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. RESUMEN

Introduccion: La colonizaciéon microbiana y la formacién de placa en la superficie
del mini-implante de ortodoncia causa periimplantitis y conduce en algunos casos a
la pérdida de hueso asi como movilidad en el mini-implante. Objetivo: establecer el
efecto antimicrobiano in vitro de las nano particulas de plata a distintas
concentraciones impregnadas en las placas de titanio con diferentes cepas
bacterianas. Asi como determinar la citotoxicidad in vitro de las nano particulas de
plata en las placas de titanio (Ti-NAG).

Materiales y Métodos: Para las pruebas antimicrobianas, se impregnarén nano
particulas de plata (NAg) en tres concentraciones distintas (16%) (50%) (100%) a
las placas de titanio, se sembraron cultivos, usando las siguientes cepas
bacterianas de Streptococo mutans, Porphyromona gingivalis. Se realizo una
prueba de citotoxicidad usando el método de fluorecencia Glomax- Multi Detection
System de esta forma se evalud la viabilidad celular en células mesenquimales de
pulpa dental, Tras el uso de NAg. Dichos experimentos se realizaron por triplicando
usando como control positivo la Clorhexidina al 0.12%. Las Pruebas estadisticas
que se usaron fue un ANOVA y prueba de Tukey donde el valor (p=<0.01) era
considerado estadisticamente significativos. Se aplico prueba t de Student (p = 0,05
) siendo estadisticamente significativo para las pruebas antimicrobianas.

Resultados: Las Nano particulas de plata en todas sus concentraciones son
antimicrobianas, presentandose un mayor efecto microbiano dependiente de la
concentracion es decir a mayor concentracion mayor actividad antimicrobiana,
teniendo un mayor efecto inhibitorio sobre Porphyromona Gingivalis a comparacion
de Streptococo Mutans, sin embargo no es comparable con el poder antimicrobiano
de la Clorhexidina al 0.12%. De igual manera las NAg son significativamente mas
citotoxicas al 50 % y 100% teniendo una ciabilidad celular del 4% mientras que el
16% de las Nag presentaba una viabilidad del 95% de sus células, siendo
estadisticamente menos citotoxico en comparacion de la Clorhexidina al 0.12% que
tenia una viabilidad celular del 62%.

Conclusion: Los resultados satisfactorios de este estudio hacen ver que las
nanoparticulas de plata tienen propiedades antimicrobianas, asi como una alta
viabilidad celular a una concentracion del 16%, siendo menos toxica que la
clorhexidina, lo que hace pensar que la deposicion de ellas, puede llegar a ser una
buena opcidn de revestimiento, obteniendo materiales no téxicos capaces de tener
una liberacidn dirigida y sostenida de plata bactericida en el lugar de implantacion,
sin embargo se requiere de mayor investigacion

Palabras clave: nano particulas de plata, titanio, actividad antibacteriana,
citocompatibilidad , mini-implantes, clorhexidina, Ortodoncia
Director de Tesis : C.D. M.L. CD. PHD Roberto Carrillo Gonzalez.
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2 INTRODUCCION

La ortodoncia actual utiliza de manera frecuente como parte del plan de
tratamiento la colocacion de los mini-implantes de titanio, con el objetivo de
obtener y/o mejorar el anclaje esqueletal durante el mismo y con ello reducir la

cooperacion del paciente.

La colocacion de un mini-implante es un tratamiento sencillo, pero en el que, la
inflamacion del tejido peri-implantario y la contaminacién por microorganismos,
son factores asociados con la movilidad del mini-implante y, por lo tanto, de su

fracaso como técnica de anclaje.

Debido a ello se considero importante llevar a cabo esta investigacion, la cual
pretende mediante el uso de nanoparticulas de plata depositadas en una
superficie de titanio, que es el mismo material que representa a los mini-
implantes, poder evaluar los efectos antimicrobianos y observar los efectos
citotoxicos in-vitro de estas nanoparticulas de plata impregnadas en dichas

placas de titanio.

Al conocer estas propiedades, se podra aportar una solucién para aumentar la
fibrointegracién de los mini-implantes dentales en los tratamientos ortodoénticos,
dado que uno de los fracasos mas comunes de los mini-implantes dentales, es la
acumulaciéon temprana o tardia de placa dento-bacteriana. Esta acumulacion
provoca, en el mayor de los casos, episodios de peri-implantitis, migraciéon y
destruccion de los tejidos adyacentes del mini-implante, gracias a una
inflamacion y a la infeccion bacteriana, pudiendo inducir esto al fallo total del

mini-implante.
Al reunir estos datos in vitro, es decir, la reducciéon de la tasa de colonizaciones

bacterianas como el no tener efectos citotoxicos, forman parte de dos criterios

necesarios e importantes para la aplicacién clinica de las nanoparticulas de plata
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a los mini-implantes dentales; permitiendo una mejor calidad en los tratamientos
ortodénticos, aumentando la tasa de éxito y logrando los resultados deseados
del tratamiento. Con este fin, se ha depositado a la superficie de una placa de

titanio la solucién que contiene las nanoparticulas de plata.

La hipétesis planteada y que fue aceptada en este estudio fue que la deposicidn
de nanoparticulas de plata, en la superficie de las placas de titanio, exhiben
propiedades antimicrobianas contra Streptococo mutans y Porphyromona

gingivalis y baja citotoxicidad.

Esta Investigacion consistio en un estudio in vitro prospectivo, experimental,
longitudinal, y comparativo, abierto en el cual se tuvo como objetivos, el
establecer el efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de plata en las placas
de titanio in vitro con la cepa bacteriana Streptococo mutans (Au159
ATCC17040), y Porphyromona gingivalis (Pg. W50). Asi como determinar la
citotoxicidad in vitro de las nanoparticulas de plata y comparar las respuestas de
las nanoparticulas de plata a distintas concentraciones en las pruebas
antimicrobianas y de citotoxicidad.

Evaluando las propiedades antimicrobianas y de citotoxicidad in-vitro de las

nanoparticulas de plata adheridas a las superficies de las placas de titanio.

12
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3 ANTECEDENTES

3.1.-Mini-implantes

En ortodoncia el control del anclaje es uno de los factores mas importantes en el
éxito del tratamiento. Se han desarrollado diferentes métodos de anclaje que
incluyen el anclaje intra-oral o bien el extra-oral. No obstante, la desventaja de
este ultimo es que no provoca un control de anclaje adecuado sin la cooperacion
del paciente, sin embargo, los aparatos intra-orales muestran algunos, una

pérdida de anclaje.

Al usar los mini-implantes como anclaje esqueletal se puede esperar un buen
control de él, sin que se queje el paciente (Hyo Sang y col 2006); siendo
ampliamente utilizados en el tratamiento de ortodoncia. Este procedimiento se
define como la resistencia de los dientes posteriores hacia el movimiento
mesial, el cual proporciona anclaje en el area de los molares para lograr junto
con la ortodoncia, la retraccion simultanea del segmento anterior maxilar. Estos
mini-implantes de fijacion maxilar, estan compuestos de titanio comercialmente
puro, bioinerte (Ti6A14V), que se ha utilizado ampliamente como un biomaterial
implantable, dado que tiene una excelente resistencia a la corrosién ademas de

una buena bio-compatibilidad (Rodriguez, Casasa, 2004).

Existen varios tamafos de implantes. Los mini-implantes para ortodoncia miden
por lo regular 6mm de largo por 1.2 de diametro. Si su uso es como implantes
dentales estandares miden 6 y 15 mm de largo y 3-5 mm de diametro. La forma
mas comunmente usada es la cilindrica- cénica con superficie lisa o tratada. (Jae
Cho y Col 2006).

Los materiales mas comunmente utilizados pueden dividirse en 3 categorias:
Biotolerantes (acero inoxidable y aleacion de cromo-cobalto); bioinerte (titanio,
carbon); y bioactivo (hidroxiapatita, 6xido de aluminio), (Tat-Chi Leung 2008).
Por sus caracteristicas, del titanio (no provoca alergia, reacciones inmunolégicas

y no formador de neoplasias) es considerado el material ideal y ampliamente
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utilizado, proporcionando excelentes propiedades de biocompatibilidad. Dichos
Mini-implantes  presentan una elevada tasa de éxito en los tratamientos
ortodonticos, por la superioridad como fuente de anclaje esquelético, por las
pocas limitaciones anatémicas, su colocacién simple, con carga inmediata y su
periodo curativo corto, asi como su versatilidad en aplicaciones, Por todo ello se
considera que los mini-implantes son muy rentables actualmente (Ya Chen Hee
y col, 2009).

A pesar de su gran éxito en la facilitacion de los resultados del tratamiento, las
tasas de los fallos son ampliamente variables. La falta de estabilidad primaria
tiende a causar que los mini implantes se vuelvan progresivamente mas méviles
hasta que falle el tratamiento. Otras complicaciones de los implantes dentales
son las debidas a la acumulacion de la placa dento-bacteriana, por una
deficiente higiene dental; la cual provoca una falta de fibrointegracion del tejido
blando con el implante. De esta manera ocurre la pérdida del sellado biolégico,

dando lugar al fracaso del implante dental ( Karthikeyan y Col 2009).

En estudios se a observado que durante el estadio de carga de los implantes
dentales, existe una absorcion de una pelicula de saliva y por lo tanto, una
subsecuente acumulacion bacteriana produciendo este biofilm, induciendo con
ello a una respuesta inflamatoria.

Tanto la cantidad como la calidad de la adhesidén de esta placa en la superficie
del implante son importantes en el éxito a largo plazo del implante dental. La
formacion de este biofilm esta influenciada por las caracteristicas de la
superficie, por su aspereza y su composicion quimica de los implantes, siendo
asi que estos factores juegan un papel importante en la adhesion bacteriana
(Karthikeyan Sy col, 2009).

Las superficies asperas facilitan la colonizacién bacteriana y la formacion del
biofilm, como lo dice Karthikeyan, en su estudio en el 2009 en donde muestra
que varios autores, afirman que la rugosidad o bien la aspereza de la superficie
del implante albergan menor cantidad de microorganismos CcocCoS

supragingivales, los cuales son indicadores de una placa mucho mas madura;
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mientras que subgingivalmente, albergan 25 veces mas bacterias, en donde

existe una menor cantidad de cocos.

Por lo anterior se infiere que los materiales que no previenen la formacion del
biofilm no son una buena opcién para la fabricacién de un implante, dado que el
disefio y las caracteristicas de su superficie, juegan un papel muy importante
en la colonizacién temprana bacteriana de la formacion del biofilm (Karthikeyan
S. y col, 2009).

Es por eso que los mini-implantes son una poderosa ayuda para el ortodoncista
en la resolucién de las maloclusiones dificiles, pero el fracaso de estos micro-

implantes puede retrasar el tiempo del tratamiento.

3.2.-Osteointegracion y el Fracaso de implantes

Después de que el implante endo-6seo es insertado al hueso existe un proceso
de osteointegracién, el cual es considerado como la conexion directa estructural
y funcional entre el hueso vital y la superficie de titanio del implante. Asi la
superficie de oOxido de titanio del implante alcanza una uniéon con la encia
superficial, restringiendo el ingreso de microorganismos orales (Pye AD y col,
2009).

Otros autores definen la osteointegracion como el proceso en el cual se
alcanza, una fijacion rigida asintomatica del material aloplastico manteniendo el
nivel 6seo durante la carga funcional (Esposito M. y Col, 1998).

Ahora bien, cuando esta osteointegracién no se alcanza, provoca fracasos en el
implante. Algunos de estos fracasos estan basados en las contemplaciones
mecanicas como la distribucion de fuerzas, la carga, el estrés fisico, las
propiedades del material, el disefio del implante, las técnicas quirurgicas, estos
son factores que pueden influir significativamente en la falla del implante (A.
Mombelli 1993).

Otro de los riesgos de las fallas de los implantes incluyen no solo una técnica no
adecuada, sino ciertos factores atribuibles al huésped, como el fumar y otros

habitos parafunciénales (Ya Chen y Col, 2009). Asimismo, su fracaso esta
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asociado a la flora microbiana, tradicionalmente relacionada a la periodontitis,
observandose un cambio de una composicién Gram positiva, no mévil aerobia y
facultativa anaerobia, hacia una flora con gran proporcion de Gram negativos,

moviles anaerobia (Pye AD, y Col, 2009).

Esposito en 1998 afirmd, que las fallas del implante son cuatro; las fallas
biolégicas, mecanicas, iatrogénicas, y las inadecuadas o con insuficiente
adaptaciéon del paciente. Mientras que Pye AD, y colaboradores en el 2009
clasifica en su estudio, algunos factores que se relacionan al fracaso de los
implantes dentales entre ellos cita los siguientes factores;

Los sistémicos del paciente; fumar, alcoholismo, edad, obesidad, enfermedades
sistémicas entre otros.

Del ambiente y técnicas quirurgicas; trauma quirurgico, contaminacion en la
operacion.

Elementos locales del paciente; gingivitis, calidad y cantidad de tejido 6seo,
estado periodontal del individuo, integridad vascular, etc.

Mecanicos de carga; la oclusion traumatica.

Propios del implante; como son las propiedades de su superficie.

