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Resumen

Introduccién. La biopelicula dental patégena o placa dentobacteriana, es la
predecesora de las dos enfermedades que mas afectan a la poblacién pediatrica
actualmente: la caries y la enfermedad periodontal. Actualmente la caries como
enfermedad afecta a mas del 50% de la poblacion pediatrica, lo que en cifras se refiere
a 1.76 billones de niflos a nivel mundial, principalmente afectando a los dientes
temporales. La higiene bucal adecuada realizada principalmente mediante el cepillado
dental con dentifrico reduce la formacion de biopelicula dental patolégica siendo la
accion de prevencion por excelencia. De acuerdo con su origen a las nanoparticulas
(NP) se les atribuyen distintas propiedades como la antimicrobiana en el caso de las
nanoparticulas de plata (AgNP), de las cuales, su estudio en el area odontologica

puede traer distintos beneficios como control de la biopelicula dental patoldgica.

Objetivo. Realizar la sintesis y caracterizacion de un prototipo de dentifrico a

base de nanoparticulas de plata como principio activo.

Material y método. Se realiz6 la sintesis de las nanoparticulas de plata (AgNP)
mediante del método de reduccién quimica en solucion acuosa, se realizd la reduccion
de la sal de Nitrato de plata (AgNOgs con borohidruro de sodio (NaBHj). Para su
caracterizacion se utilizaron las técnicas de Ultravioleta visible (UV-Vis), potencial Z y
Dispersion dindmica de la luz (DLS). Finalmente, las AgNP sintetizadas y
caracterizadas se incluyeron en la sintesis del prototipo de dentifrico. Se realizaron 5

sintesis diferentes variando la cantidad de AgNP: 0% (control), 1%, 2.5%, 5% y 10% de



porcentaje en peso. Finalmente se realizd el analisis de la actividad antimicrobiana

exponiendo el prototipo de dentifrico a cepas ATCC y clinica.

Resultados. Del método de sintesis se obtuvo un liquido de color amarillo
brillante, que al caracterizarlo por medio del estudio de UV-Vis se observéd un pico de
absorbancia maximo a de 402 nandémetros que al representarlo en un diagrama de
cromaticidad CIE a esa longitud de onda se observa el tono amarillo brillante obtenido,
ambas son caracteristicas de las nanoparticulas de plata con configuraciéon esférica de
100 nm de didmetro aproximadamente. Para conocer la estabilidad de las NP se utilizo
el andlisis de potencial zeta, obteniendo un pico a -2 mV, este dato indica que la carga
superficial de la nanoparticula en solucién es negativa lo cual es muy favorable para
evitar su aglomeracion. Finalmente, la prueba de DLS confirmo que el tamafio de las
AgNP en solucién es de 115 nm. A partir de la solucion de AgNP se realiz6 la sintesis
del prototipo de dentifrico con 5 concentraciones: 0%, 1%, 2.5%, 5% y 10% de
porcentaje en peso de AgNP. En el estudio antimicrobiano se observé inhibicion de la

actividad de los microorganismos presentes en la muestra clinica y en las cepas ATCC.

Conclusion. Se obtuvo la sintesis de AgNP de configuracion esférica de un
diametro de 115 nm, con carga superficial negativa en solucion, estables con
caracteristicas que evitan la aglomeracion. Se obtuvo un prototipo de dentifrico con 5
concentraciones que tiene actividad antimicrobiana al exponerlo a cepas clinicas y

ATCC.

Palabras clave. Nanoparticulas de plata, AgNP, Sintesis, caracterizacion dentifrico,

caries



Abstract

Introduction. Pathogenic dental biofilm or dental plaque is the precursor of the
two diseases that currently affect the pediatric population the most: caries and
periodontal disease. Currently, caries as a disease affects more than 50% of the
pediatric population, which in figures refers to 1.76 billion children worldwide, mainly
affecting temporary teeth. Adequate oral hygiene, mainly performed by brushing teeth
with toothpaste, reduces the formation of pathological dental biofilm, being the
preventive action par excellence. According to their origin, nanoparticles (NP) are
attributed with different properties such as antimicrobial in the case of silver
nanoparticles (AgNP), of which, their study in the dental area can bring different benefits
such as control of pathological dental biofilm.

Aim. To carry out the synthesis and characterization of a prototype of toothpaste
based on silver nanoparticles as active ingredient.

Material and method. The synthesis of silver nanoparticles (AgNP) was carried
out by the chemical reduction method in aqueous solution, the reduction of the silver
nitrate salt (AgNO3) was carried out with sodium borohydride (NaBH4). For its
characterization, the techniques of ultraviolet visible (UV-Vis), Z potential and dynamic
light scattering (DLS) were used. Finally, the synthesized and characterized AgNPs
were included in the synthesis of the toothpaste prototype. 5 different syntheses were
carried out varying the amount of AQNP: 0% (control), 1%, 2.5%, 5% and 10% of weight
percentage. Finally, the analysis of the antimicrobial activity was carried out by exposing

the toothpaste prototype to ATCC and clinical strains.



Results. From the synthesis method, a bright yellow liquid was obtained, which
when characterized by means of the UV-Vis study, a maximum absorbance peak was
observed at 402 nanometers, which when represented in a CIE chromaticity diagram at
that wavelength, the bright yellow tone obtained is observed, both are characteristics of
silver nanoparticles with a spherical configuration of approximately 100 nm in diameter.
To know the stability of the NPs, the zeta potential analysis was used, obtaining a peak
at -2 mV, this data indicates that the surface charge of the nanoparticle in solution is
negative, which is very favorable to avoid its agglomeration. Finally, the DLS test
confirmed that the size of the AgNPs in solution is 115 nm. From the AgNP solution, the
synthesis of the toothpaste prototype was carried out with 5 concentrations: 0%, 1%,
2.5%, 5% and 10% of weight percentage of AgNP. In the antimicrobial study, inhibition
of the activity of microorganisms present in the clinical sample and in ATCC strains was
observed.

Conclusion. The synthesis of AgNPs with a spherical configuration of 115 nm in
diameter, with a negative surface charge in solution, stable with characteristics that
prevent agglomeration, was obtained. A toothpaste prototype with 5 concentrations was
obtained that has antimicrobial activity when exposed to clinical strains and ATCC.

Keywords. Silver nanoparticles, AQNP, Synthesis, toothpaste characterization, decay
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Capitulo |

1 Introduccidén

La salud oral mantiene una relacion muy cercana con la salud general de un
individuo®.La biopelicula dental patégena o placa dentobacteriana, es la predecesora de
las dos enfermedades que mas afectan a la poblacion pediatrica actualmente: la caries
y la enfermedad periodontal?. Actualmente la caries como enfermedad afecta a mas del
50% de la poblacion pediatrica, o que en cifras se refiere a 1.76 billones de nifios a
nivel mundial, principalmente afectando a los dientes temporales 23. La higiene bucal
adecuada realizada principalmente mediante el cepillado dental con pasta reduce la
formacion de biopelicula dental patolégica siendo la accion de prevenciébn por
excelencia®.

El ecosistema oral es un medio donde habitan millones de microorganismos,
entre ellos aquellos que son responsables de la formacion de la biopelicula dental®,
entre ellos se encuentra el Streptococcus mutans, la cual es una bacteria Gram positiva
anaerobia facultativa asociada con el inicio y desarrollo de la caries?. La exposicion
continua de microorganismos patégenos con el hospedero puede ocasionar la
maduracion de una biopelicula dental que al no ser removida durante varias horas o
dias puede llevar al desarrollo temprano de lesiones cariosas!.

Hoy en dia existen distintos medios para lograr el control exitoso de la
biopelicula dental patdégena. Entre ellos se encuentra el uso de la terapéutica a base de
fluoruro, por ejemplo, agua, sal comudn, enjuagues bucales, pastas dentales y

barnices'?. Otras medidas preventivas comunmente realizadas por los profesionales



son la profilaxis dental, selladores de fosetas y fisuras, cambio de habitos como la
limitacion de alimentos altos en azucares y uso adecuado de herramientas para la
higiene bucal como lo son el hilo dental, enjuague bucal, cepillos, cepillos interdentales
y pastas?s.

A pesar de la gran disponibilidad de las medidas mencionadas anteriormente, el
control de la biopelicula dental patolégica sigue siendo un reto para la prevencion y el
manejo de caries y enfermedad periodontal, debido al serio problema de salud publica
gue estas dos enfermedades representan?.

La nanotecnologia es la ciencia que se encarga del estudio, creacién, disefo,
sintesis, identificacion, manipulacion y aplicacion de materiales, aparatos y sistemas a
traves del control de la materia en dimensiones cercanas al intervalo de 1-100
nanometros®, de acuerdo a su origen a las nanoparticulas (NP) se les atribuyen
distintas propiedades como la antimicrobiana en el caso de las nanoparticulas de plata
(AgNP), de las cuales, su estudio en el area odontoldgica puede traer distintos

beneficios como control de la biopelicula dental patologica’ 8.



2 Antecedentes

Jiménez-Ramirez AJ, Martinez-Martinez RE, Ayala-Herrera JL, et al. Antimicrobial
Activity of Silver Nanoparticles against Clinical Biofilms from Patients with and without

Dental Caries. J Nanomater 2021;20217.

La caries dental es una enfermedad multifactorial que a pesar de ser prevenible
tiene una alta incidencia en la poblacion, es considerada un problema de salud publica
a nivel mundial. Los factores causales son diversos, sin embargo, la placa
dentobacteriana sigue considerandose como el agente etioldgico principal de esta
enfermedad. Los factores que llevan a producir un biofilm dental patolégico son un
desbalance de los microorganismos presentes en la placa, una baja capacidad buffer
de la saliva y un consumo excesivo de carbohidratos fermentables. Actualmente,
aunque existe una amplia variedad de terapias de control y prevencién de caries, como
las medidas publicas las herramientas para el cepillado y los métodos preventivos que
el odontdlogo realiza en el consultorio dental, estos no son accesibles para los estratos
mas pobres de la sociedad, por esta razén se ha decidido buscar agentes con
propiedades fisicoguimicas avanzadas que se enfocan en agentes antimicrobianos que
ademas son de bajo costo. Recientemente el uso de nanoparticulas con agentes
antimicrobianos como las Nanoparticulas de plata (AgNP) son una opcién para la
prevencion del desarrollo de infecciones dentales, asi como para prevenir el avance de
las lesiones cariosas. Jiménez y colaboradores llevaron a cabo un estudio con el
objetivo de determinar la frecuencia y presencia de microorganismos involucrados en la

formacion de biofim dental y de explorar la asociacion de condiciones



sociodemograficas generales y clinicas, asi como la inhibicidon de su crecimiento por la
presencia de las AgNP. En el estudio participaron 60 sujetos de un rango de edad de 18
a 50 afios. Se dividieron en dos grupos de 30 sujetos cada uno, donde, uno de los
grupos estuvo conformado por sujetos con lesiones cariosas y el otro por sujetos sin
lesiones cariosas. En ambos grupos se obtuvieron muestras de biofilm dental de la
zona cervical de los dientes posteriores para realizar un cultivo bacteriano inicial que
posteriormente se someteria a un ensayo antibacterial con las AgNA obtenidas a partir
de nitrato de plata, previamente sintetizado y caracterizado en dos tamafios diferentes.
Se formaron colonias de los biofilms obtenidos a partir de ambos grupos y se inocularon
con una concentracion minima inhibitoria de AgNP. EIl crecimiento de microorganismos
fue mayor en los sujetos con lesiones cariosas (120:6 £18.4 ug/mL), que en los que no
tenian caries (77:7 = 21:2 pg/mL) (p < 0:05), por lo que los sujetos con caries
representaron resistencia a las AgQNP mas significativa. Para los dos tipos de sujetos,
las particulas de AgNP mas pequefias tuvieron significativamente mas propiedades
antimicrobianas (152.0-103.7 pug/mL). Lograron identificar la efectividad de la actividad
antimicrobiana de la AgNP sobre bacterias del biofilim dental de sujetos con y sin
lesiones cariosas. Ademas, resaltaron como las particulas mas pequefias obtenidas de
AgNA tienen mayor efecto bactericida. Las AgNP mostraron potencial para ser usadas

en la prevencién y el control de la caries dental.



