de la comunidad de la biopelicula y tienen un

gran impacto en infecciones bacterianas cronicas (13).

IL.III Hipétesis de formacion de biopelicula en el conducto radicular.

Es razonable asumir que las precondiciones para la formaciéon de la biopelicula en el
conducto radicular varian dependiendo de la causa de la degeneracién pulpar. Un dafio
isquémico por trauma, provocando la necrosis pulpar, comunmente provee totalmente los
prerrequisitos para la fase de colonizacion por medio de una lesion cariosa hacia el espacio de
la pulpa dental. Después, la lesion inflamatoria quiza retroceda sucesivamente hacia el apice,
posiblemente en licuefaccion, y provea el vehiculo fluido por el cual los organismos
planctonicos invaden, pueden multiplicarse y establecer su unién a las paredes del conducto
radicular. Posiblemente después de la primera formacion de biopelicula que produce el proceso
infeccioso, gane suficiente poder para causar la subsecuente destruccion del tejido pulpar (5).

En algun punto en el proceso de destruccion hay una etapa donde la masa bacteriana es
atacada por los mecanismos de defensa del huésped. La zona de demarcacion quiza se encuentre

cerca de la salida del conducto radicular, en el foramen apical, o como se ha demostrado con el
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microscopio electronico de barrido, en la superficie externa de la raiz cerca del foramen apical
(5).

Los conductos radiculares no siempre se encuentran llenos de fluido, ya que los
conductos de dientes con pulpas necrdticas con frecuencia se encuentran secos. Por lo tanto, la
cuestion es si las condensaciones bacterianas en la estructura de la biopelicula pueden
desarrollarse o ser retenidas en sitios del sistema de conductos radiculares, cerca o en la zona de
interfase inflamatoria, donde las proteinas derivadas del huésped y bacterianas produzcan
sustancias adhesivas que provean de los prerrequisitos adecuados (12).

La infeccion microbiana del conducto radicular ha sido documentada como la etiologia
de la patosis perirradicular. La biopelicula crece sobre las superficies radiculares como se ha
demostrado en dientes con periodontitis apical cronica y dientes con periodontitis apical
resistente al tratamiento de endodoncia. La organizacion de bacterias en biopeliculas se ha
encontrado en dreas inaccesibles o en espacios con pulpa necrotica y lagunas de resorcion en el
cemento. El crecimiento de ésta siempre se encuentra en un ambiente competitivo, los
organismos de la biopelicula generalmente tienen una tasa metabolica baja y tienden a ser muy
resistentes a las sustancias antimicrobianas. Los polimeros cargados negativamente en la matriz
pueden neutralizar agentes oxidantes fuertes, haciendo dificil para ellos la penetracion y el
ataque a los microorganismos. Por la proximidad entre las células bacterianas en la biopelicula,
el intercambio de ADN realmente toma lugar y puede transferir rapidamente la resistencia
antibidtica. Sin embargo, las sustancias antimicrobianas que facilmente matan a los organismos

flotantes no han mostrado la misma efectividad en los organismos dentro de la biopelicula. Estas
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propiedades de la biopelicula ayudan a explicar la naturaleza cronica y la resistencia de algunas
infecciones endodonticas (5).

Por otro lado, la matriz extracelular tiene el potencial de proteger a las bacterias
residentes de dos maneras: Primero, actuando como barrera fisica contra los agentes
antimicrobianos; y segundo, neutralizando los efectos quimicos de los agentes antimicrobianos.
Las células bacterianas que crezcan en una biopelicula y que sean expuestas a cierto grado de
estrés o a antimicrobianos débiles, formaran un tipo de células sobrevivientes llamadas
“bacterias persistentes”. Cuando el estrés disminuye, las bacterias persistentes crecen
rapidamente en presencia de nutrientes. Las biopeliculas son ricas en bacterias persistentes; estas
bacterias pueden sobrevivir al tratamiento de conductos y proliferar en la fase de post-

tratamiento (14).

II.IV Papel del E. faecalis en la biopelicula.

Una propiedad clinica importante de los microorganismos endodonticos es su habilidad
para formar biopeliculas. Diferentes especies bacterianas se han aislado de infecciones
endododnticas, sin embargo, el E. faecalis es la inica especie que ha sido ampliamente estudiada
por su capacidad para formar biofilms y estar presente en las infecciones
secundarias/persistentes (13).

El E. faecalis es un coco Gram-positivo, que puede encontrarse solo, en pares, o en
cadenas cortas. Son anaerobios facultativos, lo que significa que tienen la habilidad de crecer
en presencia o ausencia de oxigeno. Puede crecer en pH extremadamente alcalino, ambientes

con alta concentracion de sal, a temperaturas de 10 a 45 °C, e incluso sobrevivir a una



27

temperatura de 60 °C por 30 minutos. Su prevalencia en infecciones endodonticas persistentes
va de un 24 aun 77%. El E. faecalis tiene la habilidad de suprimir la accion de los linfocitos,
contribuyendo potencialmente al fracaso endoddntico. La causa mas comun de fracaso del
tratamiento de conductos es la sobrevivencia de microorganismos en la porcion apical del
conducto (13,15).

El E. faecalis dentro de los tubulillos dentinarios puede resistir la medicacion
intraconductos con hidréxido de calcio por mas de 10 dias al formar una biopelicula que ayuda
a resistir la destruccion por fagocitosis, anticuerpos y antimicrobianos. El hidréxido de calcio,
el medicamento intraconducto mas utilizado, puede ser inefectivo para eliminar el E. faecalis
por su cuenta, si el pH alcalino no se mantiene (13,15,16).

La facilidad del E. faecalis para formar biopeliculas en las paredes de los conductos
radiculares se ha demostrado in vitro. La presencia de E. faecalis después del tratamiento de
conductos puede ser asociada a su capacidad de inducir la reprecipitacion de la apatita en
biopeliculas maduras (13).

El desarrollo de la biopelicula por E. faecalis dentro del sistema de conductos consta de
3 fases:

Fase 1: Microcolonias de E. faecalis se adhieren a las paredes de la dentina radicular.

Fase 2: La disolucion de la porcion mineral del sustrato de la dentina lleva al aumento
local de los iones calcio y fosfato, causando mineralizaciéon (o calcificacion) de la biopelicula
de E. faecalis.

Fase 3: Debido a esta interaccion de la bacteria y sus productos metabdlicos sobre la

dentina, la biopelicula de E. faecalis se mineraliza (13).



28

Se han identificado mas de 1000 especies bacterianas en la cavidad oral por métodos de
cultivo y microbiologia molecular. Especificamente, la diversidad de la microbiota endoddntica
se ha revelado por multiples estudios moleculares. En el caso de lesiones periapicales, se han
encontrado mas de 400 especies (17).

Los mecanismos por los cuales las biopeliculas bacterianas son degradadas en el sistema
de conductos radiculares no han sido atin aclarados y estan sujetos a estudios. Se ha especulado
que la remocion de la biopelicula podria encontrarse influenciada por un numero de factores y
sus interacciones, incluyendo las dimensiones del conducto, propiedades del irrigante, régimen
de irrigacion y las propiedades de la biopelicula. En el enfoque clinico, la remocién de la
biopelicula de las areas instrumentadas puede ser facilitada por el contacto mecanico de los
instrumentos; por el contrario, en las 4reas no instrumentadas, la biopelicula pudiera ser

removida con la funcién de disolucién quimica progresiva con una limitada cantidad de fluido

(5).

II.V  Eliminacion de la biopelicula en los conductos radiculares.

La remocioén de la biopelicula bacteriana adherente a la superficie del conducto radicular
puede ser facilitada por una suficiente preparaciéon del conducto, movimientos de la aguja
durante la irrigacion, el disefio de la aguja con salidas multiples, reemplazo frecuente del
irrigante y agitacion del mismo con una punta de gutapercha bien ajustada o mediante algin
otro método de activacion sonica o ultrasénica (13).

La limpieza quimico-mecéanica y la obturacion, efectivamente, reducen la carga

bacteriana en el sistema de conductos y permite la reparacion periapical en mas del 80% de los
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casos; sin embargo, la biopelicula apical sobrevive en un 88%. Dado que los instrumentos
mecanicos so6lo tocan el 61% de la superficie del conducto, el papel de la preparacion del
conducto ha experimentado un cambio al satisfacer no solo la funcion primaria de limpieza, sino
también crear un acceso para los irrigantes y los materiales de obturacion para el complejo
sistema de conductos radiculares (5).

La presencia de matriz extracelular y de alta densidad bacteriana (Biomasa) en la
biopelicula son dos retos que se deben considerar durante el tratamiento endodontico. En
términos generales, la estrategia contra la biopelicula se centra en dos puntos: El primero,
eliminar las bacterias residentes dentro de la biopelicula; el segundo, romper la biopelicula
eliminando simultaneamente las bacterias residentes. Usar agentes antimicrobianos topicos en
diferentes momentos del tratamiento endodontico, con diferentes métodos de administracion

(Irrigacién), ayuda a reducir la biomasa bacteriana (14).

ILVI Dentina: Estructura y composicion.

La dentina se considera tejido conectivo mineralizado. Dentro de su composicion, asi
como su formacion, la dentina presenta varias similitudes con el tejido o6seo (18).
Aproximadamente, el 45% de su volumen se compone de material inorganico (calcio (Ca) y
fosforo (P) presentes en los cristales de hidroxiapatita (19)), 33% de material organico (colageno
tipo I) y 22% agua. Su pH varia entre 6.4 y 7, tal como se considera normal en los tejidos (20).
El espesor de la dentina (desde la pulpa hasta la union dentina-esmalte) depende del tipo de
diente, pero su rango varia generalmente entre los 2 mm para incisivos mandibulares hasta 3

mm en caninos y molares, tendiendo a aumentar como resultado de la aposicion a lo largo de la
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vida (21). La relacion Ca/P de la hidroxiapatita es de ~1.67 M, dependiendo el tipo de cristal,
disposicion de Ca, localizacion anatomica y técnica de determinacion. Se sabe que algunos
agentes quimicos causan alteraciones en la estructura quimica de la dentina humana y cambian
la relacion Ca/P de la superficie dentinaria. Estas alteraciones en la relacion Ca/P pueden
cambiar la relacion original entre los componentes organicos e inorganicos, alterando asi las
propiedades de permeabilidad y solubilidad de la dentina, asi como la adhesion de materiales
dentales a los tejidos duros (19). Por otro lado, la interaccion de los agentes quimicos con las
fases orgénica e inorganica de la matriz dentinaria producen un efecto buffer, por lo que la
accion de los agentes antimicrobianos es dependiente de tiempo y de profundidad (14).