Por lo anteriormente dicho, el fracaso de los implantes puede ocurrir, ya sea por
un primer tiempo donde existe la pérdida prematura del implante cuando éste no
haya logrado llegar a osteointegrarse a consecuencia de una pobre estabilidad,
de contaminacion, habitos, mala técnica de cepillado, etcétera, y en un segundo
tiempo, puede provocarse su pérdida cuando éste ya esté osteointegrado y en
funcién. En esta etapa ya se hablaria de la peri-implantitis en donde existirian
dos factores etioldgicos importantes, que son la sobrecarga oclusal y la infeccion
bacteriana, o bien una combinacién de ambos (Roncero A, 2009) ;(Quinteros B,
y col 2000).

En cuanto a los mini-implantes, son varios los factores que afectan su éxito, tales
como los que dependen del propio mini-implante, los que recaen sobre el
operador y los dependientes del paciente, siendo la higiene bucal el unico factor

dependiente del paciente . Estos factores pueden indicir, la peri-implantitis dando
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lugar asi, a la peri-implantitis, la infiltracion epitelial, el sangrado al sondeo,
supuracién, pérdida de soporte 6seo, la movilidad vy, finalmente, dar como
consecuencia el fracaso del mini-implante (Nagarathna KN. y Col,2012). Estas
mismas conclusiones, fueron a las que se llegd en un estudio de implantes

dentales por Quinteros y colaboradores en el 2000.

Asi también, Hyo Sang Park, en su estudio sobre los factores de riesgo de los
mini-implantes, analizé 227 mini-tornillos con fines de anclaje ortodéntico,
utilizando 4 tipos de mini-implantes de distintos diametros y longitudes. En este
estudio se evaluaron algunos factores, como aquellos del medio ambiente que
incluian, higiene oral, inflamacion alrededor de los mini-implantes; dando como
resultado que el 91.6 % de estos tenian éxito en un periodo de 15 meses; y
encontrando también que no existia relacion entre el éxito de los mini-implantes
con la fuerza aplicada y angulacién. En cuanto a los factores ambientales de los
mini-implantes encontré que estos, asociados con la inflamacion, mostraban un
menor éxito, ya que dicha inflamacion puede danar el nivel 6éseo alrededor del
cuello de los mini-implantes, generando un dano progresivo del hueso cortical; y
poniendo en peligro la permanencia de los mini-implantes. Esta inflamacién
puede ser incrementada por la mala higiene oral, y por la existencia de poco

tejido no-queratinizado alrededor del mini-implante (Hyo Sang P. y col 2006).

3.3.-Peri-implantitis

De acuerdo a lo descrito anteriormente uno de los factores principales que llevan
al fracaso de los mini-implantes usados en ortodoncia son las enfermedades
peri-implantarias, las cuales son un conjunto de reacciones inflamatorias en los
tejidos suaves alrededor de los implantes, donde existe la Peri-implantitis
mucositis; esta se describe como las reacciones reversibles inflamatorias en
tejidos blandos alrededor del tejido. Y la Peri-implantitis; que se refiere a
reacciones inflamatorias con perdida ésea, en tejidos alrededor del implante
funcional (Esposito M. y col, 1998); (Fransson Christer) ;(Koldsland OC, vy col
2010); (Quinteros B. y col, 2000).
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El término de peri-implantitis ha sido propuesto como uno de los estados
patolégicos de osteointegracidon de los implantes y de los tejidos de alrededor de
él, dando un defecto que asume la dimension a lo largo del implante y es muy
bien demarcado.

Este término fue introducido en 1980 para describir el proceso de destruccion
inflamatorio, afectando tanto el tejido suave y el duro alrededor de los implantes
osteointegrados, que lleva a la formacién de una bolsa y a la pérdida del hueso
de soporte del implante (A. Mombelli, 2000) ;(Pye AD, y col, 2009).

The Sixth European Workshop en periodoncia describe a la mucositis peri-
implantaria como la presencia de inflamacién en la mucosa en el lado del
implante sin signos de pérdida de soporte 6seo (Koldsland OC. y cols. 2010). En
2008, se definidé que las enfermedades peri-implantarias van seguidas de la
mucositis peri-implantaria, que es la presencia de inflamacién en la mucosa
cercana al implante sometido a carga sin signos de perdida 6sea de soporte,
mientras que la peri-implantitis junto con la suma de la inflamacion de la mucosa
se caracteriza por la perdida de soporte dseo.

Esta mucositis peri-implantaria aparece en el 80% de los pacientes y en el 50%
de los implantes , mientras que la peri-implantitis se observa en 28% a 56% de

los pacientes y en un 12% a 43% de los implantes (Zitzmann NU. y col, 2008).

Mombelli en el afio 2000, en su estudio sobre la microbiologia de los implantes
con y sin pérdida 6sea, afirma que la peri-implantitis puede verse como un sitio
especifico de infeccion, que produce muchas de las caracteristicas comunes de

la periodontitis crénica (Mombelli ,2000).

Los principales signos de falla del implante se detectan clinicamente vy
radiograficamente con el diagndéstico similar a la periodontitis, incluyendo los
parametros de medicion clinica, el sangrado al sondeo, la presencia de placa
bacteriana, calculo, edema , enrojecimiento de tejidos marginales, hiperplasia de
la mucosa en las zonas donde no hay demasiada encia queratinizada, los
indices de placa y gingivitis, la supuracion, y radiografias con presencia de
reabsorcién 6sea, movilidad del implante, dolor y los muestreos microbiolégicos
(Pye AD, y col 2009) ;(Roncero A, 2009).
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Los tejidos blandos que rodean al implante proporcionan un cierto mecanismo
de proteccién ante los agentes etioldgicos de la enfermedad peri-implantaria
actuando como una barrera biolégica. La pérdida de este sellado mucoso junto
con la falta de higiene, proporcionan un medio adecuado para la proliferacién de
las bacterias que penetran el surco gingival. En este caso las bacterias Gram
negativas anaerobias actuan produciendo una mucositis peri-implantaria; y si
esto no se trata, derivara en una peri-implantitis, que conlleva a una perdida

0sea y eventual fracaso del implante (Quinteros B, y col, 2000).

Siendo asi que la peri-implantitis, es la principal causa de fracaso de los
implantes dentales, en él que los cambios inflamatorios de los tejidos blandos
alrededor de los implantes orales conducen a una destruccion progresiva del
hueso de soporte, ésta se ve hasta en un 43% de los individuos tratados con
implante o en los tejidos blandos clasificados como mucositis peri-implantitis,
que se detecta hasta en un 50% de los pacientes tratados con implantes (RP
Allaker , 2009).

3.4.-Formacion del Biofilm

Los biofiims son comunidades de bacterias y otros organismos celulares
aislados organizados en un deposito de lodo blando. La formacién del biofilm de
placa en la cavidad oral es un proceso extenso que empieza con la formacion de
esta pelicula de saliva que es acelular, seguida de la absorcion de bacterias a
esta pelicula, requiriendo de adhesinas especificas como la lectina. Esta
pelicula, puede ser reversible por la fuerzas mecanicas, mientras que deja de ser
reversible con el tiempo ya que involucra mas adhesinas en la superficie
bacteriana produciendo mayores colonias bacterianas. Este crecimiento va
seguido, como resultado, la formaciéon de la placa a la que llamamos biofilm,

que se va haciendo mas compleja, conforme el tiempo avanza.

La rapida colonizacion de los microorganismos orales empieza en la superficie
dental después de 0 a 4 horas de la formacidon de la pelicula. Karthikeyan

Subramani, en 2009, describié una proporcion inicial de colonizadores, como
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los Estreptococos Sanguis, Oralis, Mitis asi como la especie
Actinomicetecomitans, las cuales son bacterias gram negativas; y los
colonizadores tardios el S. mutans y S. sobrinus. Durante las proximas 4 a 24
horas estas bacterias se multiplican y agrupan ciertas micro-colonias, que
integran la placa supragingival (Karthikeyan Subramani, y col 2009). Por otro
lado, afirma que el exudado crevicular, junto con el liquido gingival crevicular,
nutren a las bacterias para dar forma a la placa subgingival. Después de 1 a 14
dias, los Streptococcus, que predominaban en la placa cambian a una placa
dominada por Actinomycetes, siendo asi la sucesidon microbiana; y después de
2 a 4 semanas estas bacterias se vuelven mas diversas, con mayores niveles
de gram negativas anaerobias. Esto resulta en una placa mas madura, a la que
ya se le puede nombrar biofilm. Esta placa supragingival es la causante de la
gingivitis; de esta puede proseguir a una periodontitis, sumado a bacterias
subgingivales como, Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium nucleatum
(Karthikeyan Subramani. y col, 2009).

Siendo asi que la presencia de bacterias patdégenas y la formacién de la placa
dentd-bacteriana sobre la superficie, esta relacionada con la adhesion de ciertas
especies que actuan como pioneras y se adhieren directamente a dichas
superficies, algunas especies que incluyen Streptococcus orales 'y
Actinomycetes; de donde los Streptococos representan mas del 80% de los

colonizadores primarios (Rodriguez Hernandez, y col, 2009).

Por lo tanto se concluye que para formar un biofilm, la bacteria primero se
adhiere a una superficie y se ajusta al estado de la misma. Si el ambiente es
propicio para el crecimiento, la bacteria crecera en la superficie y se desarrollara
dentro de una matriz madura. Para completar el ciclo, la bacteria se disemina y
coloniza una nueva superficie. Sin embargo, los estudios demuestran que la
nutricion juega un papel critico en el desarrollo de biofilm. Se ha encontrado que
hay varios factores que afectan el desarrollo de biofilms, entre los cuales estan;

osmolaridad, pH, tension de oxigeno y temperatura.
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3.5.-Composicion de la microflora en los sitios de los implantes dentales

Una de las causas de la periimplantitis, como se ha mencionado anteriormente
es la colonizacién bacteriana de la bolsa peri-implantaria ,ya que los implantes
dentales son sustratos adecuados para la colonizacion microbiana y la
formacion de bio-peliculas, que es una complicacién recurrente en la cirugia de
implantes. Por lo que la colonizacién microbiana de la superficie del mini-
implante esta siempre precedida de la adsorcion de una pelicula adquirida,
donde los componentes principales provienen de la saliva y el exudado gingival
(Liao, Zhu ,2010).

La adhesion inicial sobre el sustrato se realiza por unas cepas bacterianas
concretas, conocidas como bacterias pioneras o colonizadores primarios . Las
bacterias inicialmente adheridas proliferan hasta formar una monocapa, sobre la
cual se adheriran otras cepas bacterianas. Las bacterias pioneras, que se
encuentran dentro del biofilm de la placa supragingival incluyen Streptococcus
oralis , Streptococcus sanguinis, y Streptococcus mitis, ( Karthikeyan y Col
2009) y los colonizadores tardios incluyen Actinobacillus
Aggregatibacter , Prevotella intermedia , Denticola

Treponema y Porphyromonas gingivalis. (RP Allaker, 2009)

Los biofilms sobre las superficies de los implantes dentales, son la causa de
dicha peri-implantitis, que es una de las condiciones que nos lleva al fracaso de
los implantes dentales. Los estadios que llevan a la formacion del biofilm en los
dientes son muy similares a la colonizacion, que ocurre en los implantes
dentales. Las bacterias que colonizan estos ultimos incluyen las mismas
especies que se encuentran, en la encia sana y en presencia de gingivitis
(Karthikeyan Subramani y col, 2009)

El estudio de Mombelli sobre la microflora es interesante, dado que muestra la
diferencia que existe entre la flora bacteriana de los implantes con éxito y con
perdida 6sea, diciendo asi que en los implantes con buena osteointegracién se
encuentran colonizados principalmente por cocos gram positivos facultativos.

Estos se establecen al poco tiempo de la implantacion, y contienen pequefias
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cantidades de bacterias anaerobias, mientras que los implantes con
caracteristicas de perdida 6sea y formaciéon de bolsas tienen una flora distinta,
prevaleciendo en el 41% bacilos gram negativos anaerbios. De estos existen
altos niveles de Fusobacterium spp, y Prevotella intermedia (A. Mombelli 1993).
Mientras que Leonhardt encontr6 Porphyromonas gingivalis, Prevotella
Intermedia , Prevotella nigrescens y Actinomycetecomitans en un 60% de los

sujetos con peri-implantitis ( Fransson Christer 2009) (Leonhardt et al 1999).

Con lo que coincide de igual manera, Schou S, y colaboradores en 1992,
mencionando que la microbiota subgingival asociada con implantes
osteointegrados rodeados por tejidos sanos, o bien con ligera inflamacion
marginal, es similar a los dientes con una encia sana, mientras que se puede
encontrar una microflora mas compleja, compuesta principalmente por bacilos
Gram negativos anaerobios, con cierta similitud con la enfermedad periodontal
en los implantes afectados, mostrando presencia de inflamaciéon marginal y
perdida 6sea (Schou S. y col 1992). Es decir, en los implantes con bolsas que no
exceden los 5mm predominan cocos, mientras que los implantes con una
avanzada formacion de bolsas muestra mayores niveles de espiroquetas (A.
Mombelli, 2000)( A. Mombelli, 1993).