Schwass DR, Lyons KM, Love R, Tompkins GR, Meledandri CJ. Antimicrobial Activity of
a Colloidal AgNP Suspension Demonstrated In Vitro against Monoculture Biofilms:
Toward a Novel Tooth Disinfectant for Treating Dental Caries. Adv Dent Res

2018;29(1):117-123.°

El cambio en las estrategias utilizadas para el tratamiento de la caries dental ha
llevado a una odontologia que implica la eliminacion parcial o0 minima de la lesion
cariosa, por lo cual en este estudio se desarroll6 una nueva formulacion de
nanoparticulas de plata (AgNP) como aplicacién especifica para la desinfeccién de la
dentina cariada. EI nitrato de plata (AgNO3) se redujo quimicamente usando
borohidrato de sodio (NaBH4) en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS) para
formar estructuras agregadas de micelas que incluyeran AgNP monodispersas
estabilizadas de 6.7 a 9.2 nm. Las AgNP se caracterizaron mediante medicion de la
conductividad eléctrica y la dispersion dinamica de la luz, microscopia electronica de
barrido, microscopia electronica de transmision y espectrometria de masas de plasma
acoplado inductivamente. La actividad antimicrobiana de las AgNP se probo frente a
cultivos plancténicos de bacterias orales Gram + y Gram- representativas mediante
ensayos de difusién en caldo de soya triptico y biopeliculas de monocultivo cultivadas
con infusién de cerebro y corazén +/- sacarosa anaerdbicamente a 37°C en placas de
microtitulacion. La masa de biopelicula se midié mediante un ensayo de cristal violeta.
Los efectos se compararon con cultivos expuestos a fluoruro diamino de plata y
clorhexidina como controles negativos y a isopropanolol al 70% como control positivo.
En presencia de AGNP, las pruebas por triplicado contra las cepas de Streptococcus

gordonii DL1, C219, G102 y ATCC10558, Streptococcus mutans UA15, Streptococcus
5



mitis 118; y Enterococcus faecalis JH22 para las bacterias planctonicas, las
concentraciones inhibidoras minimas fueron tan bajas como 7.6 pg mL-1 y las
concentraciones bactericidas minimas tan bajas como 19.2 ug mL-1 de concentracion
de plata. Las lecturas de microplacas que detectan la absorcidon de luz violeta cristal a
590 nm mostré diferencias estadisticamente significativas entre las biopeliculas
expuestas a AgNP y donde no se utilizaron agentes antimicrobianos. La presencia de
sacarosa no influyé en la sensibilidad de ninguna de las bacterias. En conclusion, al
prevenir la formacion de biopeliculas in vitro para varios Streptococcus spp. y E.
faecalis la formulacion de AgNP demuestra potencial para aplicaciones clinicas

inhibiendo biopeliculas.



Favaro JC, Detomini TR, Maia LP, et al. Anticaries Agent Based on Silver Nanoparticles
and Fluoride: Characterization and Biological and Remineralizing Effects-An In Vitro

Study. Int J Dent 2022;202210,

Los agentes anticaries tépicos proporcionan un método no invasivo para
controlar y prevenir la caries dental. Las nanoparticulas de plata son un antimicrobiano
muy eficaz, cuya acciéon es mayor en comparacion con su forma iénica. El objetivo de
este estudio consistidé en caracterizar y evaluar la estabilidad, actividad antimicrobiana,
citotoxicidad y los efectos remineralizantes de las nanoparticulas de plata y el agente
anticaries fluorado (AgF) sobre la tincion del esmalte dental. Se preparé una solucion
experimental de AgF y se compar6 con fluoruro diamino de plata (SDF). Primeramente,
se caracterizo el AgF y la estabilidad se evalu6 mediante microscopia electronica de
transmision (TEM). Se utilizaron cepas de Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis
y Escherichia coli para evaluar la concentracion minima inhibitoria, bactericida y la
citotoxicidad contra células fibroblasticas L929 mediante la prueba MTT. Se obtuvieron
lesiones parecidas a las lesiones cariosas por medio de la induccién del ciclo del pH en
muestras de esmalte intacto de dientes humanos, posterior a eso se midi6 la
microdureza, microdureza transversal (CSMH), se realiz6 microscopia electrénica de
barrido (SEM), rayos X de energia dispersiva y espectroscopia (EDS). Tambiés se
tomaron fotografias para analizar la tincion del esmalte. EI AgF mostré estabilidad a
largo plazo con acciones bacteriostaticas y bactericidas sin citotoxicidad. En cuanto a la
remineralizacion del esmalte en superficie y en profundidad (CSMH) se observé que
cuando se utiliz6 el AgF fue similar al SDF. Las pruebas SEM y EDS mostro

precipitacion de esmalte, se observo la presencia de los elementos P, Ca, Au, Ag y CI.
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A diferencia del SDF el AgF no tifié el esmalte. Por lo anterior el agente anticaries de
fluoruro de plata probado present6 estabilidad a largo plazo, capacidad remineralizante

superficial y profunda con potencial antimicrobiano y biocompatibilidad sin tefiir el

esmalte.



Ahmed F, Prashanth S, Sindhu K, Nayak A, Chaturvedi S. Antimicrobial efficacy of
nanosilver and chitosan against Streptococcus mutans, as an ingredient of toothpaste
formulation: An in vitro study. Journal of Indian Society of Pedodontics and Preventive

Dentistry 2019;37(1):46-541.

Estudio experimental, in vitro enfocado en la eficacia del chitosano, las AgNP vy
los fluoruros como ingredientes activos en pastas dentales contra el Streptococcus
mutans. Estos agentes quimicos poseen actividad antimicrobiana que ha sido incluida
en multiples productos de higiene dental. Los efectos del cepillado y el uso de pasta
dentifrica para remover el biofilm dental son un medio mas sencillo, efectivo y
econOmico de prevencidén que una intervencion posterior. Las colonias de S. mutans
(MTCC 890) fueron cultivadas en un caldo de infusién cerebro-corazon a 37 °C por 24
horas. Posteriormente fueron utilizadas para inocular las placas de agar con el
microorganismo.

Los tres dentifricos utilizados fueron obtenidos de sus respectivos distribuidores,
se prepararon de la siguiente forma: se midieron 2 gramos de cada una y se disolvieron
en 2 mililitros de agua destilada. Se nombraron como muestra A- AgNP, muestra B-
chitosano, Muestra C- Fluorada, Muestra D- Salina (control). Estas muestras se
convirtieron en los grupos 1, 2,3y 4 para el ensayo antimicrobiano.

La actividad antimicrobiana de los dentifricos fue determinada por la técnica de
difusion de agar modificada. Se realiz6 con 20 placas de agar de Mitis salivarius
preparados con sucrosa al 10%, inoculados con 0.5 ml de cultivos de S. mutans de 24
horas y se dejaron secar por 1 hora. Se colocaron las soluciones de dentifrico en 4

placas distintas para cada grupo. Después se incubaron a 37° centigrados por 24
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horas. La actividad antimicrobiana se evalué midiendo el diametro de las zonas de
inhibicion. La técnica estadistica utilizada fue Unpaired t-test. Utilizando como criterio
valor de P < 0.05. El software utilizado para el analisis de los datos fue SPSS 20, IBM,
Armonk, NY, USA. Microsoft Word y Excel se utilizaron para generar tablas y graficos.
El resultado mas alto registrado fue el del Grupo 1(AgNP), seguido del Grupo 3
(Fluorado), Grupo 2 (Chitosan) y finalmente el Grupo 4 que no mostré ninguna
inhibicion. Estos resultados arrojaron un valor de significancia de P <0.0001. Las
conclusiones a las que llegaron fueron las siguientes: en todos los grupos
experimentales se encontré actividad antimicrobiana contra el S. mutans, excepto el
grupo de control. El dentifrico con AgNP mostré la actividad antibacteriana mas alta
entre los grupos, seguida del dentifrico fluorado y el que contenia chitosano. El

dentifrico con AgNP es efectivo para el control de biofilm dental.
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Pérez SMG, Valenzuela CM, Garcia ZDJ, Constandse CDA, Nava MS, Cuevas GJC et
al. Nanoparticulas de plata contra bacterias presentes en biofilm dental de pacientes

pediatricos. Rev ADM. 2022; 79 (4)2.

El biofilm dental es considerado el precursor de diferentes enfermedades orales
como la caries y la enfermedad periodontal. Las nanoparticulas de plata (AgNP)
representan uno de los principales materiales utilizados para el control de diversas
enfermedades, debido a su efecto antimicrobiano en distintas especias, incluyendo
bacterias orales. Aunque diversos estudios han demostrado que las AgNP pueden
actuar en la inhibicién de crecimiento de diversas biopeliculas bacterianas, incluyendo
algunos tipos de biofilm oral, actualmente no existe informacién cientifica que haya
determinado el efecto antimicrobiano de las AgNP en muestras de biofilm dental
tomadas directamente de pacientes pediatricos con enfermedades relacionadas a la
presencia de biopelicula dental. Por lo anterior, el objetivo del estudio consistio en
evaluar la actividad antimicrobiana de las AgNP contra muestras de biofilm dental
aislada de pacientes pediatricos con y sin caries. Se prepararon dos tamafos de AgNP,
a partir de AgNO3 en solucion a 0.001 M en 250mL de solucién salina. Se obtuvieron
AgNP pequefas (10.2 + 22.71 nm) y grandes (29.3 + 36.35 nm) de forma esférica. Las
AgNP se caracterizaron utilizando dispersion dinamica de luz. Se recolectaron muestras
de biopelicula dental de 22 pacientes infantiles en una edad promedio de 7.4 + 3.5,
algunos de los pacientes presentaban caries y otros no. Una vez cultivada la muestra
se estandarizd la concentracién de la suspension a través de espectrometria hasta
obtener una concentracion de 1.3x106 unidades formadoras de colonias por mililitro

(UFC/mL). Las muestras de biopelicula dental fueron cultivadas en caldo Miiller- Hinton
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(MH) 18 horas a 37°C antes de la prueba. La concentracion minima inhibitoria (CMI) se
hizo en placas de mircrodilucion de 96 pocillos, se colocaron 200 ul de AgNP en la
primera columna y se realiz6 la dilucion 1:1 con MH, se inocularon con suspensiones
estandarizadas de cada muestra que contenian 1.3 x 106 UFC/mL; finalmente, las
placas se incubaron a 370C durante 24 horas. El Ultimo pozo que presento turbidez se
consider6 como la concentracién minima inhibitoria (CMI). El potencial Zeta mostré que
las AgNP obtenidas tenian cargas eléctricas negativas, bien definidas, intensas y
estables que ofrecen caracteristicas para evitar la aglomeracion. El crecimiento inicial
bacteriano de la poblacion estudiada se evalu6 mediante densidad éptica, no hubo
diferencia significativa entre los pacientes que presentaron lesiones cariosas y los que
no. Sin embargo, si hubo una diferencia estadisticamente significativa que apunta a una
tendencia a que el género masculino presenta mayor resistencia bacteriana comparado
con el género femenino. El crecimiento bacteriano entre los dos tamafios de AgNP tu
tuvo diferencias significativas. Ademas, se encontr0 una correlacion positiva
significativa (0.000, p < 0.05) en cuanto a la concentracion de tratamiento con la
velocidad de crecimiento bacteriano. Las AgNP se pueden considerar como una
alternativa para el control de la biopelicula dental y de esta manera para la prevencion

de diferentes enfermedades orales en pacientes pediétricos.
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3 Marco Teodrico

El uso de la plata en la ciencia lleva estudidndose desde hace afios, sus
aplicaciones en el campo de la odontologia son muy prometedoras y relevantes cada
vez mas en un &rea que se inclina cada vez mas hacia un enfoque preventivo en lugar
de restaurador.