La microestructura de la dentina estd dominada por sus tubulillos, que son los
responsables de alojar los procesos odontoblasticos. Los tubulillos se extienden desde la pulpa
hasta la unidon dentina-esmalte. Un collar altamente mineralizado de dentina peritubular rodea
el lumen de cada tubulillo y contiene mayormente cristales de apatita y una pequeia proporcion
de proteinas. El tejido que se encuentra entre los tubulillos dentinarios se le denomina dentina
intertubular y contiene una matriz de fibras de colageno tipo I reforzadas con apatita (21,22).

Los tubulillos dentinarios poseen un didmetro cuyo rango aproximado varia entre 1 a 3
pum, dependiendo la edad del paciente. Algunos estudios han demostrado que después de la
tercera década de vida hay una transicién en la microestructura de la dentina, en donde los
tubulillos se llenan gradualmente con material inorganico. Después de que un nimero
considerable de tubulillos se llenan, el tejido se aprecia transparente y es considerado como

“esclerdtico”. Este proceso favorece al aumento del contenido mineral de la dentina, opuesto a
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lo que sucede en el hueso donde hay una disminucién de contenido mineral mientras la edad
aumenta (21).

La naturaleza tubular de la dentina le da cierta porosidad y la hace susceptible a invasion
bacteriana. El grado de penetracion bacteriana varia en diferentes regiones de la dentina y en
nimero de tubulillos permeables. La inhabilidad de los agentes antimicrobianos de penetrar
tubulillos dentinarios infectados favorece la sobrevivencia de poblaciones bacterianas dentro de

la dentina (14).

II.VII Agentes irrigantes para el tratamiento de conductos.

La irrigacion se define como “lavar una cavidad corporal o herida con agua o con
solucion medicada”. Los objetivos de la irrigacion en endodoncia son: mecéanicos, quimicos y
bioldgicos. Los objetivos mecanicos y quimicos son:

e Remover debris dentinario.

e Lubricar el conducto

e Disolver tejido orgénico e inorganico

e Prevenir la formacion de smear layer durante la instrumentacion o disolverlo una vez
que se ha formado.

Mientras que los objetivos biologicos son:

e Tener alta eficacia contra microorganismos anaerobios y facultativos en su estado
planctonico y en biopelicula.

e Tener la habilidad de inactivar endotoxinas.

e No ser toxicos en contacto con tejidos vivos.
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e Tener poco potencial de causar reaccion anafilactica (11).
Los agentes irrigantes antimicrobianos se pueden clasificar en dos: Agentes quimicos y
agentes no-quimicos. Dentro de los agentes quimicos mas utilizados durante el tratamiento de

conductos debido a sus propiedades son el NaOCl y el (EDTA).

ILVILI Hipoclorito de Sodio
El NaOCl es un compuesto quimico, conocido cominmente como cloro, es un agente

desinfectante frecuentemente utilizado. Es el irrigante de eleccion durante el tratamiento de
conductos debido a su amplio espectro bacteriano en combinacion con su capacidad de disolver
tejido necrotico/pulpar. Entre las caracteristicas del NaOCI, se encuentran:

e Efectivo agente antimicrobiano.

e Excelente solvente de tejido organico.

e Lubricante.

e Es de accion rapida.
Entre las limitaciones del NaOCl, se encuentran:

e Altamente toxico.

e Corrosivo, con olor desagradable.

e Solo remueve la parte organica del smear layer (11).

ILVILLI Mecanismo de accion del NaOCl.
El efecto del NaOCI sobre bacterias y tejidos remanentes se puede resumir en tres

diferentes reacciones:
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Reaccion de cloraminacion: EI NaOCI degrada e hidroliza proteinas de los tejidos.
Cuando el acido hipocloroso (HOCI) entra en contacto con tejido organico, libera iones
clorina, que se combina con las proteinas moleculares para formar cloramina (el
hidrégeno en los grupos amino (-NH-) es reemplazado por clorina (-N.Cl-)) (14). La
cloramina interfiere con el metabolismo de la pared celular bacteriana. Ademas, la
clorina oxida irreversiblemente el grupo sulfhidrilo de las enzimas bacterianas. Después,
el tejido necrdtico y pus se disuelven y el agente antimicrobiano puede alcanzar y limpiar
las 4reas desinfectadas. Ademds de sus aplicaciones como agente irrigante en
endodoncia, el NaOCl es cominmente utilizado para desproteinizar tejidos duros para
aplicaciones biomédicas (9).

Reaccion de neutralizacion: EI NaOCl siendo una base fuerte de pH > 11, tiene un efecto
de neutralizacion. El alto pH le permite al NaOCl tener efectos antibacterianos debido a
diferentes mecanismos. Los iones hidroxilo desnaturalizan y alteran la permeabilidad de
la membrana bacteriana, inhibe la actividad enzimatica, altera el metabolismo celular, y
degrada fosfolipidos, lo cual lleva a la muerte celular. Con la salida de iones hidroxilo,
hay una reduccion del pH, lo cual reduce la eficacia del antimicrobiano basico (14).
Cuando la clorina se disuelve en agua y entra en contacto con materia organica, forma
acido hipocloroso. Es un acido débil con formula quimica HCIO. El HCIO es un
oxidante. Este acido actlia como solvente, liberando clorina que se combina con las
cloraminas (reaccion de cloraminacion). El acido hipocloroso y los iones de hipoclorito

llevan a la degradacion de aminoécidos e hidrolisis (11).
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3. Reaccion de saponificacion: E1 NaOCI altera la permeabilidad de la membrana celular

al degradar los acidos grasos de la pared celular bacteriana (14).

Actualmente no existe un consenso en la concentracion optima requerida del NaOCl para
la desinfeccion del sistema de conductos. Las investigaciones demuestran que la irrigacion con
NaOCl con bajas y altas concentraciones son igual de efectivas. Sin embargo, hay estudios que
promueven aumentar la temperatura del agente hasta 45 °C o realizar algln tipo de agitacion o
movimiento del mismo dentro del sistema de conductos (por ejemplo, el uso de ultrasonido)

para mejorar su efecto antibacteriano (5,14)

ILVILLII  Efecto del NaOClI sobre dentina.

La dentina esta compuesta por aproximadamente 22% de materia orgénica. La mayoria
consiste en colageno tipo I, que contribuye considerablemente a las propiedades mecéanicas de
la dentina (11). Se sabe que el NaOCI puede separar largas cadenas peptidicas, asi como pasar
por un proceso de cloraminacion a los grupos terminales de las proteinas. Por consiguiente, el
NaOCl puede afectar las propiedades de la dentina debido a la degradacion de sus componentes
organicos (23).

Existen varios reportes de los efectos adversos del NaOCI sobre las propiedades fisicas
de la dentina, como la fuerza flexural, el médulo de elasticidad y microdureza. Estos cambios
en las propiedades fisicas vienen no sélo por los cambios en la fase inorganica, sino también en
la fase organica (24). Una exposicion de 2 horas del NaOCI a la dentina, en concentraciones
mayores al 3% disminuye significativamente el modulo de elasticidad y fuerza flexural de la

dentina, a comparacion de la solucion salina (25).
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ILVILLIII Efecto del NaOCI sobre la biopelicula.

En el estudio de Clegg et al. (26), se reportd que el NaOCl al 6% era el unico agente
capaz de remover biopelicula artificial y eliminar bacterias. Encontraron que el NaOCl posee
un efecto dosis-dependiente: a mayores concentraciones, el agente presentaba mayor efecto
antibacterial; por el contrario, a menor concentracion del NaOCI, existia mayor sobrevivencia
bacteriana. Los efectos antibiopelicula del NaOCl pueden ser resultado de la remocion del tejido
organico, ademas de eliminar la adhesion bacteriana hacia la dentina y otros organismos.

Giardino et al. (27) evaluaron la eficacia del NaOCl al 5.25% y el MTAD (mezcla de
doxiciclina, acido citrico y detergente Tween 80) contra biopelicula de E. faecalis y encontraron
que s6lo el NaOCl al 5.25% puede desintegrar y remover la biopelicula. En términos generales,
el NaOCl es el tnico agente irrigante que puede desestabilizar y remover la biopelicula del
sistema de conductos.

Aunque el NaOCI aparente ser el agente irrigante endoddntico ideal, no puede disolver
particulas de dentina y por consiguiente prevenir la formacion del smear layer durante la
instrumentacion. Por lo tanto, se recomienda utilizar un agente desmineralizante o quelante

como coadyuvante de la terapia endodontica (6).

ILVILII EDTA: Agente quelante

La quelacion se define como un proceso donde interactuan agentes quimicos formando
complejos solubles con ciertos iones metalicos, uniendo los iones para que no reaccionen con
otras moléculas o iones. Durante la terapia endodontica, agentes quelantes de calcio como el

EDTA al 17% (580 mM) se utiliza para disolver los componentes inorgdnicos del smear layer
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que el NaOCl no puede disolver (28). Las siglas EDTA corresponden al acronimo del compuesto
acido etilendiaminotetracético; es un acido poliamino carboxilico cuya féormula es [CH2N
(CH2CO2H)2]2 (Figura 1). Se le considera como un agente quelante debido a su habilidad para
“secuestrar” iones metalicos di- y tri-catidnicos como el Caz+y Fes+. Después de ser ligados por
el EDTA, los iones metalicos permanecen en la solucion, pero con reactividad disminuida (11).
La sal disédica de EDTA a una concentracion del 17% y pH neutro es la forma mas

recomendada para ser utilizada en el tratamiento de conductos (29).
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Figura 1. Estructura quimica del EDTA.

ILVILILLI  Mecanismo de accion del EDTA.

Los agentes quelantes pueden separar biopeliculas adheridas a las paredes del conducto
debido a que extraen proteinas de la superficie bacteriana al combinarse con iones metalicos de
la membrana celular, lo cual puede llevar eventualmente a la muerte bacteriana (6,30,31).
Adicionalmente, los agentes quelantes como el EDTA forman un complejo estable con el calcio.
Cuando todos los iones se encuentran acoplados, se forma un equilibrio y no pueden disolverse
posteriormente; por lo tanto, se considera al EDTA como agente autolimitante. Esta limitacion

se cree se debe a los cambios en el pH durante la desmineralizacion de la dentina. Bajo
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condiciones neutrales, la mayoria de los quelantes tienen un pH cerca de la neutralidad (7.3 a
7.4 (32)) y el 99% del EDTA se encuentra presente como EDTAHNas. El intercambio de calcio
dentinario por hidrogeno resulta en una disminucion del pH. Debido a la liberacion de acido, la
eficiencia del EDTA disminuye con el tiempo; por otro lado, la reacciéon del acido con
hidroxiapatita afecta la solubilidad de la dentina.