Por lo que se sugiere que la periimplantitis tiene un proceso de enfermedad
especifico con la asociacién de microorganismos, similar a los conocidos de la
periodontitis crénica en los dientes naturales, con predominio de bacilos Gram
negativos como Porphyromonas Gingivalis y Prevotella Intermedia, asi como
cocos anaerobios Gram negativos como Streptococos Veionella y Espiroquetas
(Pye AD. y col, 2009); ( A. Mombelli, 2000 ); (Fransson Christer 2009), (Schou
S. y col, 1992);(Quinteros B. y col 2000).

Con lo anterior se concluye que la composicion del biofilm en las superficies del
implante se muestran mas complejas con el tiempo. A este respecto, George y
colaboradores evaluaron el estado microbiano en la placa submucosa en
implantes presentes durante 4 afos. Este estudio reveld que habia una mayor
colonizacion de Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia a comparacion

de implantes con menor tiempo en boca; mientras que el estudio hecho por
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Augthum y Conrads, concluyé que implantes con una funcion de 6 afios
mostraban la presencia de bolsas de mas de 6 mm. Esto sugirié la presencia de
una flora de bacterias Gram negativas anaerobias principalmente colonizadas
por Aggregabacter Actinomycetecomitans, Fusobacterium Nucleatum, entre
otras (Fransson Christer, 2009); (George ,1994); (Augthum,1997).

De acuerdo a otros reportes, se muestra un aumento representativo de
Actinobacillus actinomycetecomitans, P Intermedia y Porphyromonas gingivalis,
bacterias Gram negativas anaerobias, que se asocian al fracaso de los
implantes; mientras que en pacientes edéntulos, se reporta una colonizacion, de
P. gingivalis, P.intermedia y F. nucleatum que son bacterias periodontales,
después de 14 a 28 dias (A. Mombelli,2000). Como lo indicé Mombelli, la
microflora en la cavidad oral, antes de la implantacién determina la composicion

del establecimiento de la microflora en los implantes.

Por lo tanto la peri-implantitis, estad asociada en la mayoria de los casos con una
flora anaerobia mixta la cual se manifiesta con bacterias representativas como
Fusobacterium Spp, P intermedia en grandes niveles (A. Mombelli 2000). Asi
también esta representada por la presencia de colonizadores no patoldgicos, es
decir cocos Gram positivos presentes en la mucosa peri-implantaria que no
denotan signos de inflamacion y permiten la penetracién de la sonda a no mas

de 3mm, dichas zonas muestran pocos riegos de presentar peri-implantitis.

Quinteros y colaboradores realizaron cultivos para observar la microbiota en 16
implantes con peri-implantitis, observando que los especimenes mas asociados
eran Stomatococcus, Fusobacterium nucleatum, Prevotella Oralis y
Peptostreptococcus , concordando estos hallazgos con otros estudios,
encontrando una presencia preferentemente de bacilos anaerobios, Gram
negativos y cocos Gram positivos anaerobios facultativos (Quinteros B.y col,
2000).

Ata-Ali  en su revisién bibliografica de la microbiota asociada a implantes
dentales en pacientes sanos y con presencia de peri-implantitis, reporto que el

biofilm inicial encontrado entre la superficie de los implantes a la cavidad oral
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cuenta con microorganismos iniciales como Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguis y Streptococcus oralis. Dichas bacterias, crean las condiciones ideales
de adhesién de microorganismos patdégenos periodontales que provocan la peri-
implantitis. Asimismo, observo que en los implantes dentales sanos con
ausencia de peri-implantitis, los autores mencionaban, la presencia de una gran
proporcion de cocos, con niveles bajos de anaerobios, aerobios y una pequefia
proporcion de Gram negativos con poca presencia de bacterias asociadas a la
peri-implantitis, siendo que la Porphyromona gingivalis, Treponema
denticola, Tannerella ,Forsythia y la Prevotella intermedia se encuentran en
ambos grupos tanto en pacientes sanos como en pacientes enfermos, con
diferentes proporciones. Mientras que en pacientes con periimplantitis los
autores concluyen que, el Aggregatibacter actinomycetecomytans y
Porphyromonas gingivalis son predominantes en la destruccion peri-implantaria
(Ata-Ali J. y col, 2011).

Otros estudios realizados en implantes dentales de distintos materiales
expuestos al medio bucal muestran que el Streptoccoco, fue una bacteria
colonizadora inicial predominante, después de 4 horas y que los anaerobios
incrementaba a las 48 horas, esto se encontr6 era comun en todos los
materiales de los implantes estudiados, indicando que las propiedades de los
materiales de los implantes influenciaban a la adhesién bacteriana inicial, pero

no la maduracion de placa (Karthikeyan Subramani, y col 2009).

Estos colonizadores iniciales, Streptococos y los Actinomycetes, son capaces de
proporcionar un ambiente favorable para los colonizadores tardios que requieren
condiciones mas demandantes. Los patdgenos periodontales como
Pophyromonas , Prevotella, Capnocytophaga y Fusobacterium estan ligados a
los Strepptococos (Karthikeyan Subramani y col, 2009). Este conjunto de
bacterias son las responsables de las infecciones periodontales y de la peri-
implantitis, produciendo endotoxinas, que favorecen la respuesta inflamatoria,
que da como resultado la pérdida del soporte éseo y del tejido periodontal

alrededor del implante. Es por ello la importancia del desarrollo de una
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superficie del implante que pueda reducir el numero de microorganismos
iniciales de esta adhesién.

Algunos estudios expresan la presencia de Gram-positivos alrededor de los
implantes, que es significativamente mayor que otras bacterias, siendo el
Streptococus sanguinis (RP Allaker, 2009) importante, por ser una de las
bacterias que colonizan la superficie del implante inmediatamente después de
ser colocado, facilitando la incorporacion de otras bacterias periodonto-
patogénicas. Ademas, esta cepa se considera como la bacteria mas importante
de la formacién del biofim y muy asociada con la peri-implantitis.
Caracterizandose por pertenecer al grupo de los estreptococos no capsulados
que producen hemolisis ; los cocos Gram positivos suelen aislarse en la mucosa
oral, placa dentobacteriana, lengua, teniendo unas dimensiones de 1-1,5 um,
con lo que facilita la posterior incorporacién de bacterias (Rodriguez Hernandez,
2000).

El evitar que los microorganismos se adhieran a las superficies de los
dispositivos implantados, es la mejor practica para la supervivencia de cualquier
implante. Sin embargo los implantes infectados y su consecuente
desprendimiento es mas comun en los dispositivos de titanio, por lo cual sigue
siendo un reto en la practica clinica. En las ultimas décadas se han desarrollado
muchas estrategias para prevenir o reducir la colonizacién bacteriana de la
superficie de titanio, tales como modificaciones en su superficie, como en el

pulido.

De lo hasta ahora expuesto se puede concluir, que la microbiota en la cavidad
oral antes de la colocacion de los implantes osteointegrados va a determinar la
composicion de la flora bacteriana que se va a formar alrededor de ellos. Existen
varios estudios que muestran una relacién estrecha entre los microorganismos
que colonizan los sitios del implante, con los encontrados en la periodontitis
cronica. Asi también se observa a través de la revisién bibliografica que muchos
autores coinciden en que, cuando no existe ningun tipo de patologia, la flora
bucal estd compuesta por cocos Gram positivos aerobios y bacilos no moviles,
tanto en implantes como en dientes; mientras que en estados patolégicos se

encuentra una flora distinta, predominando Gram negativos anaerobios, bacilos
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moviles, fusiformes y espiroquetas. Entre ellos se encuentra a la Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum, Capnocytophaga, Phorpyromonas

gingivalis, entre otros.

3.6.- Porphyromonas gingivalis

Las bacterias asociadas a la periodontitis, residen tanto en biopeliculas que se
encuentran por encima y por debajo del margen gingival. Sin embargo, la
naturaleza de la biopelicula subgingival es mucho mas complicada, dado que
existen dos biopeliculas diferentes; una asociada a la superficie radicular y otra
en intima relacion con la superficie epitelial de la pared blanda de la bolsa. Esta
ultima contiene predominantemente espiroquetas y especies Gram negativas
como la Porphyromona gingivalis. Esta bacteria es reconocida como el mayor
agente causal en el desarrollo y progreso de dicha enfermedad periodontal; asi
como un patégeno oral oportunista, ya que su habilidad para proliferar y

diseminarse en el biofilm subgingival es la parte central de su virulencia.

Se describe a la Porphyromona gingivalis, como un bacilo Gram negativo
anaerobio, asacarolitico, ampliamente reconocido como un factor predominante
en la periodontitis en humanos. En 1992 Socransky establecio los distintos
complejos bacterianos, siendo asi que las Porphyromonas gingivalis prevalecen
en el complejo rojo, el cual estd muy asociado a la placa subgingival, junto con

T forsythia y T denticola, asociadas con la enfermedad periodontal.

3.7- Streptococcus mutans

Los Streptococcus comprenden un grupo muy diverso de bacterias gram-
positivas, que van de un rango patégeno, hasta de iniciacion que podria verse
envuelto en infecciones oportunistas. En la Cavidad Oral Streptococcus
constituyen aproximadamanete un 60% del biofilm inicial de la microflora sobre

la superficie de los dientes.

27



El Streptococcus mutans, pertenece al complejo Amarillo, siendo un coco Gram
positivo anaerobio facultativo, acidéfilo, ya que vive en un medio con PH bajo.

Esta especie fue descrita por Clark en 1924 a partir de la caries de la dentina, su
primer habitat es la superficie dentaria del hombre, pero también se puede
identificar en las fauces. Su presencia en la biopelicula dental se ve muy

favorecida por el alto nivel de sacarosa de la dieta (Negroni M, 2009).

3.8.-Clorhexidina

Los agentes quimioterapicos o antisépticos orales, actualmente se consideran un
complemento imprescindible en el tratamiento de gingivitis y control de la placa
dental. Un Antiséptico ideal tiene que cumplir las siguientes caracteristicas; 1)
amplio espectro antimicrobiano; 2) accion bactericida; 3) largo efecto bactericida;

4) facil de usar, y 5) menos efectos adversos.

La clorhexidina posee las caracteristicas antes mencionadas, siendo esta una
bisbiguanida positivamente ionizada capaz de absorber diferentes cargas
negativas de sitio como: membrana mucosa, pelicula de saliva en los dientes y
superficies de titanio, asi como de los diferentes componentes del biofilm en la
superficie dental, como las bacterias, polisacaridos extracelulares y
glicoproteinas; cuya sal mas empleada es el gluconato, que se ha incorporado
con éxito a colutorios. Su elevada sustantividad le proporciona una eficacia
superior a otros compuestos; ya que los compuestos a base de bisbiguanida,
son los agentes mas efectivos. (Stoeken 2007). Este cation de clorofenil-
bisbiguanida, con propiedades bacteriostaticas extraordinarias, fue sintetizado
por primera vez en 1954, después de extensas investigaciones sobre sus
propiedades biolégicas y componentes polidiguanidicos, fue wusado en

odontologia para la desinfeccion prequirurgica y en endodoncia.

Por lo que la clorhexidina ha sido estudiada un par de décadas como un potente
agente antimicrobiano usado para el control quimico de la placa dento
bacteriana y la prevencion de la caries. Debido a sus propiedades, se le a
considerado como el producto mas efectivo en el control de la placa

supragingival. Sin embargo, uno de los principales efectos secundarios, que

28



aunque reversibles, son las manchas en los dientes, dorso de la lengua y la
pérdida de la sensibilidad. (Schlagenhauf 2005)

Un estudio donde se investigo el desarrollo de la gingivitis bajo la influencia de
clorhexidina en ausencia del cepillado dental, se encontr6 que durante un
periodo mayor a 3 semanas, sin higiene practicada, la formacién de placa dental
y la prevencién de gingivitis fuerdn prevenidas de manera efectiva haciendo 2

enjuagues diarios con solucion al 0.2% de clorhexidina. (Stoeken 2007).

Por lo tanto dicho producto ha sido reconocido como el mas destacado
antiséptico oral durante las tres ultimas décadas; y durante afos ha sido
desarrollada la clorhexidina en gel, sprays y en colutorios (enjuagues bucales),
en presentaciones al 0.2, 0.1 y 0.12%, en gel al 0.1%, en dispositivos de
liberacion lenta como barnices y fibras, y puede ser incorporada a pastas

dentales y chicles.

3.9.-Clorhexidina sobre el tejido peri-implantario

La salud del tejido peri-implantario juega un papel importante como barrera
bioldégica contra las bacterias . Ya que la inflamacién del tejido blando peri-

implantario ha sido asociada con un 30% de los fracasos.

Es posible inhibir significativamente la proliferacion de gérmenes orales
mediante tratamientos quimicos adecuados. El amplio espectro de acciéon de la
clorhexidina de caracter inespecifico, su baja toxicidad sistematica y la duracion
prolongada de su efecto la convierten, en sus diferentes formas de presentacion,

en el antiséptico oral por excelencia. (Schlagenhauf 2005).

Se recomienda el uso al 0.12% 10 ml, para prevenir ulceracion del tejido
alrededor del mini-implante y mejorar la comodidad del paciente.