Dificilmente se puede hablar de odontologia sin hablar de la caries como
enfermedad, por lo tanto, es importante aclarar el origen y la naturaleza de la
enfermedad que mas afecta a la poblacion mundial para poder dimensionar el impacto y
la importancia que tiene la incursion de un material antimicrobiano como las

nanoparticulas de plata (AgNP) en esta area.

3.1 Problemas principales de la salud oral

3.1.1 Caries y enfermedad periodontal

La poblacién infantil esta gravemente afectada por los problemas de salud oral
mas comunes actualmente. La caries dental es una enfermedad bucodental
multifactorial grave que provoca la desmineralizacién de los tejidos duros del diente y
afecta a mas de la mitad de la poblacién mundial?>11, en nUmeros, aproximadamente a
1.76 billones de nifios a nivel mundial®. México cuenta con una prevalencia elevada de
caries dental, hoy en dia los factores ambientales, socioculturales, zona de residencia,
sexo, tipo de denticion, indice de masa corporal y nivel socioecondmico tienen impacto
en la distribucion y gravedad de la enfermedad??.

A su vez la caries dental es un proceso dinamico de desmineralizacion y

remineralizaciéon, producto del metabolismo bacteriano sobre la superficie dentaria, que
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con el tiempo puede producir una pérdida neta de minerales y posiblemente, aunque no

siempre, resultara en la presencia de una cavidad!2.

3.1.2 Biopelicula dental y Streptococcus mutans

Las bacterias orales pertenecen a una comunidad compleja de numerosas
especies que participan en la formacion de la placa bacteriana (biofilm dental o
biopelicula)!2. El biofilm dental es considerado como el precursor de diferentes
enfermedades, entre ellas la caries y las enfermedades periodontales?. Por definicion
esta es una microcomunidad compleja de diversas especies bacterianas que se
reproducen y se adhieren firmemente a las diferentes superficies de los dientes
formando una estructura bien organizada?®, actualmente, se contemplan varios
microorganismos que se incluyen en la patogénesis de la caries dental como
Streptococcus mutans, Lactobacillus spp y Actinomyces spp, de los cuales el
Streptococcus mutans es el principal precurso?°:12,

La caries y la enfermedad periodontal son causadas por un desequilibrio en las
poblaciones bacterianas de biopeliculas que se forman naturalmente y ayudan a
mantener el estado normal de la cavidad oral, la complejidad de la enfermedad como la
conocemos se debe a los factores que estan asociados con la evolucién de una
poblacién bacteriana que pasa de una biopelicula saludable a otra patégenal2.

Una biopelicula sana puede formarse por mas de 700 especies bacterianas, de
las cuales menos del 1 % son bacterias potencialmente patogénicas, esta actia como
medio de defensa de primera linea en contra de infecciones por bacterias patogénicas u

otros patégenos®>12, Cambios en el medio dentro de la misma provocan que se
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favorezca la proliferacion de especies patogénicas aciduricas y acidogénicas y que
tomen posesion de estal?.

La formacion de la biopelicula dental es fundamental para la vida bacteriana del
Streptococcus mutans. La cual es una bacteria Gram +, anaerobia facultativa, su
principal mecanismo de cariogenicidad se presenta por su capacidad de sintetizar
grandes cantidades de polimeros extracelulares denominados glucano y
secundariamente fructanos a partir de sacarosa, lo cual ayuda a la colonizacién de las
superficies duras y en el desarrollo de la matriz polimérica extracelular insoluble
principalmente, ademas de metabolizar y transportar un amplio ndmero de
carbohidratos en &cidos orgénicos (teicoico y lipoteicoico) y adicionalmente sobrevivir
en ambientes significativamente bajos?, los acidos formados por esta bacteria circulan a
través de la placa dental hacia el esmalte poroso, disocidndose y liberando
hidrogeniones, los cuales disuelven rapidamente el mineral del esmalte, generando
calcio y fosfato que se difunden fuera del esmalte, esté proceso es conocido como
desmineralizacién'?. Diversos estudios han demostrado que una dieta alta en azucares
y carbohidratos proveeran el ambiente necesario para la proliferacion de este
microorganismo aumentando considerablemente su actividad y a su vez las
probabilidades de padecer caries dental’.

El crecimiento en biopeliculas proporciona las condiciones o6ptimas para el
sistema de sefalizacion entre las células bacterianas que facilitan el intercambio
genético y generar factores de virulencia. Debido a su capacidad de alcanzar altas
densidades en é&reas confinadas como el caso de valvulas cardiacas, aparatos
protésicos, criptas amigdalinas o senos nasales, entre otras, es que reside su

importancia como patégenos oportunistas fuera de la cavidad oral'2.
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La exposicion continla de microorganismos patdogenos con el hospedero, como
bien puede ser la maduracién de una placa dentobacteriana que no se ha removido en
varias horas o dias, puede llevar al desarrollo temprano de caries dental en nifios?,
siendo asi que el biofiim dental sea considerado hoy en dia como el precursor de
enfermedades como los son la caries dental y algunas patologias periodontales’.

Aungue la presencia de cierto tipo de bacterias se considera comun para la
humanidad como especie, es bien sabido que el perfil bacteriano de un individuo va a
depender del lugar en que habite, de su tipo de dieta y de sus habitos de higiene, entre
otros. En los nifilos un factor determinante serd la edad, asi pues, se encuentran
diferencias en el perfil bacteriano de la placa dentobacteriana entre aquellos que
presentan denticion temporal completa y los que cuentan con denticibn mixta

temprana®.

3.2 Nanociencia

La nanotecnologia es la ciencia que se encarga del estudio, creacion, disefio,
sintesis, identificacion, manipulacion y aplicacion de materiales, aparatos y sistemas a
través del control de la materia en dimensiones cercanas al intervalo de 1-100
nandémetros, asi como de la exploracion de fendbmenos y propiedades de la materia a
dicha escalab. Es un campo de investigacion cada vez mas amplio que participa en la
produccion de nanomateriales o nanoparticulas (NP)8.

Las nanoparticulas han tenido una larga historia en relacion con la ciencia
moderna, ya que su estudio se ha aplicado en diversas areas. Se les hizo alusién por
primera vez en 1959 en el discurso de Richard Feynman “En el fondo hay espacio de

sobra”, donde se mencionaba la factibilidad y el uso potencial de materiales en tamano
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nanométrico, planteé el uso de atomos individuales para la creacion de nuevas
estructuras de tamafio reducido con diferentes propiedades, introduciendo
positivamente a la nanotecnologia a la industria del cuidado de la salud denominada

nanomedicinals.

3.3 Nanoparticulas

Como se menciond anteriormente las nanoparticulas son materiales que oscilan
en un rango de tamafio de 1 a 100 nm, que incluye cambios fisicos, quimicos y
biol6égicos en medios fundamentales tanto de atomos y moléculas especificas como de
su masa resultante. Debido a la versatilidad de sus aplicaciones hoy en dia se les
puede encontrar en &areas como la medicina, genética, farmacéutica, cosmética,
industria alimentaria, mecanica, Optica, industria quimica y electronica entre otras@.
Dentro de la disciplina de la odontologia se ha aprovechado en diversas areas de
estudio como la restauradora, periodoncia, ortodoncia y endodoncia entre otras!3. Se
piensa que puede mejorar las propiedades de las pastas dentales ayudando al proceso
de mineralizacion del diente para detener lesiones cariosas y reducir la sensibilidad
dental, asi como controlar el crecimiento bacteriano, o proporcionar minerales para
mejorar el control del pH. Ademas, se han desarrollado nanoparticulas para ser
utilizadas como portadores biolégicos dentro de biofilms en productos de cuidado oral,
como en dentifricos y enjuagues bucales. Su objetivo es inhibir a los microorganismos y
bloquear sus mecanismos de variacion fenotipica, que les permiten adaptarse y
sobrevivir en condiciones ambientales adversas®.

Asi pues, las Nanoparticulas o NP, son sistemas prometedores que se pueden

utilizar para la administracion de farmacos gracias a las diversas ventajas que posee,
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tales como su tamafio, la relacibn de superficie a masa y las propiedades
fisicoquimicas’.Dentro de esas ventajas destacan las propiedades antimicrobianas que
pueden presentar y la actividad bioldgica frente a diversos microorganismos, tales como
las bacterias presentes en la cavidad bucal que a su vez son responsables de la
formacion de placa dentobacterianals.

Las nanoparticulas antimicrobianas se utilizan cada vez mas para combatir
procesos infecciosos, como alternativa a los antibiéticos convencionales, la terapia
antimicrobiana con estos materiales resulta ventajosa por sus propiedades fisico
guimicas Unicas, por el tamafio ultra pequefio, por la relacion superficie- masa y
reactividad quimica®s.

Por otra parte, ciertos elementos quimicos de caracter mineral han formado parte
del campo médico desde la antigiiedad debido a sus propiedades medicinales, como el

caso de la plata (Ag), debido a sus propiedades terapéuticas y bactericidas?3.

3.4 Nanoparticulas de plata (AgNP)

Las nanoparticulas de plata son consideradas particulas coloidales sélidas?s,
ademas representan uno de los materiales utilizados para el control de enfermedades
diversas , debido que se ha demostrado el gran efecto antimicrobiano que posee sobre
distintas especies y bacterias Gram positivas y Gram negativas, actualmente se conoce
su actividad contra mas de 650 microorganismos® incluyendo diversas bacterias
colonizadoras orales como lo son el Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus,
Streptococcus oralis, Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguis, Enterococcus

faecalis, entre otras, e incluyendo otro tipo de microorganismos como hongos y virus
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para las cuales los iones de plata liberados por las AgNP tienen un efecto
bacteriostatico y bactericida®’8.

Aungue no sabe el mecanismo exacto del efecto antibacteriano de las AgNP
debido elementos relevantes que pueden intervenir en su accion, tales como su carga
eléctrica, tamafio, forma, riesgo de aglomeracion, afinidad quimica, formacion de
radicales libres, cationes Ag+ libres, absorcién y presentacién entre otras’, sin embargo,
se han propuesto algunas teorias?®1013,

Una de ellas se refiere a la capacidad de las AgNP de liberar continuamente
iones de Ag, estos iones son principalmente reactivos y téxicos para los
microorganismos, ya que pueden adherirse a la pared celular y la membrana
citoplasmatica bacteriana, por su atraccion electrostatica y su afinidad por las proteinas
de azufre, nitrégeno u oxigeno®3. También se cree que los iones que se adhieren a la
pared celular pueden aumentar la permeabilidad celular provocando la destruccion de la
envoltura bacteriana causando la lisis celulart®13,

Los iones de plata también pueden inhibir la sintesis de proteinas,
desnaturalizando los ribosomas. Se cree que puede existir una inhibicion de la
produccion de Adenosin Trifosfato (ATP), debido a que los iones de plata inactivan las
enzimas respiratorias a nivel de la membrana citoplasmatica®13-14,

Otras teorias mencionan que los iones de plata pueden evitar la replicacion de
material genético y por ende detener la multiplicacién celular o pueden desnaturalizar o
perforar la membrana, produciendo dafios en los organelos o inhibiendo la actividad de
la enzima fosfomanosa isomerasa, alterando asi la glucdlisis catabodlica de los
carbohidratos causando la lisis celular®13. También se ha informado de que inducen la

desfosforilacion dependiente de la dosis de proteinas fosforiladas en tirosina
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involucradas en la replicacion y recombinacion del ADN en algunas bacterias, lo que
afecta la reproduccion celular, siendo esto mas efectivo para bacterias Gram — que para
las Gram +°.