Quimicamente, dos reacciones se pueden distinguir: formacion de complejo (

(1) y protonacion ( (2) (33):
EDTAH®™ + Ca?* = EDTACa* + H (1)
EDTAH?®~ + H = EDTAH,*~ ()

Conforme la reaccion procede, se acumula 4cido y la protonacion del EDTA prevalece
( (2), disminuyendo la tasa de desmineralizacion. El EDTA tiene
cuatro grupos carboxilos y dos amino, teniendo un total de 6 sitios de union para la formacion

de complejos con iones metdlicos y asi denominéndolo ligando hexadentado (Figura 2)(31).

Figura 2. Sitios de union del EDTA a iones Ca.
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El smear layer se produce por la instrumentacion de los conductos. Esta estructura
amorfa estd compuesta tanto por componentes organicos como inorganicos, y puede ocluir la
entrada de los tubulillos dentinarios. Debido a que el smear layer evita la penetracion de agentes
irrigantes, medicacion y materiales de obturacion dentro de los tubulillos, incluso impide su
contacto con las paredes del conducto, muchas investigaciones proponen su remocion (34). El
EDTA por si so6lo no puede remover el smear layer de forma efectiva; se necesita utilizar un
componente proteolitico (NaOCIl) previo para remover los componentes organicos del smear
layer. Se puede remover el smear layer en menos de 1 minuto si la solucion tiene contacto con
la superficie de las paredes del conducto. Para la preparacion mecanica, el EDTA tiene poco
valor como agente irrigante. Puede abrir un conducto estrecho si se le da el tiempo de

reblandecer los 50 um que es capaz de descalcificar (11).

ILVILILII Efecto del EDTA sobre dentina.

Idealmente, después de la irrigacion el sistema de conductos debe quedar libre de debris
organico, microorganismos y de smear layer. Ademads, las bacterias que penetraron a los
tubulillos dentinarios deben haber sido eliminadas, mientras que las caracteristicas de la dentina
(fuerza, composicion, etc.) no deben haberse visto afectadas de manera negativa. Algunos
estudios indican que la utilizacion de NaOCl y EDTA juegan un papel importante en determinar
el nivel de erosion de las paredes de los conductos. A pesar de que la erosion comienza después
de 1 minuto de exposicion al NaOCl, no se sabe con precision si esta erosion es perjudicial para
la dentina radicular y el diente (35). Es bien conocido que el componente mineral en tejido

conectivo duro contribuye al médulo de elasticidad y fuerza, mientras que el colageno es
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responsable de la resistencia (36). En teoria, la erosion puede ser un factor de contribucion a
fracturas radiculares verticales dependiendo de la profundidad de la erosion, espesor de la raiz
y la cantidad de dentina escler6tica en la raiz. Sin embargo, la erosion puede también ayudar en
obtener una pared del conducto limpia, libre de debris y bacterias (11).

Basrani & Haapasalo (11) proponen la siguiente secuencia de irrigacion durante el
tratamiento de conductos: Utilizar NaOCIl al 5.25% - 6% durante la instrumentacion; después

de terminar la instrumentacion, realizar una irrigacion final con EDTA al 17% por 2 minutos.

ILVILILIII Efecto del EDTA sobre la biopelicula.

La naturaleza anionica y negativamente cargada de los polisacaridos extracelulares de la
biopelicula favorece la interaccidon con iones polivalentes y cargados positivamente, tales como
el Ca+2 0 Mg+ (28). La unién con Ca favorece al endurecimiento de la biopelicula, por lo que
los agentes quelantes, como el EDTA pueden favorecer a la desorganizacion de la matriz y al
rompimiento de los enlaces catidnicos, incluso hay autores que aseguran que el tratamiento de
EDTA durante 24 horas puede erradicar la biopelicula (37). Sin embargo, es importante aclarar
que este tiempo de accion no es viable durante el tratamiento de conductos, por lo que el efecto

del EDTA sobre la biopelicula puede ser limitado o nulo (28).

ILVILIITI Nanoparticulas como agentes irrigantes en Endodoncia.
La nanotecnologia es una ciencia que estd emergiendo como campo interdisciplinario
con un desarrollo rapido y se ha convertido en una herramienta poderosa para varias aplicaciones

biomédicas, tales como la regeneracion tisular, transporte de farmacos, biosensores,
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transferencia de genes e imagenologia. La nanotecnologia puede usarse para sintetizar y fabricar
biomateriales avanzados con propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas tnicas (1).

El término “nanomateriales” hace alusion a un material natural, incidental o sintético
que contiene particulas ya sean sin ligar, como agregado o aglomerado, en donde el 50% o mas
de las particulas en nimero, tamafo, distribucion, o 1 o mas dimensiones externas se encuentran
en el rango de 1-100 nm (38). Los nanomateriales ofrecen propiedades fisicoquimicas Unicas,
tales como particulas ultrapequefias, radio grande de area de contacto/masa, y alta actividad de
reaccion quimica, a comparacion de sus contrapartes a granel (39,40).

El uso de nanoparticulas como agentes antimicrobianos ha traido bastante atencion en el
area de la salud debido a sus propiedades antibacterianas comparadas con otros agentes
antimicrobianos con poco potencial de producir resistencia microbiana, ademas de poseer un
amplio espectro de acciéon antimicrobiana (40). La actividad antimicrobiana de las
nanoparticulas contra distintos organismos es diferente a la que presentan en su forma a granel
(40), y puede variar dependiendo los diferentes tipos de nanoparticulas.

La eficacia de las nanoparticulas para eliminar células bacterianas se le atribuye al efecto
de concurrencia entre dos mecanismos distintos. Uno de ellos se relaciona con la union de las
nanoparticulas a las membranas celulares de las bacterias diana a través de fuerzas
electroestaticas: La interaccion de nanoparticulas cargadas positivamente y la pared bacteriana
cargada negativamente permite que un gran numero de nanoparticulas se acumulen en la
membrana bacteriana. Esta interaccion causa una alteracion en el potencial de membrana,
despolarizacion y eventual pérdida de la integridad de la membrana (40). El resultado conlleva

a una alteracion de las funciones celulares como respiracion, transportacion de nutrientes y
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alteraciones en la transduccion de energia, llevando subsecuentemente a la muerte de la célula
bacteriana (41). El segundo mecanismo involucra la produccion de radicales libres de oxigeno
que influye en la sobrevivencia de la célula bacteriana al bloquear la funcion proteica,
destruyendo su ADN vy terminando en un exceso de producciéon de radicales (42).
Nanomateriales de distintas composiciones quimicas, como fulerenos, nanotubos de carbon y

nanoparticulas metalicas han demostrado inducir estrés oxidativo (43).

ILVILIIII  Nanoparticulas de quitosano.

Las nanoparticulas poliméricas han ganado el interés de muchos investigadores debido
a su biocompatibilidad y propiedades antimicrobianas (44), siendo las NPQ una de las mas
comunmente investigadas en endodoncia. El quitosano ha sido propuesto para eliminar las
bacterias remanentes después de la irrigacion, promover la remineralizacion de la dentina, asi
como aumentar la resistencia a la degradacion de coldgeno (44). El quitosano es un biopolimero
que se obtiene a partir de la N-desacetilacion de la quitina en medio alcalino y se considera uno
de los polimeros mas abundantes, después de la celulosa (41,45). La composicion quimica de la
quitina es poli (f-(1-4)-N-acetyl-D-glucosamina), y se puede encontrar en la naturaleza en
forma de microfibras cristalinas que a su vez conforman el componente estructural del
exoesqueleto de artropodos, crusticeos (como cangrejos y camarones) o en las paredes celulares
de hongos, donde apoya en funciones donde la dureza y el reforzamiento se necesitan (45,46).
Para obtener la quitina, los caparazones de los crusticeos pasan primero un proceso de
desmineralizacion (con 4cido clorhidrico), donde se obtiene carbonato de calcio y fosfato de

calcio; seguido de un proceso de desproteinizacion (con hidréxido de sodio) y decoloracion (con
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acetona e NaOCI). Por ultimo, la quitina pasa por un proceso de deacetilacion con soluciones
de hidréxido de sodio de alta concentracion (40-50%) y a altas temperaturas (100-150 °C), por
una hora. La deacetilacion de la quitina también se puede realizar con enzimas, como la N-
deacetilasa o con microrganismos que la secreten (47). El producto de la deacetilacion de la
quitina produce una nueva férmula que consiste en un copolimero (1-4)-2-amino-2-deoxy-f-D-

glucano y (1-4)-2-acetamida-2-deoxy-B-D-glucano, conocido como quitosano (41) (Figura 3).

HO
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Figura 3. Representacion esquemadtica de la estructura primaria del quitosano.

Disolventes del quitosano. Se disuelve facilmente en soluciones diluidas de la mayoria
de los acidos organicos tales como: acido formico, acético, citrico y tartarico, y también en
acidos minerales diluidos a excepcion del acido sulfurico (47,48).

Grado de deacetilacion: Varia desde un 60% hasta un 90% (48).

Peso molecular: Varia desde 50 hasta 2000 kDa (48).

ILVILIILI.1 Mecanismo de accion de las nanoparticulas de quitosano.
A pesar de que la eficacia antimicrobiana del quitosano ha sido evaluada por muchos
investigadores, el mecanismo antibacteriano del quitosano no ha sido bien establecido. Se han

postulado algunas hipoétesis, basado en su naturaleza cationica (49). El quitosano de bajo peso
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molecular tiene la habilidad de penetrar la membrana celular bacteriana y unirse al ADN,
inhibiendo su transcripcion y sintesis de ARNm, mientras que el quitosano con alto peso
molecular se cree que se une a los componentes cargados negativamente de la pared celular
bacteriana, formando una capa impermeable y bloqueando la transportacion hacia la célula (50).
Otra hipoétesis sobre los mecanismos antibacterianos del quitosano considera que se debe al
resultado de su habilidad para ligarse a la membrana de la pared celular bacteriana cargada
negativamente, aumentando su permeabilidad, lo que conlleva a la salida de contenido
citoplasmatico y muerte bacteriana (51). Otros postulan que el quitosano tiene la habilidad de
inhibir la actividad enzimatica por quelacion metalica (52).