Es usada después de la colocacién del mini-implante, como minimo 2 veces al
dia y de preferencia después de la comida, debido a que ademas de sus

propiedades antibacterianas que minimizan la inflamacion del tejido, promueve
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una lenta epitelizacién y puede reducir la posibilidad de aumento de tejido blando

alrededor del mini-implante.
La naturaleza cationica de la clorhexidina permite su adherencia de una manera
persistente a los tejidos blandos y al esmalte proporcionando un efecto

barcteriostatico y bactericida de manera prolongada.

3.10.- Accion Antimicrobiana de la Clorhexidina

La accion antimicrobiana del digluconato de clorhexidina ha sido descrita por
diversos autores. Estudios in vitro demuestran que en bajas concentraciones la
clorhexidina causa dafo a la membrana celular y escape de moléculas de bajo
peso molecular de los microorganismos. En cambio, en altas concentraciones,
causa precipitacion y coagulacién de proteinas en el citoplasma de los
microorganismos expuestos. Dichas propiedades, interfieren de esta manera
con la formacién del biofilm o bien de la placa bacteriana, previniendo el

crecimiento bacteriano.

H. Jarvinen y colaboradores en su estudio observaron la susceptibilidad del
streptooccus mutans a la clorhexidina junto con otros seis agentes
antibacterianos como penicilina, amoxicilina, sulfametoxazol, trimetropim,
tetraciclina, eritromicina, cefuroxime, encontrando que esta bacteria fue
susceptible a todos ellos; sin embargo permanecié susceptible de manera mas

importante a la clorhexidina. ( Jarvinen 1993).

En otro estudio, McBain y colaboradores evaluaron la susceptibilidad de varios
tipos de muestras bacterianas a la clorhexidina, observando que la mas
susceptible fue A. Naeslundii, seguida por bacterias gram negativas como
Porphyromona gingivalis, Streptococcus Mutans y S sanguis. (Mc Bain y cols
2003)

Ademas, un estudio en pacientes con ortodoncia se llevo acabo por Khan. El
evalud la eficacia de un barniz de clorhexidina sobre las condiciones gingivales

asi como el conteo de Streptococcus mutans, observando que con la aplicacion
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de dicho producto se reduce significativamente el conteo bacteriano, asi como
mejora la salud gingival, por lo que se concluye que la clorhexidina es una

excelente opcidn para pacientes con aparatologia fija (Khan 2010).

De igual manera muchos estudios a corto plazo se han realizado, y muestran
que los enjuagues con clorhexidina tienen un efecto de amplio espectro
antimicrobiano, reduciendo el numero de bacterias anaerobias facultativas u

obligadas en la placa supragingival.

3.11.- Citotoxicidad de la Clorhexidina

Jeffery y colaboradores en su estudio utilizaron fibroblastos humanos derivados
de la piel y de los tejidos orales para poner a prueba los efectos de clorhexidina
en la viabilidad celular. Las células se expusierén durante una hora a 0.005% y
0.002% de clorhexidina, y a 30 segundos al 0.12% de clorhexidina. Los
resultados de este studio demostraron que con una concentracion al 0,002% de
clorhexidina se tiene una citotoxicidad minima, aunque esta es capaz de suprimir
la division celular casi por completo. Por lo que ellos concluyen que la
clorhexidina es altamente citotdéxica para las células in vitro, pero diversas
funciones celulares tales como la proliferacion y la sintesis de proteinas se ven

afectadas en diferentes rangos por la clorhexidina (Jeffery 1992).

En otro estudio se evaluaron los efectos citotoxicos de diferentes
concentraciones de clorhexidina de 0,06%, 0,12%, 0,2%, 1% y 2%, en cultivos
celulares de odontoblastos durante 60 segundos y 2 horas, con un periodo de
recuperaciéon de 24 horas; evaluando el metabolismo celular por medio del
ensayo de MTT. Se encontro que sin importar el tiempo de exposicion, todas las
concentraciones de clorhexidina tenia un alto efecto citotdxico directo en las
células cultivadas. Es decir, cuanto mayor sea la concentraciéon de clorhexidina y
mas largo el tiempo de contacto con las células, mas fuerte son sus efectos
citotoxicos ( Rosetti 2010).
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3.12.-Nanotecnologia

El término de nanotecnologia fue definido por primera vez en 1974, en la
universidad de ciencia de Norio Taniguchi en Tokio, describiéndola como el
procesamiento de la separacién y consolidacién de los materiales por un atomo

o molécula. (Mritunjai 2008).

En la década 1980 la nanotecnologia recibié un importante impulso, con dos
acontecimientos importantes: el nacimiento de la ciencia del cluster; y la
invencion del microscopio de efecto tunel (STM). Existen tres tipos distintos de
nanotecnologia las cuales son dependientes una de la otra. El primer tipo es la
nanotecnologia humeda, que es el estudio de los sistemas biolégicos que
existen principalmente en el ambiente del agua, siendo aqui el material genético,
las membranas, enzimas y otros componentes celulares el material de interés. El
segundo tipo es la nanotecnologia seca, que abarca la ciencia de las superficies
quimicas y fisicas. Esta se centra en la fabricacién de estructuras como el
carbono, silicio, y otros materiales inorganicos, asi como el uso de metales y
semiconductores. Finalmente la nanotecnologia computacional que permite el
modelado y la simulacibn de complejas estructuras de escala

nanomeétrica (Mritunjai 2008).

La nanotecnologia es entonces aquello que se desarrolla a partir de un conjunto
de técnicas utiles para manipular la materia a escalas de atomos y moléculas de
diversos elementos como la plata, oro, entre otros. Las propiedades fisicas y
quimicas de la materia cambian a la escala nanométrica, es por ello que los
cientificos utilizan la nanotecnologia para crear materiales, aparatos y sistemas

novedosos, poco costosos con propiedades unicas.

La “nano-terapéutica” también ofrece la posibilidad de controlar la formacién de
biofilms orales mediante el uso de nanoparticulas con propiedades biosidas vy
anti-adhesivas (RP Allaker 2009). La incorporacién de nanoparticulas en los
recubrimientos de mini-implante, puede ofrecer funcionalidades antimicrobianas
utiles para evitar el fracaso del mini-implante dental. La explotacion de sus

atributos unicos para combatir las infecciones se ha incrementado notablemente

32



en la ultima década. Al igual que sus investigaciones en las aplicaciones en la

odontologia.

3.13.-Nano particulas de Plata

La plata (Ag) es un metal de transicion, clasificado como “semi-noble”, que tiene
un numero atémico de 47 y una masa atdomica de 107.87 gr/mol. Los usos
medicinales de plata se han documentado desde el afio 1000 A.C.. Su acciéon
de antibidtico proviene del hecho de que es toxico no-selectivo, con una gran
capacidad biosida, matando alrededor de 650 diferentes organismos que causan
enfermedades. La plata tiene distintas aplicaciones actualmente, ya que se
utiliza en conservadores de la madera, en la limpieza después de cosecha de
ostras, en el microdyn para desinfectar las verduras, como conservador en los
productos cosméticos y articulos de tocador. Asi también en la medicina ha sido
ampliamente utilizado como apdsito topico para el tratamiento de infecciones, en

las quemaduras, heridas abiertas y ulceras cronicas (Mritunjai 2008).

Desde hace muchos afnos, se ha hablado de las propiedades de la plata y de sus
caracteristicas antimicrobianas, de su amplia historia en la aplicacion en la
medicina con una respuesta de los tejidos bien tolerada y su perfil de baja
toxicidad, que es mas téxico que muchos otros metales contra un amplio
espectro de bacterias sésiles Gram positivas y Gram negativas, protozoarios,
virus y hongos. Incluyendo los resistentes a los antibiéticos (Ki-Young, 2011)
;(Samuel U. y col, 2004);( Douglas R. 2009). Estas propiedades se cree que
resulta de la interrupcion del metabolismo, de la energia y los sistemas de
transporte de los electrolitos, que se produce cuando los iones de plata se unen

a las proteinas bacterianas (Roe David 2008).

Se ha descrito que la plata presenta una fuerte toxicidad contra las bacterias
gram-negativas y gram-positivas, donde la diferencia estructural radica en la
organizacion de un componente clave de la membrana, el peptidoglicano. Las
gram-negativas cuentan con una capa delgada de peptidoglicano de
aproximadamente 2 a 3 nm, que se encuentra entre la membrana del citoplasma

y la membrana externa. Las bacterias gram-positivas carecen de membrana
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externa, aunque si cuentan con wuna capa de peptidoglicano de
aproximadamente 30 nm de espesor (Mritunjai Singh 2008). En consecuencia,
las bacterias gram-positivas son menos susceptibles que las negativas a
reaccionar con agentes antibacterianos que contienen iones de plata (Douglas
R. 2009).

La plata es una reciente promesa, debido a la resistencia de ciertas bacterias a
los antibidticos como resultado del abuso de ellos, lo cual es un problema real.
Como se ha reportado, las nanoparticulas de plata son un antimicrobiano muy
efectivo (Madhumathi K. 2010); dado que las particulas de metal en el intervalo
de tamafio nanométrico presentan propiedades fisicas que son diferentes del ion
de plata, proporcionando propiedades notables tales como aumento de la
actividad catalitica (Mritunjai, 2008).

Aunque existe poca informacidén sobre el efecto antibacteriano de los iones de
plata y las nanoparticulas de plata en condiciones anaerdbicas, se han hecho
estudios por medio de la zeolita de plata, siendo evaluadas una serie de
especies orales, anaerobios facultativos, obligados; especies gram-negativas
como Porphyromonas gingivalis, prevotella intermedia y actinobacillus
aggregatibacter ; que han mostrando ser mas susceptibles que las especies
gram-positivas como el streptococcus mutans, streptococcus sanguinis,

y Actinomyces viscosus, a las actividades antimicrobianas (RP Allaker 2009).

Estudios recientes muestran que la disposicion antimicrobiana de plata en la
nanotecnologia es eficaz contra los patdégenos asociados con bio-peliculas,
incluyendo E coli, S. pneumoniae, S. aureus y A.niger (Park EJ, Bae E, 2010).
Se ha informado de igual manera que los compuestos de plata son altamente
téxicos para las células procariotas, ya que muestran fuertes efectos biocidas en
las bacterias, mientras que tienen un efecto menor en células eucariotas, tales

como hongos y levaduras (Ki-Young Nam ,2011).

Ahora bien se han desarrollado distintos estudios con el fin de reducir la
adhesion bacteriana a los materiales dentales. Ahn SJ incorporé nanoparticulas
de plata a los adhesivos ortodonticos, encontrando que producian una

significativa reduccion de la adhesion de streptococos cariogenicos, y no
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provocaban alguna alteracion en la fuerza de enlace del adhesivo ortoddntico;
mientras que el efecto antimicrobiano se mantuvo después de estar en contacto

con la saliva (Douglas M, 2009).

Es evidente que a lo largo de los afos se ha observado que estos compuestos
exhiben notables efectos antimicrobianos, de ahi su amplio uso en
electrodomésticos como las lavadoras; en sistema para la purificacion del agua;
productos de higiene personal como la pasta dental, shampoo, enjuagues,
desodorantes; filtros: utensilios de cocina; juguetes; pintura (Garcia Contreras R
2011)(Kim Yongs 2010); y apésitos con plata en dispositivos médicos
(Madhumathi K. 2010). De igual modo, se ha sido estudiado su uso en
aplicaciones dentales como materiales de restauracion, implantes dentales,
soluciones inhibitorias de caries, y en cementos endoddénticos (Garcia Contreras
R, 2011).

El mecanismo de accién antimicrobiana de los iones de plata libre se puede
describir de la siguiente manera. Los iones de plata forman compuestos
insolubles con los grupos sulfhidrilo de la pared celular de las bacterias y
hongos: que son componentes esenciales de las enzimas responsables del
metabolismo de la energia y el transporte de electrolitos. Estos iones bloquean
la cadena respiratoria de las bacterias y entran en la célula y se unen al ADN
bacteriano. Por lo que se han utilizado para crear distintos productos médicos
como los catéteres donde su citotoxicidad, hemo-compatibilidad y Ila
trombogenicidad de estos materiales impregnados con plata, se ha determinado

y muestran excelentes resultados (Samuel U, y col, 2004).

Con respecto a las nanoparticulas de plata, se han recubierto superficies o
incorporado a diversos materiales, ya que las nanoparticulas de plata tienen
diferentes aplicaciones biomédicas por su alto efecto antimicrobiano, y su
actividad biocida demostrada contra ambas especies de bacterias tanto Gram
positivas como Gram negativas. Ademas, las nanoparticulas de plata presentan
una toxicidad nula en tejidos humanos al utilizarse en bajas concentraciones,

por lo que son ampliamente utilizadas en el area médica como acondicionadores
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de tejidos, catéteres, cubierta de materiales asi como en algunos materiales
dentales (Liu HL, 2010) (Allaker RP ,2010).