Aun a pesar de que se desconozca su funcionamiento exacto, el hecho de que a
menor diametro de AgNP tengan mayor actividad bactericida se debe a que aumenta el
tamafo de la superficie; es decir, a medida que disminuye el diametro de la particula
aumenta la relacién entre el area superficial y el volumen!®> y es esa capacidad
antibiotica tan efectiva lo que permite que las AgNP actlen en la inhibicién de diversas
biopeliculas bacterianas, incluyendo algunos tipos de biofilm oral?, convirtiéndolo en un
agente antimicrobiano muy eficaz con efectos antifingicos, antituberculosos,
antiangiogéneticos, antiinflamatorios y funciones anti permeabilidad, siempre que su
efectividad sea localizada y su exposicion controlable® 13,

La plata en forma ionizada es inerte, pero al exponerse a la humedad libera iones
Ag+ capaces de formar complejos con acidos nucleicos e interactuar especialmente con
los nucleosidos en lugar de con los grupos fosfato de los acidos nucleicos. Por lo tanto,
es correcto decir que todos los tipos de plata o compuestos a base de plata con
funciones antimicrobianas son de una u otra manera fuentes alternativas de iones Ag+.
Estos iones Ag+ pueden incluirse en el material y liberarse gradualmente o derivarse de
la ionizacién de la superficie de una porcion sélida de plata, cuyo caso corresponde a
las AgNP8.

La formacion de los iones de Ag+ es compleja y restringida, ya que su accion
solo existe en un corto periodo, pero esta limitacion se ha solucionado mediante el uso
de AgNP las cuales exhiben una reactividad mejorada sobre la plata idnica, que

garantizan un mejor potencial antibacteriano a través del estimulo de produccion de
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oxigeno mediante reactivos, debido a la mayor relacién entre el area superficial y
volumen de las nanoparticulas, el cual aumenta exponencialmente a medida que se
reduce el tamafio de las particulas®?®. Los efectos dependientes del tamafio y la forma
de las AgNP que pueden afectar la actividad antimicrobiana se encuentran bien
documentados, por lo que hoy en dia es posible saber que el mayor efecto
antimicrobiano se observa en las nanoparticulas mas pequefias, ya que se realiza un
aumento de la energia superficial®®. Esto les confiere gran absorcion optica y catdlisis,
sumado a esto las AgNP facilitan las resonancias de plasmones superficiales mientras
se ubican en un entorno dieléctrico, lo que mejora la capacidad de absorcién Optica?.
Las bacterias Gram + son menos vulnerables a los iones de plata en comparacion con
las bacterias Gram -, debido a que la pared celular de las bacterias Gram + esta
compuesta de moléculas de peptidoglucano y, a diferencia de las bacterias Gram -,
tienen peptidoglucano adicional®.

Es decir, las bacterias Gram + tienen una pared celular mas gruesa y
peptidoglucano cargado negativamente, mientras que los iones de plata tienen carga
positiva, por lo cual es posible que el peptidoglucano atrape mas plata en las bacterias
Gram + que en las Gram -, sin embargo, la accién bactericida de las AgNP se ve
afectada por su forma, tamafio, concentracién y estado coloidal®.

La presencia de nanoparticulas de plata en la composicion de los materiales
representa una ventaja importante sobre aquellos que utilizan la plata en forma ionica,
como es el fluoruro diamino de plata (SDF), ya que su inclusion elimina el dafio estético
causado por la pigmentacion de la superficiel16, Sin embargo, para que esto suceda
es necesario estabilizar las AgNP en una solucién coloidal para que no haya interaccion

constante con las bacterias194,
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Dentro de las posibles aplicaciones de las propiedades antimicrobianas de las
AgNP se encuentra su inclusién en compuestos de resina, permitiendo la reduccién de
microorganismos por contacto directo, como remineralizante en lesiones cariosas
incipientes en forma de Nano fluoruro de platal2. La presencia de flGor crea una sinergia

con las AgNP que promueve la remineralizacién del esmalte dental®

3.5 Sintesis

Las tecnologias involucradas en la fabricacion de nanomateriales en general son
De abajo a arriba -bottom- up- o De arriba a abajo -top-down- (Figura 1). El método
top-down utiliza procesos fisicos, es un método donde un material a granel es sometido
a un proceso de molienda para reducir el tamafio de sus particulas a uno nanométrico
para el cual se necesita aplicar energia. Destacan por su uso las técnicas de
homogenizacion de alta presién (HAP), la microfluidizacion, la nanomolienda asistida en
medio liquido, litografia, descomposicion térmica, fresado mecanico, grabado y

pulverizacion catddica entre otros (Figura 2)8-13,

De abajo a arriba De arriba a abajo
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Nanoparticulas Atomos / Moléculas

‘ L}
L}
1 H
L} L}
Y
1 B:a* |}
1 °® 1
L} L}
[} 1
- Nucleos nuevos @ =
' e '
L} . . . L}
L} . [}
1 B
] . ]
B Nanoparticulas
1 Atomos / Moléculas 2e® '
] 0y 0°
09, ]
' ® 1
[} [}
' @ '
[}
' v
A = - = 4

Figura 1. Tecnologias involucradas en la fabricacion de nanomateriales®
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La produccion de AgNP a partir del método top-down se realiza a partir del
método de condensacion/ evaporacidon empleando un horno tubular a presion
atmosférica. Esta técnica representa varias desventajas ya que ocupa un espacio muy
amplio, utiliza una gran cantidad de energia mientras aumenta la temperatura
atmosférica cerca de la sustancia fuente y requiere de varios minutos para alcanzar la
estabilidad térmica. Aunado a esto la principal restriccion es la insuficiencia de la
estructura de la superficie siendo esto un problema debido a que ciertas caracteristicas
fisicas de las NP dependen en gran medida de la estructura de la superficied17.18,

Por otro lado, el método Bottom — up, es contrario al método top- down, utiliza
procesos quimicos y bioldégicos mediante el autoensamblaje de &omos en nucleos
nuevos que se encuentran en una solucion coloidal, que se agrupan en una en una
particula a nanoescala. es decir, procesos de formacion de nanoparticulas a partir de
una solucion, se da un “ensamblaje” de moléculas y atomos para formar estructuras
mas grandes, pero de tamafio nanométrico®13.17.18,

Se debe considerar que, en funciéon del método, los tamafos de las
nanoparticulas pueden ser muy variables, es asi que el método fisico permite producir
grandes cantidades de NP, pero al mismo tiempo produce un amplio rango de tamafios
de particula diferentes, siendo esta la principal desventaja del método. Por el contrario,
el método bottom- up permite sintetizar tamafios de nanoparticulas uniformes y con un
tamafo de particula estrecho!3.

En el caso de las AgNP se emplea la técnica de reduccion quimica basada en la
reduccion con nitrato de plata (AgNO3; acuoso) en un medio adecuado mediante el uso
de reductores quimicos como puede ser el citrato de sodio o el borohidruro de sodio

gue dara como resultado AgNP cargadas negativamente. Un cambio en el agente
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reductor puede dar como resultado AgNP con carga positiva, por lo tanto, las
caracteristicas fisicoquimicas y morfolégicas pueden modificarse dependiendo de la
aplicacion de las concentraciones de precursores817.18,

El uso de borohidruro de sodio (NaBH;) como agente reductor favorece la
generacion instantdnea de nudcleos que resultaran en AgNP monodispersas y de
tamafio uniforme. Sin embargo, no es facil obtener NP de tamafio mayor a 20nm
empleando la reduccién con borohidruro?®.

Como se menciond previamente, el tamafio de las nanoparticulas es de suma
importancia y deben mantenerse normalmente en el rango de 10 a 100 nm, mediante el
uso de agentes de proteccion8. Los tamafios de las NP menores a 10 nm y mayores a
100 nm no producen efecto terapéutico, esto debido a que las particulas muy pequefias
son filtradas y eliminadas del cuerpo humano a través de los rifiones y las particulas

muy grandes son absorbidas por el sistema reticuloendotelial para ser eliminadas?!3.

Métodos de Sintesis de

AgNP
De arriba De abajo
hacia abajo hacia arriba
(Top Down) y » \ (Bottomup)
L
v v v -
( A /. Precipitacion electroquimica\ /Sintesis verde:
2 Mollendaecica o e Al
Sicicbso Sl Molecular (Gimnospermas a
Al e Proceso Sol-Gel angioesppermas)
* C‘hisporfoteo » Pirdlisis por pulverizacion e Hongos
Ll o Pirdlisis laser e Algas
e Descomposicion térmica e g
¢ Prolisis de aerosoles e Levadurasy
actinomicertos
€ 4 \ 4 \_ Y,

Potenciamente
toxico

Figura 2. Métodos de sintesis utilizados en la fabricacion de AgNP?8
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El avance de las practicas de investigacion actualmente permite la sintesis verde
(Figura 2), la cual esta recibiendo atencion por encima de los procesos fisicos y
guimicos debido a que es ecoldgica, econdmica, faciimente reproducible para
comercializacion, libres de altas temperaturas, presion, energia y productos quimicos
téxicos. También son aptas para una produccion a gran escala de NP8,

Entre las técnicas utilizadas para la sintesis de AgNP se han reportado aquellas
gue utilizan bacterias, hongos o plantas; debido a sus propiedades antioxidantes o
reductoras la aplicacion de platas y sus extractos ha despertado interés por sus
ventajas al ser una técnica rapida, respetuosa del medio ambiente, no patégena y

rentables.

Caracteristicas fisicoquimicas analizadas

Espectroscopia fotoelectronica de rayos X Composicién elemental y quimica en la

(XPS) superficie

Potencial Z Estabilidad referida a la carga superficial

Espectroscopia Infrarroja (MS) Estructura y conformacion de
bioconjugados, analisis de grupos

funcionales

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Tamafio y distribucidén de tamafio, forma,
agregacion

Microscopio de  Transmision

Electrones (TEM)

por

Dispersion Dinamica de la Luz

Tamafio y distribucion de tamafio,
heterogeneidad de formas, agregacion

Distribucion de tamafio hidrodinamico

Microscopia Optica de Barrido de Campo
Cercano (NSOM)

Tamario y forma de los nanomateriales

Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Espectrometria de Masas (MS)

Estructura composicién, pureza

Peso molecular, composicion, estructura

Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

Tamafio y distribucidn de tamafio, forma,
estructura, agregacion

Tabla 1. Técnicas fisicoquimicas analizadas en las técnicas de
caracterizacion®
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3.6 Caracterizaciéon

La caracterizacion de las NP es importante para comprender y controlar la
sintesis, asi como para analizarlas y describirlas®15. Existen distintos tipos incluidas las
técnicas microscopicas, de separacion y espectroscopicas, aunque por lo general en la
literatura se clasifican por su distribucion de tamafio, morfologia, propiedades

superficiales, estabilidad e interacciones (Tablal1)®.