El peso molecular, el pH del medio y el grado de desacetilacion juegan un papel
importante en la eficacia antibacteriana del quitosano. Cuando el peso molecular del quitosano
disminuye, su actividad antibacteriana aumenta. Un pH<6.3 aumenta la actividad antibacteriana
y cuando el grado de desacetilacion es mas alto también aumenta la actividad antibacteriana
(53,54).

En endodoncia, el uso de NPQ como agente antimicrobiano ha sido investigado contra
algunos patogenos endodonticos. Kishen (3) y Shertha (55) mostraron que las NPQ pueden
eliminar completamente el E. faecalis en estado planctonico, y puede causar una reduccion
significativa de las bacterias en estado de biopelicula (56).

Las NPQ (Figura 4) pueden ser utilizadas como transportadoras de farmacos (49). Esta
propiedad fue investigada por Shertha y Kishen al conjugar un material fotosensible (rosa de

bengala) a la estructura del quitosano y después evaluaron sus propiedades antimicrobianas
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contra biopeliculas de E. faecalis, Streptococcus oralis, CHOH

H  NHs*
H O H
Prevotella intermedia, y Actinomyces naeslundi (56). Ellos "oy O@ 0
OH ! OH JH \
H

demostraron que tal conjugacion puede destruir la membrana P
| 3
celular bacteriana de las especies investigadas y pueden HO_P/SO
\/o
penetrar profundo a la estructura de la biopelicula de las Ho—P=0
/O
especies investigadas reduciendo el espesor de la biopelicula HO—P=0
O
\
y el nimero de células microbianas (57). HoWT on
H OH
. . . OH fo) OH /
Las propiedades quelantes del quitosano han sido yon o 1P
H O H
reportadas durante el tratamiento de aguas negras. Dos CHZ0H H  NHg*
teorias tratan de explicar el mecanismo por el cual el Figura 4 Representacién

esquemadtica de la  estructura

quitosano funge como quelante. El primero, el modelo del Primariadelas NPQ.

puente sugiere que dos o mas grupos amino del quitosano se ligan al mismo ion metalico. El
segundo, el modelo del pendiente, que sugiere que un grupo amino es el responsable de ligar
como si fuese un arete o pendiente. Cualquiera de los dos mecanismos puede ser responsable

por la quelacion de los iones calcio en la dentina, asi como la porcion inorganica del smear layer

2).

LIX Técnicas in vitro para evaluar la capacidad quelante de soluciones irrigantes para el
tratamiento de conductos.

Existen en la literatura varias técnicas in vitro para evaluar la capacidad quelante de las
soluciones irrigantes, las cuales enlistaremos y describiremos brevemente clasificindolas por

técnicas cuantitativas y técnicas cualitativas.
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e Técnicas cuantitativas.

Las técnicas cuantitativas le permiten al investigador adquirir datos con mayor
sensibilidad, especificidad y precision, con el objetivo de construir modelos estadisticos para
explicar lo que se observa.

o Espectrometro de energia dispersiva de rayos X.

Esta técnica provee un andlisis quimico rapido y no-destructivo con una resolucion a
escala micrométrica. La informacion que genera este analisis consiste en un espectro donde
muestra picos correspondientes a los elementos que componen la muestra. Esta técnica puede
ser cualitativa, semi-cuantitativa y cuantitativa, dando informacion de la distribucion espacial
de los elementos a través de un mapeo. Ademas, es una técnica no-destructiva y las muestras
requieren poca o nula preparacion para su analisis. Diferentes autores (58—61) han utilizado esta
técnica para evaluar el efecto descalcificante sobre dentina de diferentes agentes irrigantes,
como EDTA, acido maléico, acido citrico o solventes de gutapercha, buscando principalmente
cambios en los niveles de Ca, P y Mg. Una desventaja de esta técnica es que las mediciones no
son exactamente las mismas de manera repetida en el mismo punto, debiéndose hacer un
promedio de las mediciones, ademas de que la porosidad de la dentina puede producir difraccion
secundaria, por lo que se tiene que pulir la superficie dentinaria. Otra desventaja es que para
obtener las mediciones de varios elementos se deberan realizar mediciones nuevas (19).

o Espectrometria de absorcion atomica de llama.

Esta técnica permite determinar la concentracion de un elemento metalico determinado

en una muestra liquida. La informacidon que genera este analisis consiste en un espectro donde

muestra picos correspondientes a los elementos que componen la muestra. Esta técnica se ha
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utilizada para medir la concentracion de iones Ca en agentes irrigantes (EDTA 15%, é4cido
citrico 10%, citrato de sodio 10%, vinagre de manzana, acido acético 5%, acido maléico 5% y
NaOCl 1%) después de haber estado en contacto con muestras dentales (62).

o Espectrometria fluorescente de rayos X dispersivos.

Esta técnica nos permite cuantificar e identificar los elementos presentes en la muestra a
una escala de ppm (mg/L). Para el andlisis de las muestras dentales, es necesario pulverizarlas,
lo cual no permite recuperarlas y regresarlas a su estado original. Esta técnica ha sido utilizada
para evaluar los cambios en el contenido mineral (Ca, P, Mg y K) de la dentina radicular después
de usar irradiacion laser y 5 diferentes agentes irrigantes (Solucion salina, NaOCl 5.25%, H202
3%, EDTA 17%, Clorhexidina 2%) (63).

o Espectroscopia de emision por plasma de acoplamiento inductivo.

Esta técnica nos permite cuantificar e identificar los elementos metalicos presentes en
una solucién, a una escala de ppb (ug/L). Esta técnica ha sido utilizada para evaluar el contenido
mineral de la dentina radicular antes y desupés del tratamiento con cloroformo y halotano
(solventes de gutapercha) (64), asi como para evaluar el efecto de diferentes soluciones
irrigantes (Clorhexidina al 0.2%, H202al 3%, EDTA al 17%, NaOCl al 5.25%, NaOCl al 2.5%)
sobre el contenido mineral de la dentina radicular (19). Una de las desventajas de esta técnica
se puede observar durante la toma de muestras, ya que ambos autores proponen obtener virutas
de dentina con el uso de fresas Gates-Glidden, lo cual no permite estandarizar el peso ni la
profundidad del desgaste, pudiendo llevar a falsos positivos. Por tltimo, para el analisis de las
muestras dentales, es necesario digerirlas en una solucion de HNO3, por lo que no se pueden

recuperar.
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e Técnicas cualitativas.

El objetivo de estas técnicas es evaluar la presencia o ausencia de ciertos elementos,
cuando no es necesario cuantificarlos.

o Microscopia electronica de barrido.

Probablemente, la técnica mas utilizada es la microscopia electronica de barrido. Esta
técnica permite analizar a detalle la morfologia de la superficie de la muestra, ddndonos una
apariencia tridimensional bajo un efecto de iluminacion. Facilita el analisis de los materiales
odontolégicos, estudio de la forma y caracteristicas de la dentina, calcoesferitas,
cuantificaciones de tubulos dentinarios, superficie del esmalte o cemento radicular. Asimismo,
permite evaluar y comparar la calidad del conducto después de la utilizacion de instrumentos
manuales o rotatorios, los efectos de diferentes soluciones irrigantes sobre la dentina, o la
microestructura del biofilm, entre otros. La resolucion de un microscopio electronico de barrido
es de 25 nm (aproximadamente) y depende de la penetracion del haz de electrones. Las muestras
de los materiales odontoldgicos para ser observadas en el microscopio electronico de barrido
exigen poca preparacion. Las mejores imagenes se obtienen de superficies limpias, secas,
exentas de contaminantes orgéanicos, con poca cantidad de humedad en la superficie, resistentes
al alto vacio y con buena conductividad eléctrica. Las muestras que no tienen esas caracteristicas
necesitan de un recubrimiento de material conductos, que de preferencia es oro con 10 nm de
espesor (65).

El método para evaluar la capacidad quelante de los agentes irrigantes por medio de
microscopia electronica de barrido ha sido reportado por varios autores (58—63), el cual consiste

en adquirir micrografias de la pared del conducto en la parte central de cada tercio a una
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magnificacion de 1000x. Estas micrografias son evaluadas por examinadores ajenos al estudio
mediante la nomenclatura: 1) Ausencia de smear layer; 2) Pocas areas con smear layer
(<33.3%); 3) Muchas areas con smear layer (33.3-66.6%); 4) Superficie cubierta totalmente con
smear layer (100%).

Con esta técnica no es posible comparar la misma superficie radicular antes y después
del contacto con agentes quelantes, por lo que los grupos experimentales deberan compararse
con un grupo control. Otra desventaja de esta técnica es que las muestras no se pueden recuperar
debido a la deshidratacion y recubrimiento previos al analisis.

o Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier.

Esta técnica se utiliza ampliamente para caracterizar biomateriales ya que permite
identificar la presencia o ausencia de los grupos funcionales de la muestra. Una ventaja es la
facilidad y poco tiempo para realizar las mediciones. Se ha propuesto para caracterizar la
degradacion quimica de los principales componentes de dentina humana después de la
exposicion a agentes irrigantes como NaOCl al 2.5% y el EDTA al 17% , mediante el cambio
en la intensidad de las bandas caracteristicas del colageno y fosfato (66). Una desventaja de esta
técnica es que la dentina deberd ser molida y tamizada para ser analizada, ademés de que la
intensidad de las bandas depende en cierta medida de la masa de las muestras, asi que deberan
analizarse muestras con la misma masa.

La Tabla / resume y compara los estudios antes mencionados.
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Tabla 1. Tabla comparativa donde se resumen las técnicas cuantitativas y cualitativas para evaluar la capacidad quelante de

diferentes agentes irrigantes.