Estas nanoparticulas liberan iones de plata en las células aumentando su
actividad bactericida; asi como debido a su tamano, las nanoparticulas de plata
posen mejor y mayor superficie de contacto con las bacterias, es por ello que su
actividad antibacteriana es alta (mas que la de los iones plata en disolucién),
incluso en concentraciones muy bajas (Madhumathi K, 2010). Mritunjai Singh
también hace mencion de los efectos antibacterianos de las nanoparticulas de

plata a bajas concentraciones.

Se ha demostrado una relacion inversa entre la actividad antimicrobiana y el
tamano de las nanoparticulas, mencionandose en estudios que existe una mayor
actividad antibacteriana en nanoparticulas de pequeno tamafo a diferencia de
las de mayor tamafio; aunque la disminucion en el tamafo de las nanoparticulas

conlleva a un incremento en su citotoxicidad ( Liu HL , 2010); (Allaker RP ,2010).

Morones y colaboradores en su estudio observaron el comportamiento
antimicrobiano de las nanoparticulas de plata evaluandolas a distintos tamanos
de un rango de 1 a 100 nm en bacterias gram-negativas, concluyendo que la
capacidad antimicrobiana es dependiente del tamafo; y que las unicas
nanoparticulas que presentan una interaccién directa con las bacterias
preferentemente tienen un diametro de 1-10 nm, es decir las mas pequefias
(Morones 2005).

Por lo que el tamano de las particulas puede desempefiar un papel critico tanto
en las propiedades antibacterianas como en la citotoxicidad de las
nanoparticulas de plata. Ya que ha sido sugerido como un parametro principal
que determina el potencial de inducir respuestas de las citoquinas inflamatorias.
(Banu S, 2010). Las citocinas como la IL-1, IL-6, IL-4, IL-10, IL-12 y TGF-B se
incrementaron de una manera dependiente de la dosis de nanoparticulas de
plata repetidas por via oral en ratones, ademas del incremento de la produccion

de la inmunoglobulina E. Con base en estos resultados que obtuvieron se

36



sugiere que la administracién de tamano nano de las nanoparticulas de plata
puede causar toxicidad en los 6rganos y las respuestas inflamatorias en ratones
(Park EJ. y col, 2010 ).

Kim en el 2010 reporto que el nivel mas bajo de efecto adverso toxico
observable era a una dosis mediana de 125 mg/kg mientras que el nivel sin
efecto adverso toxico observable era en una dosis baja de 30mg/kg en ratones

por via oral(Kim Yongs 2010).

Los mecanismos de la actividad antimicrobiana de los metales de nanoparticulas
no se conoce completamente, pero existen estudios que han demostrado que la
carga positiva del ion metalico es fundamental para la actividad antimicrobiana,
lo cual permite la atraccidn electrostatica entre la carga negativa de la membrana
celular de las bacterias y las nanoparticulas cargadas positivamente (Kim JS, y
Col, 2007). Otros apuntan distintos mecanismos como la accion inhibitoria de los
iones de plata sobre los microorganismos, ya que el ADN pierde su capacidad
de replicarse (Allaker RP, 2010). Se ha demostrado que las nanoparticulas de
plata causan la inactivacion de bacterias y evitan la replicacion bacteriana in-vitro
(Liao J, 2010). Asi como que la alteracion de la homeostasis del calcio juega un
papel importante en las condiciones patoldgicas y toxicolégicas siendo un signo
temprano del dafio celular. Ya que los iones de calcio tienen el potencial para
activar las enzimas catabodlicas como la fosfolipasa, las proteasas y estas
aumentan la toxicidad. Por lo que en los estudios de Asharani, vincula que el
estrés oxidativo, el calcio y el agotamiento de ATP se producen en las células

tratadas con nanoparticulas de plata (Asharani PV, 2009 ).

Otro de los mecanismos de actividad antimicrobiana se realiza por medio de los
iones de plata que afectan a las enzimas de membrana respiratoria. Mientras
que en el estudio de Sondi ( Sondi I, y col. 2004 ),demostré cambios
estructurales y dafos a las membranas bacterianas, lo que resulta en la muerte
celular. Estos estudios sugieren que todo el azufre que contienen las proteinas y
enzimas, son clave en la membrana o dentro de las células asi como los
elementos que tienen fosforo, como el ADN, siendo los probables sitios

preferenciales de union para las nanoparticulas de plata. Kim sugiere que una
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célula bacteriana en contacto con nanoparticulas de plata inhiben las enzimas
respiratorias y de esta manera facilita a la generacién de radicales libres para

dar paso al dafio de la membrana (Kim JS 2007).

Ha sido reconocido que las nanoparticulas de plata tienen una actividad
antimicrobiana contra las bacterias Gram negativas produciendo unas
perforaciones en forma de huecos en la pared bacteriana, lo cual produce que la
morfologia de la membrana cambie, incrementando su capacidad permeable y
facilitando la muerte celular (Garcia Contreras R 2011). Estos mismos hallazgos
por Madhumathi, quien a través de andamios de quitina y nanoparticulas de
plata para aplicaciones de cicatrizaciones de heridas, realiz6 pruebas
antimicrobianas contra S Aureus y E coli , encontrando que hay una actividad
antimicrobiana eficiente principalmente sobre E coli. Esto puso en evidencia que
existe una zona de inhibicién de crecimiento bacteriano y mayor susceptibilidad
en las bacterias Gram negativas a diferencia de las Gram positivas. Esto se
debe posiblemente, a que la bacteria Gram positiva esta cubierta por una
delgada membrana de peptidoglicanos, la cual limita la penetracion de las
nanoparticulas de plata. Asi también se observd que si se incrementa la
concentracion de nanoparticulas de plata, la zona de inhibicion aumentaba
(Madhumathi K. 2010).

Con la idea de que las nanoparticulas de plata alteran la estructura de la
membrana al unirse a las proteinas que contienen azufre de la membrana
celular, se produce un dafio a la membrana de las bacterias (Asharani PV,
2009). Por otra parte Liao en su estudio sobre el efecto antimicrobiano de la
deposicion de nanoparticulas de plata en una superficie de titanio, sostiene
que las nanoparticulas de plata muestran propiedades antimicrobianas eficaces
gracias a su superficie muy grande que ofrece un contacto efectivo con los
microorganismos, dado que estas nanoparticulas liberan iones de plata en
soluciéon acuosa, con lo que aumenta su actividad bactericida. Asi también
afirma que existen dos mecanismos de inhibicién de la formacién de la placa
microbiana, la primera es la inhibicién de la adhesion inicial de las bacterias y la

segunda, la de inhibir la colonizacion de bacterias (Liao, 2010)
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3.14.-Toxicidad de la nanotecnologia

Los claros beneficios de la utilizacion de productos de tamafio nanométrico en
diversas aplicaciones biolégicas y médicas, son desafiados por las
preocupaciones sobre la falta de informacion adecuada acerca de su toxicidad.
Lo anterior se debe a que el reconocimiento involuntario de las nanoparticulas
como extrafias por las células inmunes, pueden dar lugar a una respuesta
inmune contra las nanoparticulas y, finalmente, llevar a la toxicidad.

Se a informado que los 6rganos blancos de las nanoparticulas de plata son
principalmente el higado y el pulmén, esto se a demostrado en estudios

realizados en ratas (Ki-Young Nam, 2011).

Se conoce muy poco acerca de las interacciones de las células con los nano-
materiales, sus mecanismos tanto de absorcion, distribucion, sus parametros
toxicolégicos y mecanismos de accioén . El estudio de PV AshaRani, en donde
los fibroblastos de pulmén humano expuestos a las nanoparticulas de plata in
vitro, mostraron que existe una distribucién de estas nanoparticulas de plata
uniforme, tanto en el citoplasma como en el nucleo, Dejo ver que existia una
inestabilidad cromosdémica y solo unas pocas de estas células entraban en el
proceso de mitosis. Concluyendo asi que la supervivencia de las células del
dafio mediado por las nanoparticulas, depende de su capacidad para expulsar
éstas (PV AshaRani, 2009 ).

El grado de absorcion se rige principalmente por el tamano de las
nanoparticulas, la carga superficial, hidrofobicidad y la presencia o ausencia de
ligandos de superficie. En general se acepta que la absorcién aumenta con la
disminucion del diametro de las particulas de tamafio inferior a 1nm (Katrin
Loeschner, 2011).

Se ha demostrado que la toxicidad es dependiente de la concentracién, como
las concentraciones de nanoparticulas de plata entre 5 pg/ml inducen a necrésis
0 apoptésis de las células madre espermatogoniales de los ratones (Douglas
R.M. 2009).
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Existen estudios que sefialan a las nanoparticulas de plata, como citotoxicos uno
de ellos realizados por medio de la prueba de MTT en India, donde se puso a
prueba andamios de quitina con nanoparticulas de plata en un medio de cultivo
de fibroblastos de ratas, mostrando una citotoxicidad in-vitro, aludiendo que esta
citotoxicidad es debida a las nanoparticulas de plata presentes en estos
andamios, pero si ésta puede tener algun efecto sobre la herida que cura es
dudosa, estudios anteriores como los de Ong S.Y. en el 2008, demostraron que
las nanoparticulas de plata que contienen los vendajes para heridas son, in-vitro
citotoxicos, mientras que in vivo muestra una buena respuesta (Madhumathi K.
2010).

El efecto toxico de las nanoparticulas de plata, es proporcional a la actividad
que puedan realizar los iones de plata liberados de las nanoparticulas de plata.
Garcia en su estudio de la perspectiva de uso de las nanoparticulas menciona
que varios estudios in-vitro en distintas lineas celulares como células hepaticas,
células madre germinales, fibroblastos, queratinocitos entre otras, expuestas a
las nanoparticulas de plata, muestran una disminucion en las funciones
mitocondriales. Mientras que el observa que los estudios in vivo expuestos a
estas nanoparticulas pueden dar como resultado inflamacién, estrés oxidativo,
infarto al miocardio y trombosis; del mismo modo las nanoparticulas de plata
pueden danar el DNA causando mutaciones, es por ello que el concluye, que las
nanoparticulas de plata en la practica dental requiere de mas estudios con
respecto a su toxicidad en los sistemas bioldgicos, por ello considera que las
nanoparticulas de plata pueden ser utilizadas provisionalmente en odontologia
(Garcia Contreras; 2011).

También hay estudios que nos muestran las nano particulas de plata como una
buena opcién de acuerdo a los resultados obtenidos, un ejemplo de esto es el
estudio realizado en los estados unidos en el 2008 donde, se examino la
liberacion de plata tanto in vitro como in vivo en ratones , donde se implanto un
catéter depositado con nanoparticulas de plata, arrojando resultados
satisfactorios , mostrando que los ratones no mostraron signos de toxicidad,
manteniendo un estado saludable durante los 10 dias del experimento. Asi

como, no habia ningun signo de inflamacién o infeccién en el sitio de
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implantacion del catéter, el unico dato encontrado fue la presencia de una ligera
perdida de peso asi mismo se observo que la excrecion de plata de dicha
deposicion, en la orina y en las heces era muy baja siendo 0.1%, asi también
se detecto una cantidad pequefia de plata en el sitio de implantacion del catéter
mientras que otros érganos o muestras de tejidos, incluyendo los pulmones, no
se detectaban niveles de plata por lo que se puede pensar que la deposicion de
nano particulas de plata puede llegar a ser una buena opcién de revestimiento.
Obteniendo como en este estudio materiales no toxicos capaces de tener una
liberacion dirigida y sostenida de plata bactericida en el lugar de implantacién
(Roe David 2008).

3.15.-Efectos de las nanoparticulas de plata su citotoxicidad, propiedades

antimicrobianas, sobre implantes dentales

En lo referente a los implantes dentales recientemente se han descrito distintos
procedimientos que consisten en depositar sobre la superficie de la nueva pieza
dental, distintos materiales que favorecen la integracion de éstos, aumentando
su estabilidad y proporcionando efectos antimicrobianos. En esta actividad
antimicrobiana de la plata se pueden identificar por la prevencién de la
adherencia en la superficie de la proliferacion de bacterias adheridas a una
superficie y de la formacion de biopeliculas, incluso en concentraciones que no

son bactericidas (Samuel U, y col; 2004).

La incorporacion de nanoparticulas de plata 40-60-nm depositadas en un
material de titanio estdndar han sido evaluadas, observandose una reduccion
significativa en el recuento de biofilm después de 7 dias con el recubrimiento con
nanoparticulas de plata, en comparacion con el material de titanio estandar.
(Allaker RP, 2010) La adhesion de bacterias a la superficie de titanio tratada con
nanoparticulas de plata mostré propiedades anti-adhesivas, esto se debe a la
inhibicion por contacto directo y a las propiedades anti-adhesivas de la superficie
de titanio con nanoparticulas de plata, por lo que se reduce el riesgo de

colonizacion bacteriana (Liao J, Zhu Zhimin, 2010).
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En los estudios para demostrar las actividades antimicrobianas de las nano
particulas de plata, se han realizado en las bacterias orales como la
Porphyromonas gingivalis y Actinomycetemcomitans consideradas unas de las
principales bacterias periodontales, demostrando que el 94.7% de
Actinobacillus actinomycetemcomitans y 93% Porphyromonas gingivalis fueron
inhibidos en la superficie de titanio con nanoparticulas de plata y dan cuenta de

una buena actividad antimicrobiana.