3.6.1 Tamaio y morfologia de las nanoparticulas

3.6.1.1 Microscopia Electronica de Barrido

La Microscopia Electronica de Barrido (SEM, por sus siglas en inglés) es
una técnica para la obtencion de imagenes superficiales, que emplea un haz de
electrones para interactuar con una muestra y generar diversas sefiales, a través de
esta técnica se pueden obtener datos sobre el tamafio, la distribucion de tamafios y la
morfologia de las NP, asi como inferir la pureza de la muestra y su grado de

agregacionts,

3.6.1.2 Microscopia de Fuerza Atomica
La Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM) es una herramienta esencial
para estudiar la morfologia de superficies con resolucibn nanomeétrica como para

mediciones de fuerzas sensoriales. Las imagenes se obtienen detectando las fuerzas

de atraccion — repulsion entre la superficie de la muestra y una sonda afilada. La fuerza
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se mude a través de un sistema de fotodiodo laser que detecta la diferencia de voltajes

en la salida del fotodetector®>.

3.6.1.3 Dispersion Dindmica de la Luz (DLS)

La Dispersion Dinamica de la Luz (DLS) también conocida como
Espectroscopia de Correlacion de Fotones (PCS, por sus siglas en inglés), es una
técnica ampliamente utilizada para determinar el tamafio de las NP. Utiliza un laser de
luz monocromética que, al dispersarse en un detector de fotones, ilumina una
suspension coloidal y detecta las fluctuaciones en la intensidad de la luz provocadas
por el movimiento browniano de las particulas. Estas fluctuaciones estan relacionadas
con el tamario de las particulas.

Entre las principales ventajas de la DLS se encuentra su capacidad para
proporcionar informacion sobre la distribucion de tamafios de particulas en un breve

intervalo de tiempo?®.

3.6.2 Propiedades superficiales y estabilidad

Las técnicas mas comunes para el analisis de propiedades superficiales
son el Potencial Z, la Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS), la Espectroscopia
Fotoeléctrica de Rayos X (XPS), la Espectroscopias Infrarroja Transformada de Fourier
y Raman (FTIR), estas técnicas son indicativas de la composicion quimica de la
superficie de las nanoparticulas. Los detalles de forma y tamafio solo es posible

determinarlos con técnicas microscopicas?®.
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3.6.2.1 Potencial Z

El andlisis de potencial Z es empleado para evaluar la carga superficial y
la estabilidad de una suspension coloidal de nanoparticulas. Es crucial para
comprender las interacciones de las NP con las membranas celulares. Este analisis se
lleva a cabo mediante la medicién de la movilidad electroforética de particulas cargadas
cuando se somete a un potencial eléctrico aplicado?!®.

Simplemente se refiere al valor potencial electrostatico en el plano de
deslizamiento imaginario (también denominado a superficie de corte hidrodinamico), es
decir, la superficie donde las particulas interactian entre si con otras superficies. La
magnitud del Potencial Z ha servido durante mucho tiempo como indicador de
estabilidad de la dispersion frente a la agregacion o deposicion. Los valores superiores
a £30 mV se consideran moderadamente estables frente a la agregacién, debido a la
estabilizacion de carga (repulsion electrostatica)?0.

El avance y conocimiento de las técnicas de sintesis y caracterizacion de
las nanoparticulas, especialmente de las AgNP permite una mayor precision en su
produccion y una mejor comprension de sus efectos en la salud oral. Sin embargo, es
crucial continuar investigando y optimizando estas tecnologias para maximizar sus
beneficios clinicos y garantizar su seguridad y eficacia en aplicaciones odontoldgicas.
La integracion de las AgNP en productos de cuidado oral, como pastas dentales y
enjuagues bucales, enfatiza la necesidad de una evaluacion continua de su impacto y

efectividad en la practica dental moderna.
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4 Planteamiento del Problema

La biopelicula dental es un problema que afecta a la mayor parte de la poblacion
infantil en el mundo, esta es la responsable de problemas como desmineralizacion
dental y caries. La formacion de estas biopeliculas comienza con un cambio en el
medio causando en las bacterias, que habitan de forma natural y libre, actividad
patolégica. Sumado a esto, en México existe una cultura de desinformacion que ha
provocado que los cuidadores desconozcan la forma y frecuencia correcta en que debe
realizarse la higiene dental en edades tempranas que como consecuencia permite a las
biopeliculas dentales patdgenas permanecer por largos periodos en la superficie dental.

En pacientes con alto riesgo de caries, como lo son aquellos con aparatologia
ortoddntica, de escasos recursos, con poco acceso a la atencion dental, pacientes con
discapacidad motriz o aquellos que se encuentran tomando inmunosupresores por
enfermedades sistémicas; el control a largo plazo es complicado y requiere del total
compromiso de los cuidadores, en muchas ocasiones ademas se necesitan diferentes
aditamentos que complementen el tratamiento los cuales son de alto costo y de dificil
acceso.

El cepillado dental sigue siendo el medio mas efectivo para el control de la placa
dentobacteriana patégena, por lo que es necesario acompafarlo de un agente de
limpieza eficaz que logre disolverla en un periodo corto cuya actividad pueda
permanecer el tiempo suficiente en la superficie dental y a su vez crear el medio
necesario para favorecer la remineralizacion dental.

En la actualidad, aunque se cuenta con una gran variedad de pastas y enjuagues

en el mercado, no existe ninglin medio que cumpla las caracteristicas mencionadas. La
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plata se ha utilizado en la odontologia desde hace tiempo, sin embargo, lo usos de las
nanoparticulas de plata en esa disciplina han sido poco estudiados a pesar de
demostrar ser un bactericida seguro y eficaz.

Aungue eliminar en su totalidad los microorganismos que habitan en la cavidad
oral es imposible, es necesario contar con un dentifrico que disuelva la formacion de
biopelicula dental patégena que sea seguro para su uso en poblacion pediatrica y en
pacientes con alto riesgo de caries.

Por lo anterior se llega a la siguiente pregunta de investigacion:
¢Como es la actividad antimicrobiana de un dentifrico preparado con

nanoparticulas de plata?
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5 Justificacion

Realizar un control de la biopelicula dental patégena es indispensable para un
tratamiento exitoso. Contar con un agente de limpieza ambulatorio de manejo sencillo y
facil acceso facilitard enormemente la labor diaria del odontélogo pediatra que enfrenta
casos de pacientes con un alto riesgo de caries como lo son aquellos que padecen o
padecieron de caries de la infancia temprana, que cuentan con aparatologia
ortodontica, con enfermedades sistémicas, con discapacidad motriz, de escasos
recursos y aquellos que tienen dificultades para acceder a la atencion odontolégica.

El uso y funcionamiento de las nanoparticulas de plata ha sido ampliamente
estudiado en productos de grado médico, se han demostrado sus propiedades
bactericidas en contra de microorganismos Gram +, Gram — y algunos hongos. Sin
embargo, en el &mbito de la odontologia, aunque la plata se ha utilizado desde hace
mucho tiempo, el uso de esta en forma de nanoparticulas ha tenido poco estudio.

A largo plazo, contar con un dentifrico a base de nanoparticulas de plata,
permitird al profesional realizar una planeacion mas detallada con prondsticos mas
favorables, ya que le permitirdn disolver la biopelicula dental patdgena y devolver
rapidamente las condiciones que favorecen la remineralizacién dental. Entre otras
ventajas se encuentran las siguientes: uso como complemento en técnicas de minima
intervencién, manejo simple que no requiere uso de aerosoles, preservacion de
estructura sana, remineralizacion del tejido afectado, asi como podra prevenir la
progresion de la lesion cariosa manteniendo la estética ya que su composicion

nanométrica le concede la caracteristica de no oscurecer el tejido.
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En camino hacia una odontologia mas preventiva el uso de este dentifrico
permitird realizar menos restauraciones, ya que al controlar de forma mas efectiva la
formacion de biopelicula dental, el ciclo de desmineralizacion de los tejidos del diente,
gue puede llevar al desarrollo de caries, se detendra desde etapas tempranas. En
combinacion con los barnices fluorados y de sustancias como el Fosfopéptido de
caseina - Fosfato de calcio amorfo (CPP- ACP) se podria potenciar su efecto
remineralizante. En pacientes con lesiones cariosas activas sera una opcion
restaurativa que arreste estas lesiones incipientes volviéndola una opcion para ser
llevada a las comunidades en las que el acceso a la salud odontolégica es escaso,
mejorando notablemente la calidad de salud oral que puede ofrecerse de forma
ambulatoria en brigadas odontoldgicas.

Este estudio es solo el principio para el progreso de mdltiples investigaciones
gque favorezcan el desarrollo de un producto que puede ser utilizado como un agente
anticaries, con el fin de que la férmula de la pasta dental obtenida pueda

comercializarse y distribuirse en grandes cantidades.

32



6 Hipotesis

Hipétesis de Trabajo

El dentifrico preparado a base de nanoparticulas de plata presentara actividad

antimicrobiana en contra de cepas clinicas y ATCC.

Hipotesis Nula

El dentifrico preparado a base de nanoparticulas de plata no presentara actividad

antimicrobiana en contra de cepas clinicas y ATCC.
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7 Objetivos

Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana de un dentifrico preparado con nanoparticulas

de plata contra cepas clinicas y ATCC.

Objetivos especificos

1. Sintetizar y caracterizar las AgNP.

2. Elaborar un prototipo de dentifrico a partir de AQNP previamente sintetizadas con
concentraciones de 0%, 1%, 2.5%, 5% y 10% de AgNP (porcentaje en peso).

3. Determinar la actividad antimicrobiana a partir del halo de inhibicién producido

por la exposicion del dentifrico a las cepas clinicas y ATCC.
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8 Materiales y métodos

Tipo de estudio y disefio general
Experimental in vitro
Seleccion de la muestra
El universo de estudio consistio en 5 cepas bacterianas (Eacherichia coli 25922,
Estafilococcus aureus 25923, Estafilococcus aureus resistente a la meticilina MRSA
43300, Enteorococcus faecalis 29212, Pseudomonas 27853), etiquetadas vy
catalogadas por el Laboratorio de Quimica de los Productos Naturales de la Facultad de
Ciencias Quimico-Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Sinaloa.
Criterios
Criterios de inclusion
e Cepa clinica obtenida de un paciente que acudié a la clinica de Especialidad en
Odontologia Pediatrica de la Universidad Autbnoma de Baja California (UABC) y
trabajada en el laboratorio de Microbiologia del Centro Universitario de
Educacién en Salud de la Universidad Autonoma de Baja California (CUES
UABC)
e Cepas ATCC disponibles en el Laboratorio de Quimica de los Productos
Naturales de la Facultad de Ciencias Quimico-Bioldgicas de la Universidad

Auténoma de Sinaloa

Criterios de exclusion

e Cepas ATCC sin disponibilidad
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Aspectos éticos
Proceso de seleccion o reclutamiento

Las cepas clinicas utilizadas en el estudio fueron aisladas y cultivadas por el
laboratorio de Microbiologia del Centro Universitario de Educacion en Salud de la
Universidad Auténoma de Baja California (CUES UABC) todas las muestras para

obtener las cepas fueron donadas voluntariamente al laboratorio para su estudio.

Carta de derecho de los animales

No aplica

Alternativas terapéuticas

No aplica

Riesgos potenciales de los sujetos de estudio y personal participante
El personal participante, utilizd en todo momento las barreras de protecciéon
personal como lo son lentes, careta, gorro, cubrebocas, guantes y bata para la

manipulaciéon de las cepas bacterianas.