Técnica Autor/es Irrigantes Elementos Resultados
evaluados analizados
El ratio Ca/P aument6 usando
quelante + NaOCI. Utilizar
Dogan ef EDTA 17% Ca unicamente el quelante no cambia el
B lg( 58) RC-Prep P ratio Ca/P. Los niveles de Mg
’ NaOCl 2.5% Mg disminuyeron utilizando el quelante.
Los niveles de Mg aumentard usando
quelante + NaOCl.
Acido maléico disminuyo6 los niveles
de Cay PO, solo a los 5 minutos fue
Ca .7 . e
PO significativa estadisticamente.
Espectrometro Vasudev EDTA 17% M Solucioén salina también disminuyd
Técnicas c11)e eneroia Ballal ef al. | Acido maleico 7% N§ los niveles de Ca y PO pero no fue
s . '8 (59) NaCl 0.9% significativo. Niveles de O, S y Mg
cuantitativas | dispersiva de S g . .
también disminuyeron significativa
rayos X. O , . .
mas en solucion salina que en MA 'y
EDTA en todos los tiempos.
Cloroformo aument6 los niveles de P
después de 15 min, y los niveles de
Cay P después de 15 min. Xileno
Cloroformo \ . .
aumento los niveles de Ca después de
Kaufman et Xylol Ca . .
30 min y los de P después de 15 y 30
al. (60) Endosolv-E P . . :
NaCl 0.9% min. Endosolv-E aurnentg los plveles
' de CyPalos 15y 30 min. Ninguno

de estos cambios fueron
estadisticamente significativos.
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El ratio Ca/P no aument6 usando

Douillard ef Ca acido citrico. Los niveles de Cay P
al. (61) Acido citrico 10% P disminuyeron después del
’ Mg tratamiento, con diferencia
estadisticamente significativa..
EDTA 15%
Acido citrico 10% El EDTA al 15% después del
Espectrometria Emboava Citrato de sodio contacto con dientes uniradiculares
de absorcion Soané ef al 10% Ca presentd mayor concentracion de
atomica de p (62) ' Vinagre de iones Ca, seguido de acido citrico
llama. manzana 10%, vinagre de manzana, acido
Acido acético 5% acético 5% y acido maléico 5%.
Acido maleico 5%
o
NI:g(éll %922, y M Los niveles de Ca disminuyeron en
Espectrometria 0s 3',0/ ° Pg todos los grupos, menos con el uso
fluorescente de | Gurbuz et EDTA 172/ K del laser. El ratio Ca/P no se
rayos X al. (63) Clorhexidina ;(y Ca modificd en ningln grupo. El grupo
dispersivos. Irradiacion cono EDTA, H20:2 y laser removieron la
Nd-YAG mayor cantidad de smear layer.
Disminuyeron las concentraciones de
. Ca después del tratamiento con
Espectroscopia Ca hal . d
de emision por Cloroformo P alotano. Las concentraciones de Ca
lasma de Erdemir et Halotano M después de Cloroformo aumentaron
p ! al. (19) & significativamente. Los niveles de P
acoplamiento K L
i . disminuyeron con Halotano, y
inductivo. S
aumentaron con Cloroformo, pero no
fueron estadisticamente significativo.
Técnicas e?g:ggrsgg: lje SE;?EO?ZZZ EDTA 15% Remocion de | El1 EDTA 15% y el acido acético 5%
cualitativas barrido p (62) " | Acido citrico 10% | smear layer. fueron los mas eficientes para
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Citrato de sodio
10%
Vinagre de
manzana
Acido acético 5%
Acido maleico 5%

remover el smear layer de los
tubulillos dentinarios.

NaCl 0.9%
0
NaOCI 5.25% E1 EDTA 17%, el laser Nd:YAG y el
H202 3% . . .
Gurbuz et EDTA 17% Remocion de | H202 3% fueron los mas eficientes
al. (63) S smear layer. para remover el smear layer de los
Clorhexidina 2% . .
L tubulillos dentinarios.
Irradiacion con
Nd:YAG
NaOClI 2.5%
EDTA 17% . El NaOCl 2.5% redujo el contenido
. . Intensidad en . .
Espectroscopia , Combinacion de colageno de la dentina en los
. . Ramirez- 0 las bandas . . .,
infrarroja por Bommer ef NaOCl 2.5% caracteristicas | PrImMEros 4 minutos de la reaccion. El
transformada de al. (66) seguido de EDTA del coldgeno EDTA 17% redujo el contenido de
Fourier ’ 17% a diferentes y fos fagto fosfato durante 24 horas, exponiendo

tiempos (2, 4, 6,
8,10 min).

el colageno durante el proceso.
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CAPITULO IV: METODOLOGIA

IV. 1. Sintesis de las nanoparticulas de quitosano.

Para la sintesis de las NPQ se utiliz6 el método de gelacion ionica descrita por Sawtarie, Cai
y Lapitsky (67) con quitosano y trifosfato sddico polianionico (TPP). El quitosano utilizado fue
de muy bajo peso molecular (50 KDa) y un grado de deacetilacion de 75% - 85%. Para preparar
las soluciones madre, se disolvieron 10 mg de quitosano en una solucion de acido acético al
0.05% (p/v), dando como resultado una concentracion final de 0.1% (p/v). Por otro lado, se
disolvio TPP en agua MiliQ a una concentracion del 0.1% (p/v). En seguida, se agreg6 1 mL de
solucion de NaCl (150 mM) a cada una de las soluciones madre. Después, se vaciaron 10 mL
de la solucion de quitosano a un vial de cristal de 20 mL, y se agregaron por goteo (a una
velocidad aproximada de 1 gota x segundo) 3.95 mL de la soluciéon de TPP con agitacion
constante (con barra magnética de 4 mm x 12 mm, a una velocidad de 800 rpm) hasta 1 minuto
después de completar la adicion. Por ultimo, se dejé equilibrar la emulsion durante 24 horas
para después analizar la distribucion del tamafio, indice de polidispersidad y el potencial Zeta
por medio de dispersion de luz dinamica (ZetaSizer Nano ZS).

Después de dejar en equilibrio las nanoparticulas, se realizo dialisis con tubos de membrana
de dialisis Spectra/Por con corte de peso molecular (MWCO, por sus siglas en inglés) de 12 a
14 kDa contra agua destilada durante 4 horas para remover los restos de NaCl. Una vez pasadas
las 4 horas, se tomd una muestra para evaluar cambios en el didmetro hidrodindmico, la
distribucion del tamafio e indice de polidispersidad. Por ultimo, las nanoparticulas se pasaron

por un proceso de liofilizacién durante 48 horas para su almacenamiento y posterior analisis.
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IV. II. Caracterizacion con dispersion de luz dinamica (DLS).

El didmetro hidrodinamico, la distribucion del tamaio y potencial zeta de las NPQ se
midieron por DLS con Malvern ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instrument Co., UK). La
distribucion del tamafio se reporta como indice de polidispersidad (PDI). Todas las mediciones
se realizaron por triplicado, utilizando 1 mL de la muestra en una celda desechable y analizadas
a 25 °C con un angulo de dispersion de 90° e indice de refraccion de 1.480. Para medir el
potencial Zeta de las nanoparticulas, se realiz6 un barrido de pH en buffer fosfato salino (BFS)
iniciando con pH 3.5 hasta pH 7. El potencial Zeta se midi6 con el mismo ZetaSizer Nano ZS
(Malvern Instrument Co., UK) utilizando 0.1 mL de solucidon de nanoparticulas purificadas y
0.9 mL de BFS al pH deseado, en celdas desechables DTS 1070, a 25 °C, con método de
aproximacion de Smoluchowski, 200 lecturas, con un voltaje de 150 V y modelo de analisis

Automatico.

IV. I1I. Caracterizacion con microscopia electronica de barrido y transmision (STEM).
Para medir la forma y tamano de las NPQ, se utiliz6 un microscopio electronico de
transmision y barrido. Para preparar la muestra, se realiz6 una didlisis contra agua durante 4
horas para prevenir la formacion de cristales de sal en la rejilla. Se utilizo acetato de uranilo
como indicador, agregando primero 10 um de solucién de nanoparticulas al 0.04% sobre una
rejilla de carbon, y posteriormente 20 um de la tincion. Se dejo secar la muestra durante 10
minutos y posteriormente se analiz6 bajo STEM con un voltaje de 200 kV
IV.1V. Analisis por espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR).
Se realiz6 un registro del espectro infrarrojo de las NPQ, asi como de quitosano y TPP

para identificar los grupos funcionales utilizando un espectrometro FTIR. Las muestras fueron
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evaluadas en estado solido. Se realizaron 16 escaneos dentro de un rango de 4000-700 cm-1 a
una resolucion de 4 cm-1.
IV. V. Analisis por calorimetria diferencial de barrido.

La calorimetria diferencial de barrido registra los efectos de la temperatura asociados a
las fases de transicion y reacciones quimicas. Se registro la diferencia en el flujo de calor de la
muestra contra una referencia. Se realiz6 un andlisis termogravimétrico de quitosano de bajo
peso molecular y de las NPQ para caracterizar el comportamiento térmico mediante el SDT-
Q600. El instrumento se calibro utilizando una charola de aluminio como control y las muestras
a analizar pesaron de 3 a 5 mg. Se realiz6 una rampa de 10 °C/min en un rango de 25-400 °C
bajo una atmdsfera de nitrogeno (flujo de 100 mL/min).

IV. VI. Evaluacion de la actividad antibacteriana de las nanoparticulas de quitosano.

Para evaluar la capacidad antibacteriana de las NPQ, se siguieron las indicaciones del
protocolo M26-A del Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS)(68). Para uso en
este estudio como agente irrigante, las nanoparticulas fueron dializadas contra buffer fosfato
salino con pH 3.5 durante 24 horas y refrigeradas para su almacenamiento. Previo a su
aplicacion se sacaron de refrigeracion y se dejaron hasta que alcanzaran temperatura ambiente.

- Preparacion del medio:

El medio recomendado es el Mueller-Hinton (MH). Se suspendieron 21 g del polvo en
1 L de agua purificada y se coloco en agitacion magnética con calor. Ademas, se prepard Agar
Soya Tripticaseina para el cultivo y aislamiento de las cepas bacterianas. Se suspendieron 40 g
del medio en 1 L de agua purificada, se calent6 con agitacion magnética hasta que se completara

la disolucion del polvo y se dejo hervir durante 1 minuto. El caldo y el agar se metieron a
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esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos a 15 Ib de presion. El agar se dejo enfriar a
temperatura ambiente hasta que alcanzé una temperatura entre 45-50 °C y se vacid en placas de
Petri estériles.

- Preparacion del inoculo:

Se utiliz6 E. faecalis (ATCC 29212) como modelo para evaluar la actividad
antibacteriana de las NPQ. Se inocularon en agar y se incubaron durante 24 h a 37 °C.

De las cepas aisladas se tomaron de 2 a 3 colonias con la misma apariencia morfologica
con un asa estéril y se transfirieron a un tubo que contenia 5 mL de medio MH, se mezcld con
agitador vortex y se incubo a 37 °C. Posteriormente se ajusto la turbidez de la suspension a una
densidad optica igual a la del Standard de McFarland 0.5 afiadiendo mas caldo, esto con el fin
de tener 5 x 10s CFU/mL.