En otros estudios se realizaron pruebas con las nanoparticulas de plata sobre
los Staphylococcus aureus en los siguientes estudios (Liao J, 2010); (Ki-Young
Nam, 2011) ;(Shameli K, 2011) Escherichia coli, (Liao J, Zhu Zhimin, 2010) (Roe
David 2008) Candida Albicans, (Roe David 2008); (Ki-Young Nam, 2011),

Streptococcus mutans (Ki-Young Nam, 2011), Enterococcus, Pseudomonas

aeruginosa, (Roe David 2008); demostrando en todos ellos una actividad
antimicrobiana significativa frente a todos los microorganismos dando la

inhibicidon de su crecimiento .

Asi tambien Gluckermann, en su estudio in vitro, llega a la conclusién, que la
superficie recubierta con plata puede resultar ser un medio convenientemente
eficaz, para proporcionar una actividad antimicrobiana en las superficies de
implantes. Observé los efectos antibacterianos de la superficie titanio recubierta
con plata, determinando una actividad antimicrobiana significativamente alta
contra Staphylococcus epidermis, Klebsiella pneumonia, reduciendo la adhesion
inicial bacteriana y al mismo tiempo demostré que no existia un efecto de
citotoxicidad en células epiteliales y en osteoblastos (Ewald A, y col,
2006);(Karthikeyan Subramani, y col 2009).

David roe también apoya el uso de las nanoparticulas de plata como
recubrimientos en materiales ya que la plata liberada es activa contra los
microorganismos y predominantemente se acumula en el sitio de insercion, lo
que sugiere que los materiales recubiertos con nanoparticulas de plata podria
proporcionar una proteccion mejorada contra las infecciones locales, sin riesgo
de toxicidad sistémica, segun el estudio in vivo y in vitro, en los catéteres de

plastico con nanoparticulas de plata (Roe David y Col 2008).
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Existen estudios realizados en China, donde han tratado de depositar
nanoparticulas de plata sobre una superficie de titanio para obtener propiedades
antimicrobianas, usando el medio de silanizacion, a través de dos especies,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, ya que a estas bacterias han sido
informadas como los patégenos mas comunes en las infecciones asociadas a
biomateriales, por lo que se consideran adecuadas para tales pruebas
antibacterianas de la superficie de los implantes con nanoparticulas de plata.
Resultado de ello es que el 94% de los Staphylococcus aureus y el 95 % de
Escherichia coli , habian sido eliminados en la superficie del implante de titanio
con nanoparticulas de plata; del mismo modo se demostré6 que solo una
pequefa cantidad de nanoparticulas de plata, se pueden depositar en la
superficie de titanio, teniendo un diametro entre 10 a varios cientos de mm (Liao
J, Zhu Zhimin, 2010).

Ahora bien, Liao J y Anchun M, en su estudio titulado las nanoparticulas de
plata depositadas en placas de titanio, muestran bio-compatibilidad en las
células. Este consistié en desarrollar una nueva superficie antibacteriana en los
implantes de titanio y probar su funcionamiento biolégico. Los resultados
muestran que las superficies de titanio con nanoparticulas de plata, presentan
una citotoxicidad minima de los fibroblastos gingivales humanos, lo cual hace
evidente que estos fibroblastos, comienzan a adherirse a la superficie de titanio
después de 3 hrs de cultivo; a las 12 horas, las células parecian formar
contactos con los fibroblastos adyacentes, empezando a alinearse vy a
observarse de forma alargada y plana, intimamente unidos a la superficie, lo
que indica una buena adhesién a la superficie de estos. Lo anterior sugiere que
la morfologia de las células no se ve afectada, por la superficie modificada con
nanoparticulas de plata, asi como que estas células presentaban una
arquitectura normal, sin mostrar una citotoxicidad detectable. Los datos de este
trabajo indican que la superficie de titanio modificada con nanoparticulas de
plata, representa una opcién con buenas propiedades tanto anti-bacterianas,
como con una citotoxicidad minima, que puede ser utilizado como un material
implantado (Liao J, Anchun M 2010).
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Por todo lo anteriormente afirmado se pude decir que las nanoparticulas, deben
su eficacia biocida tanto a su tamafio, como a su alta relacion superficie-
volumen. Tales caracteristicas, permiten interactuar de cerca con las
membranas microbianas, ya que el efecto se debe exclusivamente a la liberacién
de iones metalicos. Entonces el potencial de las nanoparticulas de plata para
controlar la formacién de biopeliculas dentro de la cavidad oral, esta
actualmente sometida a un analisis exhaustivo. Asi como se esta prestando
especial atencion a los problemas de toxicidad en torno al impacto potencial de

las nanoparticulas de los tejidos orales.

De acuerdo a estos estudios se puede trazar la idea de que las nanoparticulas
de plata en la superficie de un mini-implante dental, representa la alternativa de
un material prometedor con propiedades antibacterianas , anti-adhesivas y sin
compromiso citotoxico, situacion que permite utilizarlo como un biomaterial

implantable en la cavidad oral.

3.16.-Microbiologia implantes;

Las propiedades de la superficie de los materiales del implante influencian de
manera importante la adhesion bacteriana y de esta forma también inciden en la
presencia de peri-implantitis.

Los colonizadores tempranos como los Streptococos y Actinomycetes, crean un
ambiente indicado para los colonizadores tardios como Porphyromonas
Gingivalis y Fusobacterium Nucleatum. Es por ello la importancia del desarrollo
de una superficie del implante, que pueda minimizar el numero de colonizadores
microbianos, dado que por la superficie aspera de los implantes facilita dicha

colonizacion (Karthikeyan Subramani, y col, 2009).

El estudio de Mombelli alude que los colonizadores microbianos iniciales en los
implantes con éxito de osteointegracion, prevalecen los Gram positivos
facultativos que se establecen después de la implantacién, identificandose el
80% que correspondian a cocos Gram positivos facultativos, en la flora de

pacientes edentulos, mostrando que durante los primeros 6 meses después de
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dicha insercién, la flora no manifiesta cambios significativos. En tanto que a los
2 anos se encuentra que el 50% de ellos seguian mostrando cocos Gram
positivos facultativos; el 17% correspondian a bacilos anaerobios y el 7 % eran
Gram negativos, Fusobacterium sp y la Prevotella Intermedia se encontraban en
el 9%; mientras que las Porhyromonas gingivalis y Espiroquetas no se
encontraron. Lo mismo se realiz6 en afos siguientes encontrando los mismos
resultados. Sin embrago el 41% de los implantes con fracasos, muestra una flora
de bacilos Gram negativos anaerobios con microorganismos como P.
intermedia, y Fusobacterium sp. Por lo cual existe mayor presencia de Gram
negativos anaerobios en los sitios con perdida ésea o bien con supuracion (A.
Mombelli 1993).

3.17.-Nanoparticulas de plata efecto antimicrobiano

Ha sido reconocido que las nanoparticulas de plata tienen una actividad
antimicrobiana contra las bacterias Gram negativas, generando unas
perforaciones en forma de huecos en la pared bacteriana, haciendo que la
morfologia de la membrana cambie, incrementando su capacidad permeable y
facilitando la muerte celular. La lisis bacteriana puede ser considerada como
otra de las razones de esta propiedad, las nanoparticulas de plata modulan el
perfil de la fosfo-tirosina de los péptidos bacterianos supuestos, los cuales
pueden afectar la sefal bacteriana de transduccién e inhibir el crecimiento de
estas bacterias. Asi también a sido descrito que la plata induce a una
desnaturalizacion o a la oxidacion de la pared celular la cual permite esta ruptura
de las organelas que se encuentran dentro de ellas, resultando asi la muerte

bacteriana (Garcia Contreras. R. 2011).

Mritunjai Singh hace mencién de tres efectos de las nanoparticulas de plata
contra las bacterias Gram negativas; 1- las nanoparticulas dentro del rango de
1-10 nm se unen a la superficie de la membrana de la célula, alterando
drasticamente su funcionamiento, asi como la permeabilidad y la respiracion. 2-
las nanoparticulas son capaces de penetrar dentro de la bacteria y causar mas
dafios por la posibilidad que tienen de interactuar con azufre y fosforo que son

compuestos que contiene el ADN. 3- las nanoparticulas pueden liberan iones de
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plata, las cuales tienen una contribucién adicional al efecto bactericida de las
nanoparticulas de plata

Siendo el efecto de la dosis de las nanoparticulas de plata mas pronunciado
contra organismos gram negativos que las gram-positivas. Asi también el efecto
antibacteriano de las nanoparticulas es independiente de la adquisicion de

resistencia por parte de las bacterias contra antibiéticos (Mritunjai Singh, 2008).

Madhumathi K, realizé6 pruebas antimicrobianas contra S. aureus y E. coli,
poniendo de manifiesto que hay una actividad antimicrobiana eficiente
principalmente sobre E. coli (gram negativa) mostrando mayor susceptibilidad en
las bacterias gram negativas a diferencia de las gram positivas. Alude que esto
se debe posiblemente a que la bacteria gram positiva, esta cubierta por una
delgada membrana de peptidoglicanos, la cual limita la penetracion de las
nanoparticulas de plata; asi también observd que si se incrementaba la
concentracion de nanoparticulas de plata, la zona de inhibicién incrementaba
(Madhumathi K. 2010).

Las diferencias entre las distintas especies puede influenciar en la
susceptibilidad de los agentes antimicrobianos, las células Gram positivas
contienen 3-20 veces mas peptidoglicanos que las Gram negativas. Los
peptidoglicanos presentan una carga negativa vy ellos probablemente ciegan
alguna porcion de los iones de plata, por consecuente, las bacterias Gram

positivas son menos susceptibles a ellos (Douglas M,R 2009).

Las nanoparticulas que estan entre los rangos de tamafo de 1-10 nm , tienen

una mayor actividad biocida contra bacterias (Allaker RP; 2010 ).

Liu en su estudio sobre el tamafio de las nanoparticulas demuestra, que a
menor tamano existe una mayor actividad antibacteriana contra las bacteria de
E. coli y Streptococcus aureus, donde se observa que esta actividad
antimicrobiana, se reducia con el aumento de tamafio de las nanoparticulas de
plata, lo cual sugiere, que la mayor area de superficie especifica en las
pequefas nanoparticulas de plata, puede aumentar la oportunidad para la
interaccidn con la superficie bacteriana y asi promover un mayor efecto

antibacteriano. Se acoté también que las nanoparticulas de plata de tamafos

46



mas pequenos, presentan una alta citotoxicidad a mayores concentraciones. (Liu
HL 2010).

En el estudio de AshaRani, los fibroblastos de pulmén humano vy las células de
glioblastoma humano fueron expuestos a diferentes dosis de nanoparticulas de
plata in vitro, dando como resultado, que la endocitosis es la principal via de
captacion de las nanoparticulas de plata. Asi también se revelé una distribucion
uniforme intracelular de estas nanoparticulas de plata, tanto en el citoplasma
como en el nucleo, evidenciadas a través del microscopio electronico. Esto
muestra que las células tratadas con nanoparticulas de plata mostraron una
inestabilidad cromosdmica y arresto mitoético en las células humanas. En este
estudio, la toxicidad de las nanoparticulas de plata son mediadas a través del
calcio intracelular, junto con los transitorios de alteraciones significativas de la

morfologia celular y la difusion de la superficie (AshaRani 2009).

3.18-Deposicion de Nanoparticulas de plata en materiales

David Roe nos menciona sobre la deposicion de nanoparticulas de plata
(600mg) (3,7 mg/g) en catéteres de plastico para determinar la actividad
antimicrobiana in vitro por medio de los siguientes microorganismos Escherichia
coli, Enterococcus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans encontrando una actividad antimicrobiana significativa frente a todos los
microorganismos ,también se examino la liberacion de plata tanto in vitro como
in vivo en ratones , donde se implanto lo equivalente a un catéter de 28 cm (0,8
g de plata) aqui los ratones no mostraron signos de toxicidad pero si un aspecto
saludable durante los 10 dias del experimento. En particular, no habia ningun
signo de inflamacion o infeccién en el sitio de implantacién del catéter el unico
dato encontrado fue la presencia de perdida de peso por parte del ratéon
disminuyendo en un 8%, asi mismo se observo que la excrecién de plata en la
orina era muy baja siendo 0.1% del total de la plata depositada, se observo que
una cantidad significativa pero pequefa de plata se detectd en el sitio de
implantacion, observandose que todos los otros érganos o muestras de tejidos,
incluyendo los pulmones, no se detectaban niveles de plata y si se detectaban

eran menores del 0,1%. Con lo que se determino que es que estos catéteres
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son dispositivos no téxicos capaces de tener una liberacion dirigida y sostenida
de plata bactericida en el lugar de implantacién y pueden llegar a resultar utiles
en la prevencion de complicaciones infecciosas en este caso de pacientes con
catéteres permanentes, por lo que podemos pensar que de igual manera podria

reflejarse esto en los mini — implantes con fines ortodonticos (Roe David 2008).