Procedimiento para el manejo de riesgos
La manipulacion de las cepas se realizé en todo momento como un material de
potencial infectocontagioso alto, por lo tanto, los investigadores utilizaron todas las

barreras de proteccion personal necesarias para la manipulacion de las cepas durante
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los procedimientos. Una vez procesadas las muestras, los residuos fueron dispuestos

de acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 para la proteccion ambiental, salud

ambiental y manejo de residuos patoldgico-biolégico-infeccioso.

Beneficios potenciales.

Conocer la actividad antimicrobiana de la formulacién de un prototipo de

dentifrico en contra de cepas clinicas y ATCC disponibles.

Margen de riesgo-beneficio

Riesgo minimo de contagio por infeccion bacteriana.

Costos e incentivos inherentes a los sujetos humanos de prueba

No aplica. No hubo sujetos humanos de prueba en la investigacion.

Financiamiento para el estudio

Beca de apoyo estudiantii CONAHCYT

Impacto colateral en personal participante

No existié ningun riesgo o impacto para alguno de los participantes.

Declaracién de conflicto de intereses
No existi6 conflicto de intereses dentro de los investigadores, se
documento. (Anexo 1)

Uso de especies biologicas
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Se utilizaron cepas clinicas y ATCC aisladas y cultivadas en el laboratorio en

placas de Petri en medio de cultivo.

Confidencialidad
No aplica.
Recursos humanos
* Investigador principal: CD Stephanie Citlali De La Cruz Ramos
» Director de tesis: Dr. Esteban Hernandez Guevara
» Codirector de tesis: MC Jesus Isaias De Le6n Ramirez
« Sinodal: Dra. Perla Elena Nufiez Serafin
» Sinodal: Dra. Betsabé De La Cruz Corona

» Sinodal; Dra. Maria Fernanda Araiza Verduzco
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Variables

A continuacién, se muestran las variables independientes y dependientes en su

definicion conceptual y operacional (Tabla 2).

Variables Independientes

Concentracion de AgNP

Cepas ATCC

Cepa Clinica

Variable Dependiente

Actividad antimicrobiana

Operacién de Variables

Definiciéon

Magnitud que expresa la cantidad de porcentaje en peso de
nanoparticulas de plata agregadas a la sintesis del prototipo
de dentifrico

Microorganismos certificados utilizados en diferentes
disciplinas, para el control de calidad en microbiologia.

Grupo de microorganismos pertenecientes a una misma
especie y que provienen de una muestra en particular.

Definicién

Presencia o ausencia de microorganismos patégenos en un
area determinada, que se ven afectados por las
concentraciones de las AgNP.

Tabla 2. Operacién de Variables
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8.1 Metodologia

Para la realizacion del presente estudio se pidieron los permisos pertinentes para
utilizar las instalaciones del laboratorio de microbiologia del Centro Universitario de
Educacion en Salud de la Universidad Autébnoma de Baja California CUES -UABC, en
una primer sesion se realizé la Sintesis de Nanoparticulas de plata, la cual se llevo a
cabo a partir del método de reduccién quimica en solucién acuosa descrito por Vera V.
Pinto en 2010 (Figura 3.A)?l. Se prepararon 100 mL de una soluciéon que contenia
Nitrato de Plata, AgNOg3, (Reactivo Baker Analized ®, Fisher Scientific S.L. Madrid,
Espafia) y agua desionizada. La concentracion de AgNO3 fue de 0.25 mM, se mantuvo
en agitacion durante 30 segundos. Después se afiadid a la mezcla una solucion de
1mM de Borohidruro de sodio, NaBH, (Reactivo Dr. Chem’s Essentials). La solucion
inmediatamente se torné amarilla y se agité durante 60 segundos para después ser

almacenada hasta la caracterizacion (Figura 3.B).

U

Solucién NaBH4
TmM

i

Solucién AgNOs

0.025 mM Agitar Agitar hasta

cambio de color

Figura 3. Sintesis de nanoparticulas de plata. A. Método propuesto por Vera V.
Pinto. B. Solucion obtenida inmediatamente al terminar la sintesis.

La caracterizacion se realizé en las instalaciones del laboratorio de microbiologia de

la Universidad Autbnoma de Baja California unidad Valle de las Palmas después de
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obtener los permisos necesarios, se realizdé de la siguiente forma: se utilizaron dos
celdas de cuarzo (Perkin Elmer, Estados Unidos) para espectrofotdmetro Digital UV-Vis
(Espectrofotébmetro UV- Visible Genesys 50), una con agua destilada como blanco, en
la otra se coloco la solucion de AgNP obtenida de la sintesis y fueron llevadas al
Espectrofotbmetro (Espectrofotometro UV- Visible Genesys 50) para su estudio, la
absorbancia de la solucion se midié en un rango espectral de 200 a 800 nm, también se
utilizé un equipo para medicion de potencial Zeta (Zetasier Pro, Malvern Panalytical Ltd)
gue funciona sobre la base de la dispersion dinamica de la luz (DLS) para la medicion

del potencial Zeta (Figura 4).

Figura 4. Celdas de cuarzo utilizadas para la caracterizacion. A la izquierda celda
con agua destilada, a la derecha celda con solucién de AQNP

Para la sintesis del prototipo de dentifrico se tom6 como base la formulaciéon
propuesta por Batlle C. Edo en 2001(Figura 5). Para un total de 100% de preparacién

de pasta se utilizo: 60% de polvo de carbonato de calcio, 10% de liquido glicerina
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vegetal, 3.3% de polvo de xilitol, 0.1% de aceite esencial de menta, CBP de AgNP y
agua destilada cuya cantidad fue variable segun la consistencia, aproximandose al
15%.

La preparacion se realizd de la siguiente manera: en un tazén se coloco el
carbonato de calcio, después se agregd la glicerina vegetal y se mezclaron hasta
integrarse. Posteriormente se agrego el xilitol, el aceite esencial de menta y de nuevo

se mezclo hasta distribuirlos uniformemente (Figura 5).

& ) Agua
1 destilada
| AgNP
s 10%
> Glicerina
vegetal

@ . 3.3%

{ = Xilitol
50% \ ./ 0.1%

Carbongto > ® aceite
de calcio esencial
de menta

Figura 5. Método de sintesis del prototipo de dentifrico

Una vez obtenida la mezcla base se dividi6 en 5 partes a las cuales se les
afadieron las AgNP en 5 concentraciones distintas (Blanco 0%, 1%, 2.5%, 5% y 10%

de porcentaje en peso) para finalmente agregar el agua destilada poco a poco hasta
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alcanzar una consistencia ideal y obtener una pasta homogénea (Figura 6). Finalmente

se paso a un recipiente limpio para su almacenamiento.

- ; ‘ s ’7.‘ :
-
Al S v g 0

Figura 6. Prototipo de dentifrico con 5 concentraciones de AgNP distintas. De
izquierda a derecha: Blanco, 1mL, 2.5mL, 5 mL y 10mL
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La capacidad antimicrobiana se evalud en cinco cepas ATCC disponibles en el
Laboratorio de Quimica de los Productos Naturales de la Facultad de Ciencias Quimico-
Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Sinaloa las cuales fueron las siguientes:
Eacherichia coli 25922, Estafilococcus aureus 25923, Estafilococcus aureus resistente a
la meticilina MRSA 43300, Enteorococcus faecalis 29212, Pseudomonas 27853.

Este procedimiento se realiz6 dentro de una campana de flujo laminar vertical
(MiniJPCV24. JPinglobal). A partir de la muestra bacteriana preparada con antelacion;
en una placa Petri con medio de Cultivo Agar Muller Hilton sdlido; se utilizd un asa
bacteriana para inocular un tubo de ensayo con cultivo liquido Miiller Hilton previamente
esterilizado en una autoclave de laboratorio (JP Selecta ™ Vertical Stand) que se dejé
reposar 24 horas para favorecer el crecimiento bacteriano (Figura 7).

Pasadas las 24 horas de crecimiento se introdujo un hisopo una sola vez para
tomar muestra del caldo y realizar la siembra mediante técnica de siembra masiva en
una nueva placa Petri con Agar Miller Hilton sdlido, se coloc6 una gota del prototipo de

dentifrico de cada una de las distintas concentraciones de AgNP y se dejé reposar

nuevamente. El procedimiento se repitié con cada una de las cepas, nuevamente se

dejaron reposar y tras 24 horas se observo el crecimiento de cada una (Figura 7).
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Muestra bacteriana Inoculacion de 24 horas después, Inmediatamente se Finalmente, se agrega
medio liquido se tomo una realiza siembra una gota de prototipo
muestra nueva con masiva de pasta en cada una
hisopo de las concentraciones

Figura 7. Método para andlisis de actividad antimicrobiana. Se repitio el proceso
con cepas ATCC y la cepa clinica.

El método descrito anteriormente se repitié para la cepa clinica obtenida de una
paciente de 10 afios que acudié a la clinica de Especialidad de Odontologia Pediatrica
de la Universidad Autonoma de Baja California.

La recoleccién de la muestra se llevo a cabo con un hisopo a partir de la cara
vestibular de la pieza dentaria 13 en la zona del cuello dental, en la clinica de
Odontologia Pediatrica de la Universidad de Baja California, y se probé con el prototipo
de pasta de 5% y 10% de porcentaje en peso en las instalaciones de CUES — UABC,

repitiendo el proceso mencionado con anterioridad.
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Figura 8. Recoleccion de muestra clinica
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9 Resultados y discusion

9.1 Sintesis y caracterizacion de AgNP
Durante el proceso de reduccion de Nitrato de plata (AgNO3) mediante

borohidruro de sodio (NaBH4) la mezcla de los reactivos incoloros inmediatamente se
torn6 amarillo brillante, lo cual es un indicio de la presencia de nanoparticulas coloidales
aisladas segun lo reporté V.V. Pinto y colaboradores en 201821, En el analisis espectral
UV-Vis se observa un pico de absorbancia maximo de 402 nm (Figura 9A), que al
representarlo en un diagrama de cromaticidad CIE a esa longitud de onda se observa el
color amarillo brillante obtenido en la sintesis (Figura 9B). Lo anterior es sumamente
significativo para este trabajo ya que segun lo estudiado por Jiang Z22 y Yugang Sun23
el reporte de un pico de absorbancia maximo de aproximadamente 400nm (como el que
se obtuvo en el presente estudio) tiene que ver directamente con el tamafio y

configuracion de las AgNP. En este caso la posicion del pico de absorbancia indica que

las nanoparticulas obtenidas son de forma esférica??-24,
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Figura 9. Andlisis espectral UV-Vis A. Pico de absorbancia maximo obtenido
B. Diagrama de cromaticidad CIE comparada con el color de la solucion de AgNP
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En lo que se refiere al tamafio de las nanoparticulas Shekhar y colaboradores?®

reportaron que las AgNP exhiben un pico de extincién agudo en longitudes de onda de

393, 394, 398, 401, 406, 411, 420, 429, 449 y 462 nm para AgNP con tamafios

promedio de 5, 7, 10, 15, 20, 30, 50, 63, 85 y 100 nm respectivamente y predijeron que

los maximos de absorcion de las ANP cambiaron a longitudes de onda mas largas con

el aumento de tamafiol®, sin embargo difiere con el pico de absorbancia maximo que

se observa en el analisis de este estudio el cual es agudo. Para corroborarlo, se opto

por el analisis de dispersion dindmica de la luz (DLS), en el que se puede evaluar el

tamafio de la particula en solucion (Figura 10), se puede observar una distribucion

normal de las AgNP con un promedio de 115 nm de diametro.
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Figura 10. Analisis de Dispersion dinamica de la Luz (DLS). Se observa la
distribucion de tamafio de las AgNP, las lineas de colores diferentes indican las tres

lecturas que se realizaron.
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La informacion recopilada por el espectro UV-Vis y el andlisis DLS se
complementé mediante el analisis de Potencial Z para medir la carga superficial de la
particula en un medio acuoso, los datos obtenidos se presentan en la figura 11, en la
cual el grafico de distribucidon presenta un pico con valor de -2mV. Diversos estudios
como el de Alsharif S.M.2* y el de Jiménez Ramirez’ reportaron que los resultados de
Potencial Z negativos (valores entre +30 y -30) se relacionan con cargas eléctricas
negativas, bien definidas, intensas y estables que ofrecen caracteristicas para evitar la
aglomeracion, lo que confirma la presencia de particulas nanoestructuradas con tamafo

y forma bien definidos”24.
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Figura 11. Grafico de distribucién de Potencial Z. Pico de -2mV
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En cuanto a su toxicidad Coutifio R y colaboradores?® reportan que los efectos
toxicos de la exposicion a las AgNP se deben a su tamafio, ya que esto ayuda a la
distribucion celular y a la penetraciéon dermal e intestinal, siendo las de menor tamafio
(15 nm) las de mayor toxicidad. Otro factor implicado es la composicidon, siendo las
esféricas y alargadas menos toxicas que las de triangulo truncado. Finalmente, las
propiedades toxicoldgicas propias y especificas de las AgNP se afectan por factores
como la solubilidad, pH y concentracién de sales, sin embargo, al disolverse pierden
dichas propiedades; disueltas y libres siguen consideraciones toxicologicas semejantes
a las de los farmacos?>. Por lo anterior cabe recalcar las caracteristicas de las AgNP
obtenidas en este estudio: nanoparticulas esféricas de 115nm de didmetro, con carga
superficial negativa en solucién, estables con caracteristicas que evitan la

aglomeracion.