- Evaluacion de la actividad antibacteriana por método de macrodilucion:

Se realiz6 una doble dilucon seriada con tubos de borosilicato de vidrio de 13 x 100 mm
estériles. Se determind la concentracion minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés) de la
solucion de NPQ, iniciando con una concentracion al 0.1% contra E. faecalis.

1. Se afiadiéo 1 mL de caldo MH inoculado en tubos 1 al 6.

2. Se afiadié 1 mL de solucion de nanoparticulas (0.1%) al tubo 1.

3. Serealiz6 una doble dilucion seriada iniciando por el tubo 2 y continuando hasta
el tubo 6, dejando un volumen intermedio de 1 mL en cada tubo y utilizando
micropuntas separadas para cada tubo. La dilucion se realizé tomando 1 mL del

tubo con 2 mL y transfiriendo ese volumen al siguiente tubo, el cual es después
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mezclado con agitador vortex. Al final, se descarta 1 mL del altimo tubo (tubo
6).

4. Después de realizar las diluciones, se afiadi6é 1 ml de caldo MH a cada tubo, con
el fin de obtener un volumen final de 2 mL en cada tubo.

5. El tubo 6 sirvié como control negativo.

6. Se afiadio 0.1 mL del caldo inoculado a cada tubo, excepto al tubo 6.

7. Se agitaron suavemente los tubos manualmente, sin crear burbujas.

Se utilizaron tubos con concentraciones bacterianas ajustadas a 5 x 105 CFU/mL como
control positivo, y tubos con caldo MH sin inocular como control negativo. La prueba se realizé
por triplicado y se dejaron incubando los tubos a 37 °C por 20 h, después se agitaron con vortex
y se reincubaron por 20 horas, por Ultimo se volvieron a agitar con vortex para reincubarse de
nuevo y leer las absorbancias 24 h después. El tubo con la menor concentracion que visualmente
inhibia el crecimiento bacteriano (sin turbidez) se considera como la MIC.

Después de la incubacion, se registraron las absorbancias calibradas a una densidad
optica de 600 nm con espectrofotometro Genesys 10S UV/vis (Thermo Scientific), utilizando
como blanco el control negativo y se calcul6 el % de células (bacterias) viables mediante la

Ecuacion 3:

ABS experimental

—— x 100 = % bacterias vivas (3).
ABS control positivo

Para calcular el % de inhibicion, se utilizo la siguiente formula reportada por Madureira

et al. (69):

ABS control positivo—ABS experimental

x 100 = % de inhibicion. 4)

ABS control positivo
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Los resultados fueron arrojados en hojas de recoleccion de datos para su interpretacion.
IV. VII. Comparacion de la capacidad quelante de las nanoparticulas de quitosano y
EDTA.

Para evaluar y comparar el contenido mineral de la dentina del conducto radicular
después del tratamiento con distintos agentes irrigantes, se uso una técnica por espectroscopia
de emision por plasma de acoplamiento inductivo (ICP, por sus siglas en inglés), modificada de
la reportada por Ari & Erdemir (19):

Se utilizaron 6 primeros premolares mandibulares de reciente extraccion, de pacientes
jovenes, sin lesiones cariosas ni restauraciones. Se removio6 el calculo y cemento de las raices y
se almacenaron en una solucién de cloramina T hasta su posterior uso. Se cortaron discos de las
raices a 7 mm del apice, con un espesor aproximado de 1 mm. Con una lima tipo K #15 se
removieron los restos de tejido pulpar. Cada disco fue cortado en 4 partes iguales y almacenados
en microtubos con 1.5 mL de agua destilada. Posteriormente se ultrasonificaron por 60 segundos
para remover los residuos de dentina causados por el tallado. Cada fragmento se utiliz6 para 4
tiempos distintos de exposicion a agentes quelantes: 0, 3, 5 y 10 minutos. Los agentes quelantes
utilizados fueron EDTA 17% y NPQ al 0.1%. El EDTA que se utiliz6 para esta experimentacion
fue el MD-Cleanser (Meta Biomed). Para uso en este estudio como agente irrigante, las
nanoparticulas después de su sintesis y equilibrio, fueron dializadas contra buffer fosfato salino
con pH 3.5 durante 24 horas y refrigeradas para su almacenamiento. Previo a su aplicacion se
sacaron de refrigeracion y se dejaron hasta que alcanzaran temperatura ambiente. Los
especimenes se colocaron dentro de microtubos con 1.5 mL de la solucion irrigante por el tiempo

previamente determinado y ultrasonificados por 15 segundos cada minuto en contacto con el
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irrigante. Las soluciones fueron intercambiadas a los 3, 5 y 8 minutos para prevenir la deplecion
del agente. Después de transcurrido el tiempo, los especimenes se sumergieron en 1.5 mL de
agua destilada durante 1 minuto, donde 15 segundos fueron ultrasonificados. Cada espécimen
se seco con papel absorbente y se dejaron en horno a 70 °C hasta obtener un peso constante. Se
registraron los pesos y posteriormente se disolvieron en una soluciéon de 10 mL de HNOs3 y 15
mL de agua desionizada. Se quemaron a 170 PSI y 200 °C en microondas. Después de calibrar
el vehiculo, se tomaron 2 mL de cada espécimen y se realizé la lectura por ICP.

Los niveles de dos elementos (Ca y Mg) de cada espécimen se analizaron y se midi6 su
porcentaje en peso y se registraron los cambios en los niveles de los elementos a través del
tiempo en una tabla. Posteriormente, los valores fueron normalizados para su facil interpretacion

y comparacion.
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CAPITULO V. RESULTADOS.
V. L. Sintesis de las nanoparticulas de quitosano.

Para evaluar el didmetro hidrodinamico, la distribucion del tamafio, PDI y el potencial Zeta
de las NPQ, se midieron a través de dispersion de luz dindmica (ZetaSizer Nano ZS) después de
24 horas de equilibrio. El didmetro de las nanoparticulas fue de 113.44 £+ 11.05 nm, con un PDI

de 0.243 £ 0.042 (Figura 5).

12
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Figura 5. Distribucion del tamario de las NPQ.

Después de dejar en equilibrio las nanoparticulas, se realizo dialisis con tubos de membrana
de dialisis Spectrum Spectra/Por™ con MWCO de 12 a 14 kDa contra agua destilada durante 4
horas para eliminar los restos de NaCl. Una vez pasadas las 4 horas, se tomo6 una muestra para
evaluar cambios en el didmetro hidrodindmico, la distribucion del tamafio y PDI. Las
nanoparticulas tuvieron una reduccion de tamano de 1.59% (119.25 + 6.16 nm antes de la
didlisis y 117.35 £ 1.57 nm después de la diélisis), asi como una reduccion en el PDI de 4.32%
(0.249 £ 0.052 antes de la dialisis y 0.236 %+ 0.025 después de la dialisis).

Una vez dializadas las nanoparticulas, se pasaron por un proceso de liofilizacion durante 48

horas y posteriormente se pesaron para calcular el % de rendimiento con la formula propuesta

por Abdelwahed (70) (Ecuacion 5):



peso analizado x 100

% rendimiento = —
peso teodrico

Se tomd un lote de nanoparticulas para calcular el % de rendimiento, donde:

peso analizado:9 mg

peso teorico: 13.95 mg

9mgx 100

Por lo tanto: % rendimiento = ———— = 64.52%
13.95mg

V. II. Caracterizacion con dispersion de luz dinamica (DLS).
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Para medir el potencial Zeta de las nanoparticulas se utilizé buffer fosfato salino a diferentes

pH para evaluar la evolucion del potencial Zeta. La Tabla 2 muestra los registros del potencial

Zeta a diferentes pH y la Figura 6 representa al grafico lineal de los mismos registros.

Tabla 2. Potencial Zeta de las NPQ a diferentes pH (25 °C).

pH del medio Potencial Zeta
3.5 25.84 £4.94 mV
4 159+3.38mV
5 8.49 £3.24 mV
6 4.35+3.89 mV

7.5 2.32+3.47mV
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Relacion pH y potencial Z de nanoparticulas de quitosano
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Figura 6. Grdfico lineal del Potencial Zeta respecto al pH del medio de las NPQ.

Se puede apreciar en la Figura 6 como disminuye el potencial Zeta de las nanoparticulas
cuando el pH del medio aumenta, iniciando con un potencial Zeta de 25.84 = 5.94 mV a un

pH=3.5, bajando a un potencial Zeta de 2.32 +4.47 mV a un pH=7.5.

V. III. Caracterizacion con microscopia electronica de barrido y transmision (STEM).
La micrografia STEM de las NPQ se pueden observar en la Figura 7. Se aprecian
nanoparticulas en forma de mora con cierta aglomeracion, de un tamafio mayor a 100 nm, tal

como se midi6 por DLS.
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Figura 7. Caracterizacion de NPQ por STEM.

V. IV. Analisis por espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR).

El espectro infrarrojo de las NPQ, quitosano y TPP se muestra en la Figura 8. Analizando
las bandas en el espectro del quitosano, se pueden apreciar las siguientes caracteristicas que se
muestran en la Tabla 3, lo que es consistente con su estructura (Figura 3): Banda del O-H a 3354
cm-1, N-H alrededor de 3290 cm-1, C-H a 2873 c¢m-1, banda de la amida [ a 1651cm-1, un banda
del grupo NH2 a 1587 cm-1, C-O-C a 1150 cm-1 y a 894cm-1 la banda de la tension de los grupos
anoméricos. El espectro del TPP presenta las siguientes bandas caracteristicas que se muestran
en la Tabla 4: Banda de la tension P=0 a 1208 cm-1, banda de la tension simétrica y antisimétrica
del grupo PO2 a 1135 cm-1, banda de la tension simétrica y antisimétrica del grupo PO3a 1093
cm-1y a 886 cm-1 la tension antisimétrica del P-O-P. El espectro de las NPQ se muestra diferente

a la de quitosano y presenta las siguientes bandas caracteristicas que se muestran en la Tabla 5,
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y que también es consistente con su estructura (Figura 4): Banda de la tension O-H a 3228 cm-
1, banda de la tension asimétrica del grupo C-H a 2877 cm-1, la banda que se aprecia en 1633
cm-1 corresponde al doblaje del grupo N-H en las NPQ después de la adicion de TPP. Las bandas
que se encuentran a 1532 cm-1 y 1378 cm-1 se pueden asignar a la tensioén del nitroderivado
alifatico N-O, las bandas en 1060 cm-1 y 1026 cm-1 del quitosano se movieron a 1065 cm-1 'y

1023 cm-1 en las NPQ, y la banda a 893 cm-1 corresponde a la tension de los grupos anoméricos.