En un estudio Chino, Liao y colaboradores reportaron, la actividad
antimicrobiana de la superficie de titanio con nanoparticulas de plata poniendo
esta, a prueba contra, bacterias Gram negativas como Escherichia coli y baterias
Gram positivas como el Staphylococcus aureus. En este estudio se adoptaron
dos métodos, ZOIl y las pruebas FAC, para determinar la actividad
antibacteriana; la segunda se basa en el efecto inhibitorio directo, el cual exhibié
una propiedad antibacteriana fuerte, después de 24 horas de incubacion de la
bacteria en la superficie de titanio con nanoparticulas de plata, Este experimento
di6 como resultado que el 94% Staphylococcus aureus y mas del 95% de
Escherichia Coli en la suspension de bacterias, murierdn.

Mostrando asi que la superficie de titanio con nanoparticulas de plata, inhibe
significativamente el crecimiento de los Staphylococcus aureus y Escherichia
coli, a comparacion de la superficie de titanio pulido.

Mientras que en la prueba de Zoi, la cual se basa en la liberacion de los iones
de plata de la superficie, donde la inhibicidn del crecimiento bacteriano depende
de la concentracién suficiente de iones plata en el entorno acuoso, no mostré
propiedades antibacterianas

Las micrografias por microcopia electronica de barrido se observaba que sélo un
pequefio porcentaje de la superficie de titanio, fue cubierto por Ilas
nanoparticulas de plata, representando apenas el 4.26% de la superficie. Asi
mismo la microcopia electronica de barrido, dejé en claro que habia mucho
menos bacterias adheridas a la superficie de titanio con nanoparticulas de plata,
que en la superficie de titanio control, por lo que se llegd a la conclusién de que
la superficie de titanio con nanoparticulas de plata, reduce el riesgo de la

colonizacion bacteriana (Liao J, Zhu Zhimin,2010).

Usando tanto, el ensayo MTT, la microscopia de fluorescencia y microscopia

electronica de barrido, se evaluo la virilidad celular, la arquitectura del
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citoesqueleto y la adhesién celular en la superficie de titanio con nanoparticulas
de plata, en el 2010 por Liao y Anchun.

En esta investigacién la actividad antimicrobiana de la superficie de titanio con
nanoparticulas de plata fue probada contra Porphyromonas gingivalis vy
Actinobacillus actinomycetemcomitans, por medio de la aplicacién del ensayo de
recubrimiento de pelicula (FAC), directamente incubando las células microbianas
en la superficie de titanio con nanoparticulas de plata y en la superficie de titanio
pulido, exhibiendo una propiedad antibacteriana fuerte tras la incubacién de 24
hrs, el 94,79% Actinobacillus actinomycetemcomitans y  93% de las
Porphyromonas gingivales, en suspension fuerdn inhibidos en la superficie de
titanio con nanoparticulas de plata, asi como se observé una reduccion notable
de la adhesion bacteriana en esta superficie de titanio con nanoparticulas de
plata. A través de la prueba de MTT, la virilidad de los fibroblastos gingivales
humanos fueron evaluados después de 1,2,4,6,y 8 dias de incubacién, dando
como resultados un aumento en su diametro durante los primeros dias
alcanzando su punto maximo en el dia sexto, seguido por una disminucién en el
dia 8, mientras que en el examen de tinciéon fluorescente para la arquitectura
del citoesqueleto, se muestra que estos fibroblastos exhibieron una forma
fusiforme o poligonal, sugiriendo que la morfologia de las células no se vid
afectada por la superficie modificada. Asi como los examenes de microscopia
electréonica de barrido muestran, que las células en la superficie modificada
mantienen una arquitectura normal, lo que sugiere que las placas de titanio
tratadas con nanoparticulas de plata no muestran citotoxicidad detectable en los
fibroblastos humanos gingivales. Se observé de igual manera, que a partir de
las 3 horas después del cultivo, habia comenzado a adherirse a la superficie de
titanio, y ya después de 12 horas de cultivo, las células parecian formar
contactos con los fibroblastos adyacentes y comenzaron a alinearse

intimamente, unidas a la superficie (Liao J, Anchun M, 2010).

3.19.-Citotoxicidad de Nanoparticulas de Plata

Madhumathi realizé pruebas de citotoxicidad por medio de la prueba de MTT

donde puso a prueba andamios de quitina con nanoparticulas de plata en un
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medio de cultivo de fibroblastos de ratas, mostrando una citotoxicidad in-vitro,
el afirma que esta citotoxicidad es debida a las nanoparticulas de plata
presentes, pero si ésta puede tener algun efecto sobre la herida (in vivo) es
dudosa. Existen estudios que han demostrado que las nanoparticulas de plata
que contiene los vendajes para heridas son in-vitro citotéxicos, mientras que in
vivo muestra buena respuesta, y asi concluye que, es incierto si esta
citotoxicidad in vitro puede afectar in- vivo la respuesta curativa de la herida
(ONG,S.Y 2008) (Madhumathi K. 2010)
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Hipotesis



4 HIPOTESIS

La deposicion de nanoparticulas de plata, sobre las superficies de las placas de
titanio, exhiben propiedades antimicrobianas contra Streptococcus mutans y

Porphyromonas gingivalis y baja citotoxicidad.
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5 OBJETIVOS

-Objetivos Generales

1- Evaluar las propiedades antimicrobianas y de citotoxicidad in-vitro de las

nanoparticulas de plata adheridas a las superficies de las placas de titanio.

-Objetivos Especificos:

1)

2)

3)

4)

5)

Establecer el efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de plata a
diferentes concentraciones en las placas de titanio in vitro con la cepa
bacteriana Streptococo mutans. (Au159 ATCC17040).

Analizar el efecto antimicrobiano de las distintas concentraciones de
nanoparticulas de plata en las placas de titanio in vitro de la cepa
bacteriana Porphyromona gingivalis virulenta (Pg. W50).

Determinar la citotoxicidad in vitro de las distintas concentraciones de
nanoparticulas de plata en las placas de titanio .

Comparar las respuestas de las nanoparticulas de plata a distintas
concentraciones en las pruebas antimicrobianas y de citotoxicidad.
Comparar las respuestas de las nanoparticulas de plata a distintas
concentraciones con la clorhexidina tanto en la prueba de citotoxicidad

como antimicrobiana
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Materiales y Metodos
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 POBLACION

En este estudio prospectivo experimental, longitudinal y comparativo se
realizaron dos pruebas, que son las antimicrobianas y las de citotoxicidad, a
través de 22 experimentos en 2 medios de cultivos bacterianos: Porphyromona
gingivalis W50 y Streptococcus mutans ATCC7987. Se usaron 22 placas de
titanio estériles de 9.0 mm de diametro por 2mm de altura: 18 con deposicion de
nanoparticulas a tres diferentes concentraciones (3 Subgrupos de 6 placas para
cada una de las diferentes concentraciones: 6.06, 3.03 y 0.96 mg/ml); 2 sin
nanoparticulas de plata (grupo control); y 2 impregnadas con clorhexidina al
0.12% .

De igual manera se utilizd como linea celular las células mesenquimales de
pulpa dental para la prueba de citotoxicidad. El tamafio de muestra y la
metodologia experimental en lo referente a la obtencion de cultivos bacterianos
se tomo con base en experiencia previa de investigacion con cultivos
bacterianos realizados por Liao J, Anchun M, Zhu Z, Quan Y. 2010; en su
estudio titulado Antibacterial titanium plate deposited by silver nanoparticles
exhibits cell compatibility.

Por las condiciones de la variable a evaluar del tipo cuantitativa (Halo de
inhibicién antibacterial) y una poblacién infinita se estima el tamafio de la

muestra con la aplicacién de la siguiente férmula general:

Para obtener el tamano de la muestra se obtiene que:

56



. (1.96)*(230)*
C(66)°

De aqui se obtiene que el numero total de piezas de estudio sera de 22 placas
de titanio que seran distribuidas conforme a los datos establecidos en el estudio
consistiendo en 18 con disposicién de nanoparticulas y 4 sin nanoparticulas de

plata.
6.2 CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

-Placas de titanio esteriles de 9 mm diametro por 2mm de altura impregnadas
de acuerdo a la concentracién especifica la dispersion coloidal de CMC (Carboxi
metil celuosa) y nanoparticulas de plata.

-Placas de titanio estériles de 9 mm diametro por 2mm de altura.

- Medio de cultivo (Agar sangre y Tripticaseina )

- Células mesenquimales de pulpa dental .

- Clorhexidina al 0.12% .

CRITERIOS DE EXCLUSION

-Placas de titanio dafnadas.
- Medio de cultivo contaminado (Agar sangre y Tripticaseina )

- Clorhexidina al 0.12% contaminada o en otra concentracion

CRITERIOS DE ELIMINACION

- Exposicién al sol de la dispersién coloidal de CMC y nanoparticulas de plata.
-Fracaso de inoculacion de bacterias.

-Contaminacién bacteriana.

-Cultivos caducados

-Fracaso en la siembra de las células.

6.3 CAPTACION DE VARIABLES
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-Halos de inhibicion bacteriana
-Halos de inhibicion de los controles
-Intensidad de Flourescencia

- Micrografias SEM

6.4 DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS

Se adquirié la solucidén de Carboximetil celulosa (CMC) con nanoparticulas de
plata con concentracion de solidos totales de 6.06 mg/ml y concentracion de
nanoparticulas de plata, [Ag] = 0.06 mg/mL; del Centro de Innovacion y
Desarrollo de Ingenieria y Tecnologia de la Universidad Auténoma de Nuevo

Ledn.

De igual manera a través del Posgrado de Ortodoncia de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, se obtuvieron los 22

placas de titanio-vanadio de 9 milimetros de diametro por 2 mm de altura.

Las bacterias utilizadas en esta investigacién, Streptococcus mutans y
Porphyromona gingivalis , fueron obtenidas por medio de la Unidad de
Odontologia Integral y Especialidades del Centro de Investigaciéon y Desarrollo
en Ciencias de la Salud de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén (UOIE-
CIDICS).

Se utilizo la linea celular de células madre de la pulpa dental de diente primarios,
proporcionadas por Unidad de Odontologia Integral y Especialidades del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud de la Universidad
Auténoma de Nuevo Leon (UOIE-CIDICS).

Metodologia de solucion de nanoparticulas de plata

Segun lo reporta el proveedor, la disolucion de nanoparticulas de plata,

empleada en este trabajo de investigacion, se obtuvo de la siguiente manera:
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1. Se preparo una disolucién stock de CMC(Carboximetil celulosa) con DS =
1.2 al 15 mg/mL.

2. Se agregaron 20 mL de disolucion de CMC a un matraz de tres bocas y
agitar vigorosamente a temperatura ambiente.

3. Se preparo una disolucion de nitrato de plata (AgNOs) al 0.482 mg/mL de
la siguiente manera:

* Se disolvio 96.4 mg AgNO3; en agua desionizada y se aforo a 10 mL para
obtener disolucion de la sal a [AgNO3] = 9.64 mg/mL.

* Se tomo 1 mL de esta disolucién y se aforo 10 mL para obtener disolucion de
la sal a [AgNO3] = 0.964 mg/mL.

* Se tomo 5 mL de esta disolucion y se aforo a 10 mL para obtener disolucién
de la sal a [AgNOs] = 0.482 mg/mL.

4. Se agrego 10 mL de disolucién de sal al [AgNOs] = 0.482 mg/mL,
preparada en el paso anterior, al reactor con CMC y se incrementd la
temperatura del medio a 90 °C. La reaccion de mantuvo en reflujo durante 24
hrs.

5. Y asi se dejo enfriar la muestra resultante bajo condiciones ambiente y se
aforo a 50 mL con agua desionizada para obtener una concentracion [Ag] =
0.06 mg/mL.

6. Finalmente se purifico durante 24 hrs utilizando en una membrana de
didlisis (celulosa) en agua desionizada.

Siguiendo esta metodologia se obtuvieron 3 mg de Ag con 300 mg de CMC.

Por medio del calculo siguiente;

N Ag= nAg NO3

Las caracteristicas de dicha solucion de CMC con nanoparticulas de plata que
usamos en dicho experimento son las mismas que las que se describe su autor.
Reportando una distribucién de tamafio de 19 nm con una desviacion estandar
de 7.9 nm. Para mayor referencia, esta dispersion colloidal es la denominada
AgCMC2 en el articulo titulado: “Totally Ecofriendly Synthesis of Silver
Nanoparticles From Aqueous Dissolutions of Polysaccharides”, de M. A. Garza-
Navarro y colaboradores, publicado en el International Journal of Polymer

Science en 2013.

59



Metodologia para la deposicion de la disolucion de CMC con

nanoparticulas de plata en las placas de titanio.

Las 22 placas de titanio previamente estériles, se dividieron en dos grupos, el
grupo control que consto de 4 placas de titanio sin impregnar; y un segundo
grupo experimental que consto de 18 placas de titanio impregnadas con
nanoparticulas de plata a tres concentraciones distintas. La impregnacién de las

placas se llevo acabo de la siguiente manera:

Las 18 placas de titanio se dividieron en 3 subgrupos cada uno de esos
subgrupos contenia 6 discos de titanio, a los cuales se les coloco 200 uL de la
dispersion de carboximetil celulosa y nanoparticulas de plata, de acuerdo a la
concentracion correspondiente de cada subgrupo. Posteriormente se
introdujeron a un horno de calor seco a 50 — 60°C por un lapso de 24 hrs, de
modo tal que estén completamente secos, para después usarse en los

experimientos antimicrobianos.