9.2 Prototipo de dentifrico y actividad antimicrobiana

Estudios anteriores informaron de pruebas de la actividad antimicrobiana de las
AgNP en distintas formulaciones, Faiyaz! reporté el comportamiento de un dentifrico
con AgNP comparado con uno con Quitosano y otro con Flior, en las pruebas
antimicrobianas el dentifrico con AgNP tuvo mayor actividad en la muestra de
Streptococcus mutans con un halo de inhibicion de 20mm?. Mientras que Gastelum
Garcia?® en su estudio encontro la presencia de Streptococcus mutans en un 100% de
las muestras clinicas estudiadas?® y en el trabajo de Jiménez’ se reportd que las AgNP
tienen actividad en contra de los microorganismos de la biopelicula dental de pacientes

pediatricos’. Lo anterior corresponde con lo encontrado en el analisis antimicrobiano del
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prototipo sintetizado en este trabajo al ser expuesto en concentraciones de 5% y 10%

(porcentaje en peso), a la muestra clinica de un paciente pediatrico (Figura 12).

% 10%

N

Figura 12. Resultado de prueba antimicrobiana de muestra clinica

Las investigaciones de Costa- Favarol® y Schwass®, publicaron que las AgNP
tienen la capacidad de inactivar el 100% del crecimiento de Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis y Escherichia coli con una configuracién predominantemente
esférica, de 7 a 30nm dispersadas en solucién y de una concentracion mejor al 38%
utilizado en el fluoruro diamino de plata; ademas al ponerlas en contacto con esmalte
desmineralizado o dentina cariada no se observaron pigmentaciones, lo cual indica un
comportamiento estable y alentador para ser utilizadas en el prototipo de dentifrico y su
uso a largo plazo®19. En relacion con lo anterior la decision de realizar el prototipo de
dentifrico en distintas concentraciones, (Figura 13) fue de vital importancia para las
pruebas antimicrobianas.

En dichas pruebas, el comportamiento del prototipo de pasta en sus distintas

concentraciones frente a las cepas ATCC coinciden parcialmente con lo obtenido en los
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estudios antes mencionados ya que se encontrg actividad antimicrobiana del dentifrico

con un halo menor, tal como se puede observar en la figura 14.

Figura 13. Resultado de la sintesis de prototipo de dentifrico. Se realizd
prototipo en 5 concentraciones distintas, de izquierda a derecha: blanco, 1%, 2.5%,
5% y 10 % (porcentaje en peso)

Figura 14. Analisis de la actividad antimicrobiana. A. 4300 Staphylococcus
aureus. B. 25292 Escherichia coli, C. 29212 Enterococcus faecalis, D. 25293
Staphylococcus aureus, E. 27853 Pseudomona aeruginosa, F. Control
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Tras lo obtenido en las pruebas antimicrobianas de la cepa clinica y las cepas
ATCC es necesario relacionarlas con el estudio de Harris J.> sobre el perfil bacteriano
de la biopelicula dental supragingival de nifios con denticién temporal y mixta y el de
Cruz-Quintana sobre el microbiota de los ecosistemas de la cavidad bucal?’.
Anteriormente se menciond que en la boca esta colonizada por mas de 700 especies de
microorganismos, de las cuales el 35% no pueden aislarse®, todas las especies que
componen la microbiota de la mucosa bucal, con excepcién de las que habitan en las
encias y los labios, son casi exclusivamente cocos Gram + anaerobios facultativos?’.

Este estudio propone como mecanismo de accién el propuesto por Coutifio R?5
donde las AgNP deben su efecto antimicrobiano a la generacion de especies oxigeno
reactivas (EROS) y la induccion de estrés oxidativo (EO) por el desacoplamiento del
transporte de electrones y la desactivacion de enzimas, particularmente a causa de la
desnaturalizacion de los enlaces disulfuro de las proteinas bacterianas, que conduce a

la muerte celular?s.
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10 Conclusiones

A continuacién, se presentan los hallazgos mas significativos de este estudio:

e Se obtuvo la sintesis de AgNP de configuracion esférica de un diametro de 115
nm, con carga superficial negativa en solucién, estables con caracteristicas que
evitan la aglomeracion.

e Las concentraciones del prototipo de dentifrico obtenido fueron las siguientes:
0%, 1%, 2.5%, 5% y 10% (porcentaje en peso).

e El prototipo de dentifrico presenta actividad antimicrobiana frente a las cepas
ATCC estudiadas

e EI| prototipo de dentifrico presenta actividad antimicrobiana frente a los
microorganismos presentes en la muestra clinica obtenida de una paciente con

denticion mixta, en dos concentraciones distintas 10% y 5% (porcentaje en peso)
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11 Recomendaciones

Para fortalecer los hallazgos reportados en este estudio es recomendable realizar
ensayos de citotoxicidad en células (fibroblastos) de tejido bucal para medir la
citotoxicidad del prototipo de dentifrico. Ademas, probar el prototipo de pasta contra
mayor nimero de cepas clinicas, con posibilidad de obtenerlas de pacientes que
acudan a la clinica de Especialidad en Odontologia Pediatrica de la Universidad de Baja

California, esto fortaleceria los hallazgos encontrados en esta investigacion.
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Capitulo I

12 Caso clinico

Actividad antimicrobiana de dentifrico prototipo con AgNP frente

microorganismos de biopelicula dental de paciente con HMI

Resumen

Introduccién. Los biofilm son acumulacion heterogénea de una comunidad
microbiana. Estos microorganismos pueden adherirse sobre las paredes de los dientes,
en la mucosa oral y en la saliva. EI S. mutans, principal responsable de produccion de

lesiones cariosas,

La Academia Europea de Odontologia Pediatrica (EAPD) ha definido la
hipomineralizacién de los incisivos molares (MIH) como un defecto de uno a cuatro
primeros molares permanentes en su mineralizacion, afectdndose de una manera
similar; se observan como opacidades delimitadas en extension y severidad variable.
Se ha demostrado la asociacion entre la caries dental y la hipomineralizacion del
esmalte, adicionalmente es comun que la higiene sea mas dificil, lo que favorece el

cumulo de biofilm:

Objetivo. Determinar por medio de un ensayo in vitro si el prototipo de dentifrico
a base de AgNP tiene o no actividad antimicrobiana en contra los microorganismos

presentes en la muestra de biopelicula dental de una paciente con HMI

Descripcion del caso. Paciente femenino de 8 afios 3 meses con lesiones de
HMI en incisivos centrales y primeros molares acude a la clinica, se decide tomar

muestra clinica de biopelicula dental para realizar un ensayo antimicrobiano in vitro. Se

56



realiz6 sembrado por técnica de aislamiento por agotamiento en placas Petri con Agar
Muller Hilton como medio de cultivo, se coloc6 el prototipo de dentifrico en dos
concentraciones (5% y 10% de porcentaje en peso) en el centro con una pipeta,
ademas se dej6 una placa Petri sin dentifrico como blanco. Posteriormente se llevaron

a una estufa por 18 a 20 horas.

Resultados. Se observa un crecimiento uniforme de microorganismos en el
blanco. En las placas Petri que contenian las dos concentraciones de dentifrico hay un

halo de inhibicién irregular y un desplazamiento de la muestra de dentifrico.

Conclusién. El prototipo de pasta a base de AgNP, si tiene actividad
antimicrobiana contra los microorganismos presentes en la muestra clinica de PDB de

esta paciente en especifico.

Palabras clave: Hipomineralizacion Molar Incisiva, biofilm, lesion cariosa, Streptococcus

mutans, microbioma oral
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Abstract

Introduction. Biofilms are a heterogeneous accumulation of a microbial
community. These microorganisms can adhere to the walls of the teeth, the oral mucosa

and saliva. S. mutans, mainly responsible for the production of carious lesions,

The European Academy of Pediatric Dentistry (EAPD) has defined molar incisor
hypomineralization (MIH) as a defect of one to four permanent first molars in their
mineralization, being affected in a similar way; They are observed as delimited opacities
of varying extent and severity. The association between dental caries and enamel
hypomineralization has been demonstrated; in addition, it is common that hygiene is

more difficult, which favors the accumulation of biofilm.

Objective. To determine by means of an in vitro test whether the AgNP-based
toothpaste prototype has antimicrobial activity against the microorganisms present in the

dental biofilm sample from a patient with HMI.

Case report. A female patient aged 8 years and 3 months with HMI lesions on
central incisors and first molars came to the clinic. It was decided to take a clinical
sample of dental biofilm to perform an in vitro antimicrobial test. Sowing was carried out
by isolation technique by exhaustion in Petri dishes with Muller Hilton Agar as a culture
medium, the toothpaste prototype was placed in two concentrations (5% and 10%
weight percentage) in the center with a pipette, in addition left a Petri dish without

toothpaste as a blank. They were then placed in a stove for 18 to 20 hours.
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Results. A uniform growth of microorganisms is observed on the target. In the
Petri dishes containing the two concentrations of dentifrice there is an irregular halo of

inhibition and a displacement of the dentifrice sample.

Conclusion. The AgNP-based paste prototype as a principle does have
antimicrobial activity against the microorganisms present in the PDB clinical sample from

this specific patient.

Keywords: Molar Incisor Hypomineralization, biofilm, carious lesion, Streptococcus

mutans, oral microbiome
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12.1Introduccion

La caries dental es una de las enfermedades infecciosas mas frecuentes en
humanos, la valoracion de la composicién del microbiota oral es importante para el
desarrollo de la caries dentall. Con el advenimiento de técnicas moleculares de la
identificacion de bacterias orales basades en el ADN, se ha demostrado que el
microbiota oral es mucho méas compleja y diversa de lo que originalmente se habia
previsto, la cavidad oral esta colonizada por mas de 700 especies de microorganismos,

los cuales pueden diferir entre la infancia y la edad adulta®.