Espectro infrarrojo por transformada de Fourier
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Figura 8. Espectro FTIR que contrasta las NPQ con sus componentes madre (quitosano de bajo peso molecular y TPP).
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Figura 9. Espectro FTIR donde se comparan el quitosano con las NPQ.

Tabla 3. Grupos funcionales caracteristicos del quitosano.

Grupo funcional V referencia (cm-1) (71) | V experimental (cm-1) | Intensidad
Grupo -OH 3550 3354 M
Grupo N-H 3292 3290 M
Grupo C-H 2919 y 2862 2873 S
Amida I 1655 1651 M
Doblaje del grupo - 1580 1587 S
NH2
Amida I1I 1313 1374 S
Tension asimétrica 1154 1150 S
del C-O-C
Vibraciones de su 1082y 1032 1060y 1026 M
estructura
pirandsica.
Tension C-H de 896 894 M
grupos
anoméricos.

Tabla 4. Grupos funcionales caracteristicos del TPP.
Grupo funcional V referencia (cm-1) (72) | V experimental (cm-1) | Intensidad
Tension P=0 1211 1208 S
Grupo PO2 1127 1135 M
Grupo PO3 1093 1093 M
Tension 800 886 M
antisimétrica del
P-O-P




Tabla 5. Grupos funcionales caracteristicos de las NPQ.

Grupo funcional V referencia (cm-1) (73) | V experimental (cm-1) | Intensidad
Grupo -OH 3550 y 3200 3228 M
Grupo CH: 2930 2877 S
Doblaje del grupo - 1644 1633 S
N-H

Tension del grupo 1541y 1379 1532y 1378 S
N-O

Tension P=0 1211 1216 S
Tension asimétrica 1154 1150 S
del C-O-C

Vibraciones de su 1082y 1032 1065y 1023 M
estructura

piranodsica.

Tension C-H de 896 893 M
grupos

anoméricos.

V. V. Analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC).
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El analisis por DSC se utiliza como herramienta para confirmar la transformacion vitrea

de las nanoparticulas. El termograma de las NPQ, asi como del quitosano de bajo peso molecular

se muestra en la Figura 10. El quitosano presenta un pico exotérmico a 300 °C correspondiente

al punto de fusidn de la regidn cristalina, mientras que las NPQ presentan dos picos exotérmicos

a~50°Cy a~250 °C, el primero corresponde a la pérdida de restos del solvente (acido acético)

y el segundo a la temperatura de cristalizacion.
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Figura 10. Termograma del quitosano de bajo peso molecular y NPQ.

V. VI. Evaluacion de la actividad antibacteriana de las nanoparticulas de quitosano.

Se evalud la capacidad antibacteriana de las NPQ por método de macrodilucion,
iniciando a una concentracion del 0.1% (1 mg/mL) y realizando una doble dilucidén seriada. La
Tabla 6 muestra las absorbancias a una OD 600 nm, usando como blanco el grupo Control

Negativo.

Tabla 6. Tabla que muestras las absorbancias de cada una de las concentraciones de NPQ

Tubo 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 Cont.
mg/ml  mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml Pos.
1 0.032 0.388 0.543 0.775 1.08 0.59
2 | 0.056 0.396 0.488 0.738 1.242 0.73
3 0.042 0.421 0.519 0.754 0.109 0.74
o | 0043+ 0.401+ 0.516+ 0.755+ 1.143+ 0.686+
0.012 0.017 0.027 0.018 0.086 0.083
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Para calcular el % de sobrevivencia de bacterias para cada concentracion, se utilizo la

Ecuacion 3, y los datos se arrojaron en la Tabla 7, que se muestra a continuacion:

Tabla 7. Tabla que muestra el % de bacterias viables de cada una de las concentraciones.

e 1 Mg/ml 0.5 0.25 0.125 0.0625 Cont.
mg/ml  mg/ml mg/ml mg/ml Pos.

wia | 631+ 5849+ 75244+ 110.04+ 166.55+ 100+
AD 1.23 6.03 13.69 17.24 16.72 16.56

Podemos observar en la Tabla 7, que la concentracién que tuvo mayor reduccion
bacteriana fue 1 mg/mL, con una viabilidad del 6.31 £+ 1.23%. Las dos primeras diluciones
permitieron cierto crecimiento bacteriano, mientras que las dos tltimas diluciones.

Para calcular el % de inhibicion bacteriana de cada concentracion, se utilizo la Ecuacion

4,y los datos se arrojaron en la Tabla 8, que se muestra a continuacion:

Tabla 8. Tabla que muestra el % de inhibicion bacteriana de cada una de las concentraciones.

e 1 Mg/ml 0.5 0.25 0.125 0.0625
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

wner | 93.74+  41.03 23.66+ -11.44+ -67.68+
BICION 1.23 +6.03 13.69 17.24 16.72

El 90% de las bacterias (MICo0) fueron inhibidas con la mayor concentracion que se
evaluo en este experimento (1 mg/mL), mientras que las concentraciones del 0.5 y 0.25 mg/mL
solo lograron inhibir menos 40%. Por otro lado, las concentraciones de 0.125 y 0.0625 mg/mL

permitieron un crecimiento bacteriano mayor al control positivo.

En la Figura 11 podemos apreciar el grafico de barras que compara el % de viabilidad

celular para cada una de las diluciones.
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Comparacion entre concentraciones y el grupo control.

Bacterias sobrevivientes (%)

Control 1 0.5 0.25 0.125 0.0625
Concentracion (mg/mL)

Figura 11. Grdfico de barras que compara el porcentaje de bacterias sobrevivientes a diferentes concentraciones de
nanoparticulas.

V. VII. Evaluacion de la capacidad quelante de las nanoparticulas de quitosano.

Para evaluar el contenido mineral de la dentina del conducto radicular después del
tratamiento con distintos agentes irrigantes y con el paso del tiempo en minutos, se utilizd una
técnica por Espectroscopia de emision por plasma de acoplamiento inductivo (ICP, por sus
siglas en inglés).

En las Tablas Tabla 9Tabla /0 se presentan los % en peso normalizados de cada uno de

los tiempos de exposicion a los agentes quelantes y para cada uno de los dos elementos

estudiados: Ca'y Mg.
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Tabla 9. Concentraciones normalizadas de los diferentes elementos de muestras tratadas con
EDTA al 17% a diferentes tiempos.

Tiempo de
Ca Mg
accion (min)
0 0 0
3 -0.0831 -0.2222
5 -0.1931 -0.3629
10 -0.2347 -0.4414

Tabla 10. Concentraciones normalizadas de los diferentes elementos de muestras tratadas con
NPQ al 0.1% a diferentes tiempos.

Tiempo de
Ca Mg
accion (min)
0 0 0
3 -0.1245 0.0005
5 -0.3251 0.000005
10 -0.4291 0.0021

La Figura 12 corresponde al grafico lineal que representa el % en peso normalizado del
Ca a diferentes tiempos de exposicion al EDTA al 17% y a las NPQ al 0.1%. Podemos observar
que la solucion de NPQ disminuy6 mas iones Ca desde los 3 min hasta los 10 min que la solucion
de EDTA. Por el contrario, en la Figura 13, las NPQ no disminuyeron el % en peso del Mg
durante todo el periodo de exposicion, mientras que el EDTA logr6 disminuir el % en peso del

Mg desde los 3 minutos hasta los 10 minutos.
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Cambios en la concentracion de Ca con EDTA (17%) y nanoparticulas de quitosano (0.1%).

0 -6
-0- EDTA17%, pH 7.3, Ca
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Figura 12. Grdfico lineal que muestra los cambios en el % en peso normalizado de Ca en las muestras expuestas a EDTA al
17% y nanoparticulas de quitosano al 0.1% durante 0, 3, 5 y 10 minutos.

Cambios en la concentracion de Mg con EDTA (17%) y nanoparticulas de quitosano (0.1%).
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Figura 13. Grafico lineal que muestra los cambios en el % en peso normalizado de Mg en las muestras expuestas a EDTA al
17% y nanoparticulas de quitosano al 0.1% durante 0, 3, 5 y 10 minutos.
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CAPITULO VI. DISCUSION

Diferentes métodos se han propuesto para la sintesis de NPQ, siendo el método de
gelacion idnica por goteo el mas utilizado por su facilidad, bajo costo y reproducibilidad. Este
método también permite tener cierto grado de control en el tamafo de las nanoparticulas y carga
de su superficie (74). Se ha reportado previamente que utilizar quitosano de bajo peso molecular
produce nanoparticulas mas pequefias, asi como una disminucion en el PDI (67). El quitosano
debe disolverse en un acido orgénico, y la solubilidad disminuye cuando el peso molecular
aumenta (75) . Por otro lado, decidimos utilizar las concentraciones de quitosano y TPP
propuestas por Sawtarie ef al. (67), ya que coinciden sus hallazgos con los de W. Fan et al.,
donde reportan que para evitar la formaciéon de micro-particulas se deben utilizar
concentraciones menores a 1.5 mg/mL y 1.0 mg/mL de quitosano y TPP, respectivamente (76).

La dispersion por luz dinamica (DLS, por sus siglas en inglés) es una de las técnicas mas
populares para determinar el didmetro hidrodinamico y distribucion del tamafio de las particulas.
Esta técnica nos permite identificar la difusividad de las particulas en una suspension con base
a las floculaciones dependientes de tiempo en la intensidad de la luz dispersada resultante de los
movimientos Brownianos; posteriormente, el tamafio es calculado con la ecuacion de Stokes-
Einstein (77). El tamafio de las nanoparticulas aqui reportadas (113.44 + 11.05 nm) es
ligeramente menor al reportado por Sawtarie et al. (67), cuya metodologia fue tomada como
base para la sintesis de las nanoparticulas del presente estudio. El indice de polidispersidad
(PDI) es un valor que describe la distribucion del tamafio de una muestra. Un PDI igual a 1

representa una muestra que tiene una amplia distribucion y variacion en tamanos. En este estudio
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se obtuvo un PDI de 0.243 + 0.042, lo que significa que la distribucidn era pequeiia con poca
variacion en el tamafio de las nanoparticulas. Se ha reportado que utilizar quitosano de bajo peso
molecular y alto grado de deacetilacion reduce el tamafio de la distribucion, ademds de ser
altamente monodispersas (67,76). Por otro lado, afiadir NaCl al 150 mM a las soluciones madre
produce nanoparticulas y distribuciones pequefias de una manera reproducible (67,78). La
presencia de NaCl en las soluciones madre ayuda a controlar las fuerzas idnicas y retarda el
proceso de gelacion ionotropica, resultando en una distribucion de tamafio mas reducida. Este
proceso de gelacion retardada permite que el TPP se mezcle con el quitosano de una forma mas
uniforme antes de que ocurra la agregacion, debido a la competitividad entre el ion Cl- y los
aniones de TPP, debilitando la unioén entre quitosano y TPP. La presencia de NaCl también
llevo a valores bajos de PDI, debido a que las bajas fuerzas idnicas del medio causaron que las
particulas se formen en una tasa mas uniforme, lo que a su vez produce distribuciones de tamafio
mas pequenos (67,78), que corroboramos con las lecturas del DLS.

El potencial Zeta es un pardmetro importante para determinar la estabilidad de las
nanoparticulas en una suspension. En términos generales, se considera que una suspension
moderadamente estable por repulsion electroestatica se necesita de nanoparticulas con un
potencial zeta desde 20 a 30 mV (69,74). En el presente estudio obtuvimos potenciales Zeta
desde 25.84 +4.94 mV hasta 2.32 +3.47 mV; siendo directamente proporcional la disminucion
del potencial Zeta con el aumento del pH del medio. Esta carga positiva es resultado de los

grupos amino -NH3 neutralizados por el efecto de los grupos polianidonicos del TPP, asi como

del pH del medio (69,74).
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El espectro FTIR resulta util para identificar cambios en las bandas caracteristicas de
grupos funcionales entre materiales; en este caso, se realizd la caracterizacion del quitosano de
bajo peso molecular, TPP y NPQ. Si comparamos los espectros del quitosano con el de las NPQ
(Figura 9), se aprecia un ensanchamiento en la banda a 3228 cm-1 que indica la formacion de
enlace hidroégeno entre los oxigenos del tripolifosfato y los hidrégenos de los grupos amino del
quitosano. La vibracion correspondiente a la flexion NH2 a los 1587 cm-1 desaparece; en cambio,
aparece una banda a 1633 cm-1y 1532 cm-1; probablemente, debido a la protonacion de los
grupos NH2 que ahora son iones NH3+ y a la formacion del enlace hidrégeno entre los O-TPP y
los H de los grupos aminos libres.

La DSC es una técnica cuantitativa que mide la capacidad calorifica de un sistema
determinado cuando sufre una transicion inducida por un cambio térmico. Se registra la
diferencia de energia en funcion de la temperatura que es necesaria suministrar a una muestra
con respecto a una referencia o testigo. Podemos apreciar en la Figura 10 que la temperatura de
transicion vitrea de las NPQ es menor a la del quitosano; esto se debe a que cuando el quitosano
es entrecruzado con el TPP se produce un cambio en la estructura molecular, lo que causa una
disminucion de su cristalinidad. Milligan et al. (79) y Yousefpour et al. (80) reportaron los
mismos resultados y atribuyeron la disminucion de la termoestabilidad del quitosano al proceso
del entrecruzamiento.

Para evaluar la actividad antibacteriana de las NPQ, se utilizd una prueba de
macrodilucion que se utiliza cominmente para determinar la MIC. Este método nos permite
determinar la concentracion mas baja de material que presenta propiedades antibacterianas. Se

utilizé una cepa de E. faecalis, que es una bacteria anaerobia facultativa Gram-positiva, y que
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se asocia con el fracaso del tratamiento de conductos y la periodontitis apical persistente, ademas
de presentar un amplio rango de resistencia a agentes antimicrobianos. También tiene la
habilidad de penetrar en los tubulillos dentinarios, lo cual la hace mas dificil de eliminar durante
la instrumentacion e irrigacion endodontica (81). En este estudio, la MIC de las NPQ contra E.
faecalis se determind por el método de macrodilucidon, obteniendo que la concentracion de 1
mg/mL era la mas efectiva, inhibiendo mas del 90%. Este resultado coincide con los de
Geethapriya et al., donde determinaron que la MIC del quitosano fue de 0.75 mg/mL (82), asi
como los de Elshinawy et al., que determinaron que la MIC de las NPQ fue de 0.625 mg/mL
(83). La accion antibacteriana de las NPQ se le han atribuido a la carga positiva de su superficie
que interactiia con la membrana celular de carga negativa, alterando la permeabilidad celular y
finalmente filtrando los componentes intracelulares hacia el espacio extracelular, lo cual lleva a
la muerte celular (2,56,84).

Se ha demostrado que las soluciones irrigantes utilizadas durante el tratamiento de
conductos para disolver tejido organico e inorganico también afectan a las paredes del conducto
(o dentina) (19,85). En el presente estudio, se evalud el contenido mineral de la dentina radicular
tratada con EDTA al 17% y NPQ al 0.1%, utilizando el método por ICP. Cobankara et al. (86)
evaluaron los efectos de distintos agentes quelantes sobre el contenido mineral de la dentina
radicular y encontraron que el EDTA al 17%, comparandolo con un grupo control, disminuye
los niveles de Ca y P sin alterar la relacion Ca/P, y que los niveles de Mg aumentaron después
del uso del mismo. En el presente estudio, se evaluaron los niveles de Ca y Mg sobre la dentina
radicular antes y después del uso del EDTA al 17% con diferentes tiempos de contacto, donde

se aprecia una disminucion en los niveles de Ca y Mg, siendo mayor la disminucion del Gltimo.
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En relacion con el Mg y Na, son elementos traza u oligoelementos que son necesarios para la
formacion de hidroxiapatita; se cree que el Mg hace mas susceptible al érgano dentario a los
acidos (87) ya que es uno de los primeros elementos en disolverse durante el proceso de
desmineralizacion (19,64,86,88,89). Ademas, el Mg en la dentina podria unirse a los fosfatos,
carbonatos o a la matriz organica, y se cree que el Mg reemplaza al Ca después de la quelacion;
sin embargo, no se ha descrito este mecanismo (58). Con respecto al K, se desconoce su funcion
en los drganos dentarios, sin embargo, se encuentra presente dentro de las células (19,86,88,89).
Dentro de los métodos analiticos utilizados, el ICP cobra mayor atencion debido a que permite
detectar concentraciones de partes por millon (mg/L) o billon (ng/L); por otro lado, también se
pueden medir distintos elementos con la misma muestra y también se puede realizar un analisis
del contenido mineral pretratamiento y postratamiento (19,86,90).

Algunos estudios han evaluado la capacidad quelante o de remocion de smear layer del
quitosano a diferentes concentraciones, como al 0.1% y 0.2%, con resultados prometedores
(52,82,91-93); sin embargo, s6lo un estudio ha evaluado a las nanoparticulas de quitosano (2).
En dicho estudio se demuestra que el uso de las nanoparticulas de quitosano al 0.129% por 3
minutos remueve efectivamente el smear layer. En términos generales, se espera un mejor
desempefio de un biomaterial en su forma nanométrica que en su forma a granel. En el presente
estudio, las nanoparticulas de quitosano a los 3 minutos de exposicion disminuyeron el % en
peso de los iones Ca semejante al EDTA, pero a medida que avanzaba el tiempo la disminucion
fue mayor que el EDTA. La capacidad quelante de las nanoparticulas de quitosano y el EDTA
pueden causar desmineralizacion o erosion dentinaria; sin embargo, la actividad antibacteriana

de las NPQ es una ventaja importante que hace de ellas una alternativa al EDTA. Por otro lado,
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podemos observar que los niveles de Mg de los dientes tratados con NPQ no fueron alterados
durante todo el tiempo de exposicion al quelante.

El mecanismo de accion del quitosano sobre la dentina no ha sido bien esclarecido; sin
embargo, existen dos teorias que explican su capacidad quelante. Primero, el modelo del puente,
que sugiere que dos o mas grupos amino del quitosano se unen al mismo ion metélico. El
segundo, el modelo del pendiente o ancla, que sugiere que un grupo amino se utiliza para la
union del 1on metalico, semejando la forma de un pendiente o “arete”. El quitosano se forma
por una cadena compuesta de varios dimeros de quitina (52). Similar a la molécula de EDTA,
el dimero de quitina tiene dos atomos de nitrogeno que se unen a electrones libres, y son los
responsables de la interaccion ionica entre el metal y el agente quelante. En un medio 4cido, los
grupos amino presentes en el polimero estan protonados (-NH3s-+). Esta forma es responsable de
la atraccion a otras moléculas para que ocurra la adsorcion. La formacion de complejos entre el
quitosano y los iones metéalicos puede ser por los mecanismos de adsorcion, intercambio de
iones y quelacion. Este tipo de interaccion depende de los iones involucrados, la estructura
quimica del quitosano y el pH de la solucion (92).

El uso clinico de nuevas soluciones irrigantes debe ser precedido por varios estudios de
laboratorio que evaluen los beneficios y consecuencias al ser humano, por lo que se deberan
realizar mas estudios sobre las NPQ antes de ser llevadas al area clinica. Basandonos en los
resultados de este estudio, las NPQ al 0.1% remueven la misma cantidad de iones Ca que el
EDTA al 17% cuando son utilizadas durante 3 minutos, ademas de tener actividad antibacteriana

contra el E. faecalis.
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CAPITULO VII. CONCLUSIONES

1.

El método de gelacion ionica para sintetizar nanoparticulas de quitosano es un método
sencillo, reproducible y que requiere poco tiempo de trabajo.

El didametro de las nanoparticulas de quitosano fue de 113.44 £+ 11.05 nm, con un PDI
de 0.243 £+ 0.042 y un potencial zeta de 25.84 +=4.94 mV a un pH de 3.5.

La morfologia de las nanoparticulas fue evaluada por STEM, logrando observarse la
forma de “mora” caracteristica de las nanoparticulas de quitosano.

Se caracterizaron las nanoparticulas de quitosano con espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier, en donde se apreciaron cambios en las bandas caracteristicas
del grupo -OH y -NH2 en el espectro respecto al quitosano de bajo peso molecular.

Se caracterizaron las nanoparticulas de quitosano mediante calorimetria diferencial de
barrido, en donde se identific6 una disminucion en la temperatura de transicion vitrea
con respecto al quitosano de bajo peso molecular debido al cambio del arreglo molecular
posterior al entrecruzamiento.

La concentracion de 0.1% presentd una disminucion del 93.69% en el crecimiento
bacteriano del E. faecalis bajo el método de macrodilucion.

El % en peso de los iones Ca de muestras de érganos dentarios disminuyo a partir de los
3 min tanto con el uso de NPQ como de EDTA, siendo mayor la disminucién a los 5y

10 min con el uso de NPQ.
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