Los biofilm son acumulacién heterogénea de una comunidad microbiana,
rodeada por una matriz intercelular de polimeros. Estos microorganismos pueden
adherirse o depositarse sobre las paredes de los dientes, en la mucosa oral y en la
saliva, entre otros. Algunos colonizadores de dientes y favorecedores en la formacion
del biofilm oral son Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis y Streptococcus oralis,
Actinomyces naeslundii, Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus
gordonii Streptococcus parasanguis, Neisseria spp., Prevotella loescheii, Prevotella
intermedia, Capnocytophaga spp., Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas

gingivalis y otros®.

La caries dental es una disbiosis que se caracteriza por ser un mecanismo
dinamico de desmineralizacién y remineralizacion como resultado del metabolismo
microbiano agregado sobre la superficie dentaria, cuya actividad se establece mucho

antes de que ocurran las cavidades?8.
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El S. mutans, principal responsable de la produccion de lesiones cariosas es una
bacteria 4cido-lactica Gram +, es un productor rapido de acido lactico con capacidad de

cambiar un medio de pH7 a pH 4.2 en aproximadamente 24 horas?25.

Por otro lado, los defectos de desarrollo del esmalte (DDE) son cambios visibles
en la apariencia traslicida normal, resultante de la disfuncién del 6rgano del esmalte.
Los DDE se clasifican en dos categorias: hipomineralizaciones e hipoplasias. Las
hipomineralizaciones se consideran un defecto en el que el grosor del esmalte es
normal e interrupcion de la maduracién de este tiene como consecuencia una anomalia

en la transparencia, caracterizada por la difusion de zonas demarcadas?®.

La Academia Europea de Odontologia Pediatrica (EAPD) ha definido la
hipomineralizacién de los incisivos molares (MIH) como un defecto de uno a cuatro
primeros molares permanentes en su mineralizacion, afectdndose de una manera
similar; se observan como opacidades delimitadas en extension y severidad variable.
En sus caracteristicas se presentan bordes claros que pueden ser de color blanco,

amarillo o marrén29:30,

Se ha demostrado la asociacion entre la caries dental y la hipomineralizacion del
esmalte, con la que se determind que la probabilidad de encontrar un nifio con MIH y
caries dental es 2,1 -4,6 veces mayor que encontrar un nifio con MIH sin caries dental.
Adicionalmente es comun que la higiene sea mas dificil, lo que favorece el cimulo de

biofilm?29.

La saliva es un fluido que en condiciones normales promueve la eliminacion
mecanica de bacterias de las superficies duras y blandas, su composicién le confiere
una capacidad amortiguadora y neutralizadora de los acidos producidos por los
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organismos cariogénicos o ingeridos a través de la dieta, permitiéndole mantener un pH
constante, es también una fuente de calcio y fosfato necesarios para la remineralizacion
del esmalte3l. El pH salival crea condiciones en el medio que mantienen el equilibrio

medioambiental previniendo la apariciéon de patologias como la caries3?.

El flujo de saliva, el proceso de masticacion y la higiene bucal eliminan gran
cantidad de bacterias de la cavidad bucal, por tanto, una alteraciéon en uno de eso tres
factores generarda un cambio desfavorable que promueva la formacion de caries

dental?6.

12.2 Antecedentes

Este caso clinico se baso6 en el estudio de Gastelum- Garcia A y colaboradores
en 202226, |os cuales realizaron un estudio observacional, comparativo, transversal con
30 sujetos de edad escolar menores de 12 afios, realizaron una recoleccion de muestra
de saliva, para identificar S. mutans a partir de Reaccion en Cadena Polimerasa (PCR),

de los cuales el 100% presentaba caries en denticion permanente o temporal.

También se tomoé en cuenta el estudio de Carrilo SMB y colaboradores en
20232°, los cuales realizaron una revisiéon sistematica con articulos del 2016 a 2022 en
el que buscaban determinar la relacion que existe entre el HMI y la prevalencia para
formar lesiones cariosas, con el analisis de los 24 articulos participantes en la revision
el grado de severidad del HMI si afecta la aparicion de caries y resulta ser un

condicionante para la formacién de lesiones cariosas.
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12.30bjetivo
Por lo anterior el objetivo de este caso es determinar por medio de un ensayo in
vitro si el prototipo de dentifrico a base de AgNP tiene o no actividad antimicrobiana en
contra los microorganismos presentes en la muestra de biopelicula dental de una

paciente con HMI.

Figura 15. Paciente 8 afios, estado clinico inicial. A. Paciente femenino de 8
afos 3 meses B. Fotografias intraorales iniciales, se observan las manchas de
marrén amarillentas en los primeros molares e incisivos centrales.

12.4Descripcion del caso.

Paciente femenino de ocho afios y tres meses (Figura 15A), se presenta a la
clinica del posgrado de Odontologia Pediatrica en la Universidad Autonoma de Baja
California en compafiia de su mama y hermana mayor por odontalgia. Inicialmente su
hermana asistio a consulta referida por la clinica de licenciatura de la institucion por un
primer molar inferior con manchas cafés amarillentas por HMI, al platicar con la mama

ella refiere que la hermana menor también tiene esas manchas lo que lleva a ver ambos
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casos por separado. Durante el interrogatorio la mama refiere riesgo de
desprendimiento durante el embarazo, en la primera exploracion clinica se observan
manchas amarillas y cafés en los incisivos centrales y lesion atipica en un primer molar

inferior que habian sido referidos por su mama en primer lugar.

Figura 16. Estudio radiografico inicial. Se observan multiples sombras
radioltcidas en molares temporales que corresponden a lesiones cariosas, la pieza
dentaria 36 a diferencia de los otros primeros molares permanentes con lesiones de

MIH se observa una sombra radiollcida que puede corresponder a una lesion
cariosa en el tejido afectado.

Se toman fotografias clinicas intraorales (Figura 15B y radiografias (Figura 16).
La clasificacion de los defectos se realizO mediante el indice de necesidad de
tratamiento de Hipomineralizacién incisivo molar (HMI-TNI): las piezas 16, 26, 36, 11y

21 corresponden a HMI-TNI 2by la pieza 46 correspondia a HMI-TNI 4b (Figura 12B).

Los datos anteriores llevaron al diagndstico de HMI en primeros molares
permanentes e incisivos centrales superiores, ademas de lesiones cariosas multiples en

piezas dentales permanentes.
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Ademas del tratamiento restaurador se tomaron tres muestras de biopelicula
dental de la cara vestibular de la pieza dentaria 12 cerca del cuello, con una semana de

diferencia cada una (Figural?).

Figura 17. Toma de muestra clinica. La muestra se tomo de la cara vestibular de la
pieza dentaria 13 a nivel del cuello dental.

Tras lo anterior, se cultivaron las muestras en el laboratorio en medio de cultivo agar
Muller Hilton por medio de sembrado por técnica de aislamiento por Tras lo agotamiento

y se llevo a la estufa por 18 a 20 horas. para verificar que existiera crecimiento de

microorganismos (Figura 18 A-C).
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Figura 18. Primer sembrado. A. Muestras clinicas en isopos separados y placas
Petri antes del sembrado. B. Placas Petri en la estufa después de realizar el
sembrado por técnica de aislamiento por agotamiento. C. Resultado de la siembra 20
horas después. Se puede observar crecimiento de microorganismos a partir de la
muestra clinica de los 3 isopos.
Una vez confirmado el crecimiento de microorganismos a partir de las muestras

clinicas de biopelicula dental de la paciente con HMI se llevo a cabo el ensayo de la

actividad antimicrobiana.

De nuevo se realizo el sembrado por técnica de aislamiento por agotamiento en
placas Petri con agar Muller Hilton como medio de cultivo, el prototipo de dentifrico en
dos concentraciones (5 y 10 % de volumen de porcentaje en peso) se coloco en el
centro de la placa Petri con una pipeta, posteriormente se llevo a la estufa por 18 a 20

horas (Figura 19).

Figura 19. Ensayo de la actividad
antimicrobiana. Con una pipeta se llevo al
centro de la placa Petri con el sembrado de la
muestra clinica.
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12 5Resultados

Se pueden observar en la figura 20. Una vez pasado el tiempo en que las
muestras clinicas debian estar en la estufa se observé el comportamiento de los

microorganismos presentes en la muestra clinica y la dilucién del prototipo de dentifrico.

El Petri que contenia la muestra control no presenta inhibicion de
microorganismos un crecimiento uniforme de microorganismos sin intervencion de la
dilucién del prototipo de dentifrico (Figura 20A). La segunda muestra, fue expuesta al
prototipo de dentifrico con 5% de porcentaje en peso de AgNP (Figura 20B); y la
tercerase expuso a la concentracion de 10% de porcentaje en peso de AgNP, estas
ultimas dos tienen actividad antimicrobiana, aunque el halo se observa irregular por un

desplazamiento del dentifrico dentro de la placa de Petri.

A B C
Control 5% 10%

Figura 20. Resultados de ensayo antimicrobiano A. Muestra control. B. Muestra
clinica y dentifrico de concentracion de 5% de AgNP (porcentaje en peso) C. Muestra
Clinica y dentifrico de concentracién de 10% de AgNP (porcentaje en peso).

12.6Discusion.

En su estudio Gastelum-Garcia A en 2022 reportaron que el nivel de S. mutans y
la actividad de caries a menudo se correlacionan, debido a la cantidad de lesiones

cariosas que presenta la paciente en este caso nos indica que es muy probable la
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presencia de S. mutans. Ademas, concluyeron que la prevencion debe centrarse en la
reduccion de S. mutans y en modificar la dieta, cosa que coincide con el propésito de
este caso de restaurar y devolver la funcion, ya que al eliminar las lesiones cariosas se

promueve la eliminacion de S. mutans.

Este caso clinico coincide también con el estudio de Carrillo SMB. y et al. de
2023, los cuales encontraron una relacion entre el HMI y la caries dental, agregando
gue los pacientes con esta condicion son mas susceptibles a la caries dental, que el
grado de severidad del HMI afecta la aparicion de caries y que por ende el HMI es un
condicionante para la presencia de caries dental. Debido a que las lesiones cariosas de
mayor severidad de la paciente son en el mismo cuadrante en que la lesién de HMI es

de mayor tamafo, este caso clinico corrobora lo encontrado por los investigadores.

12.7Conclusion

Se obtuvo un prototipo de pasta dentifrica en dos concentraciones distintas 5% y
10% (porcentaje en peso) que resultd ser efectivo en contra de los microorganismos
presentes en la muestra clinica de placa dentobacteriana de la paciente, probando asi

gue el prototipo tiene actividad antimicrobiana en contra de la muestra clinica.
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Anexo 1.

14 Anexos

Universidad Autdnoma de Baja California
Facultad de Odontologia Campusg Tijuana
Comité de Estudios de posgrado de la
Especialidad en Odontologia pediatrica

Cuerpo Académico Odontologia Pediatrica y
Ciencias Afinesg

Director de fesis: Esteban Hemandez Guevars
Investigador principal: Stephanis Cilali De La Cruz Ramos

CARTA DE COMFLICTOS DE INTERES

kanifiesto, bajo protesta de decir verdad, ante el Comité de Estudios de Posgrado
de la Especialidad en Odontoclogia Pedigtrics de la Facultad de Odontologia
Campus Tijuana de la Universidad Autonoma de Baja California, que la integridad
de la invesfigacién fitulada Desarrollo de un Dentifrico Preparado & Base de
Manoparticulas de Plats pera su  Ewvsluacion  Anfimicrobiana MO esta
indebidamente influenciads por un inferés secundaric de caracter economico o
personal, en términos de lo establecide por el arficule 152 de |z Declaracion
Universal sobre Bioética y Derechos Humanos de gue los bensficios no deben

constituir incentivos indebidos para participar en las actividades de investigacicn.
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