Los subgrupos anteriormente mencionados son los siguientes:

Grupo Experimental

Subgrupo 1

Consto de 6 placas de titanio recubiertas de 200 uL de dispersion de CMC con
nanoparticulas de plata a concentracion de solidos totales de 6.06 mg/mL o

[Ag]= 0.06 mg/mL (concentracién al 100 % en peso de material).

Subgrupo 2
Compuesta por 6 placas de titanio recubiertas de 200 uL de dispersion de CMC

con nanoparticulas de plata a concentracion de sélidos totales de 3.03 mg/mL o

[Ag] = 0.03 mg/mL (concentracién al 50 % en peso de material).
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Subgrupo 3
Compuesta por 6 placas de titanio recubiertas de 200 uL de dispersion de CMC

con nanoparticulas de plata a concentracion de solidos totales de 0.96 mg/mL o

[Ag] = 96 x 10 mg/mL (concentracién al 16 % en peso de material).
Grupo control Positivo
Consto de 2 placas de titanio esteriles a las que se les impregno con 200

microlitros de Clorhexidina al 0.12% (Consepsis al 2%)

Grupo control Negativo

Consto de 2 placas de titanio esteriles sin deposicion de algun material.

Metodologia de la prueba Anti-microbiana

Tras 24 horas de la deposicion de nanoparticulas de plata, de acuerdo a la
concentracion correspondiente de cada subgrupo, descrita anteriormente sobre
los discos de titanio, se prosiguio a los experimentos antimicrobianos, llevados a
cabo en el centro de investigacién (CIDITS), donde se separarén 22 cajas de
Petri, de las cuales , 11 cajas eran de tripticaseina de soya que correspondian a

la cepa bacteriana Streptococcus mutans y 11 de agar sangre para la cepa

bacteriana Porohyromona gingivalis.

A cada una de estas cajas se le coloco un disco de titanio impregnado de
acuerdo a los subgrupos anteriomente mencionados. De tal manera que 9 cajas
eran del grupo experimental, usando 3 cajas por concentracion de
nanoparticulas de plata, y 2 cajas del grupo control usando 1 caja para el

control negativo y una para el control positivo.
De tal manera que los experimentos fuerdn de la siguiente manera:
Grupo Experimental: 18 cajas de Petri

Experimento Antimicrobiano con Streptococcus mutans

En nueve cajas de tripticaseina de soya se inocularéon por medio de difusién, 1

mL de Streptococcus mutans ATCC7987 logrando una capa homogénea.
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Seguido de esto se coloco individualmente la placa de titanio recubierta con la
concentracion descrita anteriormente de los subgrupos 1(100%), 2(50%) y
3(16%). Para posteriormente incubarlos a 37 °C durante 16 horas, y finalmente
se realizd la medicion del halo de inhibicion. Este procedimiento se repitié tres

veces

Experimento Antimicrobiano con Porphyromona gingivalis

Nueve cajas de agar sangre donde se inocularén por medio de difusion la
cantidad de 1 mL homogéneamente de Porphyromona gingivalis, W50. Después
se colocaron individualmente las placa de titanio recubierta con la concentracion
descrita anteriormente de los subgrupos subgrupos 1(100%), 2(50%) y 3(16%).
Para posteriormente incubarlos en un ambiente anaerdbico a 37 °C durante 72
horas, y finalmente se realizo la medicién del halo de inhibicién. Dicho

procedimiento se repitié tres veces
Grupo Control: 4 cajas de Petri

Control negativo

En una caja de Petri con tripticaseina de soya se inoculo por medio de difusién,
1 mL de Streptococcus mutans ATCC7987. Seguido de esto, se coloco una
placa de titanio esteril sin nanoparticulas de plata, para posteriormente incubarla
a 37 °C durante 16 horas, y finalmente se realiza la medicion del halo de

inhibicion.

Control negativo

En una caja de Petri de agar sangre se inoculo por medio de difusion, 1ml de
Porphyromona gingivalis virulenta W83. Seguido de esto, se coloco una placa
de titanio sin nanoparticulas de plata, para posteriormente incubarlos en un
ambiente anaerdbica 37 °C durante 72 horas, y finalmente se realizo la

medicion del halo de inhibicion.

Control Positivo

En una caja de Petri con tripticaseina de soya se inoculo por medio de difusién,

1ml de Streptococcus mutans ATCC7987. Seguido de esto, se coloco una
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placa de titanio esteril impregnada con 200 microlitros de digluconato de
clorhexidina perioxidin 0.12%, para posteriormente incubarla a 37 °C durante 16

horas, y finalmente se realiza la medicién del halo de inhibicién.

Control Positivo

En una caja de Petri de agar sangre se inoculo por medio de difusion, 1ml de
Porphyromona gingivalis virulenta W83. Seguido de esto, se coloco una placa
de titanio esteril impregnada con 200 microlitros de digluconato de clorhexidina
perioxidin al 0.12%, para posteriormente incubarlos en un ambiente anaerdbic a
37 °C durante 72 horas, y finalmente se realizo la medicion del halo de

inhibicion.

Los resultados obtenidos tanto en el grupo experimental como control se
recaudaran individualmente para posteriormente llenar la tabla de resultados

correspondiente.

Metodologia para la prueba de Citotoxicidad

Para evaluar los efectos citotdéxicos de las nanoparticulas de plata a distintas
concentraciones se emplearon, como medio celular, células mesenquimales de
pulpa dental. Durante 24 hrs se cultivaron dichas células en una incubadora
hasta obtener una confluencia celular de 15 mil células, las cuales se evaluaron

por medio de la camara de Neubauer.

Se uso una placa de 96 pocillos (12 x 8) de los cuales se usaron 15 pozos, y por
cada pozo se colocaron 200 uL, conteniendo cada uno 15 mil células derivadas
de la pulpa dental; esto dio un total del 6 mL de medio de células. Se incubaron
24 hrs para posteriormente colocar las sustancias a evaluar de la siguiente

manera:
Grupo experimental: 15 pocillos

Grupo 1: se colocaron 160 uL del medio de las células mesenquimales en 3
pocillos junto con 40 uL de la dispersion de nanoparticulas de plata a una
concentracion de 6.06 mg/mL, que equivale a la concentracion del 100% usada

en las pruebas antimicrobianas

63



Grupo 2 : se tomarén 180 microlitros del medio de las células en 3 pocillos de las
placas y se anadié 20 uL de la dispersién de nanoparticulas de plata a una
concentracion de 3.03 mg/mL, que equivale a la concentracion del 50 % usada

en las pruebas antimicrobianas.

Grupo 3 : se incorporaron 180 uL del medio de las células en 3 pocillos junto
con 20 ulL de la dispersion de nanoparticulas de plata a una concentracion de
96 x 10 mg/mL que equivale a la concentracién al 16% usada en las pruebas

antimicrobianas.

Control negativo: se afiade 180 uL del medio de las células sin ninguna

solucion en 3 pocillos y 20 uL de agua desionizada.

Control positivo : se colocaron 180 uL del medio de las células en 3 pocillos

junto con 20 uL de digluconato de clorhexidina al 0.12% (consepsis 2%).

El montaje del experimento se realizé colocando primero el medio de cultivo de
los fibroblastos, que fue de 160 microlitros, seguida de los cierto volumen de
agua destilada; y finalmente de la molecula experimental. Cada una de las
sustancias a evaluar, es decir el conjunto de las células junto con las moléculas
de los experimentos, se mantiene durante 24 hrs en la incubadora para
posteriormente lavar con solucion de PBS 3 veces y poder colocar el compuesto
fluorescente. Se colocd 100 uL del compuesto fluorescente y se deja durante 30
minutos en la incubadora, para posteriormente hacer el método de fluorecencia
con un aparato Glomax- Multi Detection System; y se realizé la lectura de la

intensidad de fluorescencia y absorbancia.

Se calcularon los valores promedios y desviacion estandar de la lectura de
fluorescencia emitida por las células de las celdillas correspondientes a cada

concentracion de Nanoparticulas de plata, y controles positivos y negativos.
VI 5. METODO ESTADISTICO
Prueba Antimicrobiana

Todos los datos se analizardn utilizando la version 18.0 del Software SPSS para

Windows.
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A cada grupo se compar6 respectivamente, utilizando la prueba t de Student
independiente. Para este analisis estadistico, se utilizd6 un limite de confianza
del 95%, de manera que el valor p= inferior o igual a 0,05 (p < 0.05) fue
considerado estadisticamente significativos. Cada ensayo se realizd por

triplicado y se repitiod tres veces por separado. ( Tabla. 3,4,5, 6,7,8).

Asi también con el propdsito de cumplir los objetivos mencionados, el analisis
que se realizo en las pruebas antimicrobianas fue un ANOVA (analisis de
varianza) para ver si hay diferencia en la respuesta debido a la concentracion,
para Streptococcus mutans (Tabla. 9 y 10) y para Porphyromona gingivalis
(Tabla. 11y 12). Anexo 2.

Del mismo modo se realizo la prueba de Tukey para establecer la comparacién

de las tres concentraciones. (Fig. 4y 5) (Tabla. 13 y 14). Anexo 2.

Para estos ultimos andlisis estadisticos, se utilizé un limite de confianza del 95%,
de manera que valores de (p < 0.01) fuerdn considerados estadisticamente

significativos

Prueba Citotoxicidad

En esta prueba cada ensayo se realiz6 por triplicado. ( Tabla 15). Anexo 2.

Asi también con el propdsito de cumplir los objetivos mencionados, se aplico un
analisis de varianza (ANOVA) para ver si existe diferencia en la viabilidad celular
con respecto a la concentraciéon.(Tabla 15,17,19,21) Al igual se uso la Prueba de
T de Dunnett para comprar dichas concentraciones con los controles tanto

positivos como negativos.(Tabla 18 y 20) Anexo 2.

Del mismo modo se realizo la prueba de Tukey para establecer la comparacién
de las tres concentraciones. (Tabla. 16 y 22). Anexo 2.

Para estos ultimos analisis estadisticos, se utilizé un limite de confianza del
95%, de manera que valores de p< 0.01 fuerdn considerados estadisticamente

significativos.
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7 RESULTADOS

Durante el proceso de preparacion de la deposicién de nano particulas de plata
a la superficie de las placas de titanio se observo un cambio notable después
de las 24 horas observando un cambio notable en el color de la capa de titanio
que se convirtid en un color bronce después de haber sido impregnado con la
solucion CMC de nano particulas de plata. Observando que dicho color era mas
fuerte conforme aumentaba Ila concentracién, observandose una ligera capa
entre dorada y bronce con la concentraciéon del 16% de nano particulas de plata

y una capa mucho mas dorada al 50% y 100% (Figura 1 Anexo 1).

Al examinar las micrografias por Microscopia Electronica de Barrido (SEM)
encontramos que las placas de titanio con nanoparticulas de plata se hallaban
distribuidas de manera homogénea alrededor de toda la pelicula de CMC
depositadas en la superficie de titanio. De igual manera podemos observar como
se ve la placa de titanio sin nanoparticulas de plata observando varias

micrografias a diferentes amplitudes como se observa en la Figura 1.2 (Anexo

1).
PRUEBAS ANTIMICROBIANAS

Se observo que las Nanoparticulas de plata al impregnarlas en los discos de
titanio y colocarlos en contacto con las cepas bacterianas, mostraban
propiedades antimicrobianas ya que en ambos experimentos, con dichas cepas,
hubo un halo de inhibicion alrededor del disco de titanio. Se observé que tuvo un
mayor efecto inhibitorio sobre los bacilos gram (-) anaerobios (Porphyromona
Gingivalis) a comparacién de los cocos gram (+) aerobios ( Streptococo Mutans)
(Figura 2 ) (Figura 3).

Al comparar los distintos porcentajes de las concentraciones de nanoparticulas
de plata, se observo en todos los experimentos que a medida que incrementaba
la concentracion de nanoparticulas de plata, se incrementaba el halo de
inhibicion bacteriana, reportandose un mayor halo de inhibicién bacteriana en
una concentracion del 100% y asi sucesivamente. A continuacion se muestran
los resultados obtenidos en ambas pruebas antimicrobianas tanto con

Streptococo Mutans como con Porphyromona Gingivalis .(Tabla 1y 2,Anexo 2).
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Prueba antimicrobiana con Streptococo Mutans

Tras la espera de 24 horas de incubacion después de cultivada la cepa
bacteriana de Streptococo Mutans, en placas con una concentracién del 16%
se observd un halo de inhibicion de un promedio de 1.08 mm de diametro,
mientras que con una concentraciéon del 50% se observé un promedio de 1.18
mm de diametro; y con el 100% era de 1.25 mm de inhibicién bacteriana

alrededor del disco . (Ver Tabla 1. Anexo 2) .

Con lo que de acuerdo al analisis de varianza mostrado en la Tabla 9 y 10
(Anexo 2) observamos que el valor de F= 15.200, tiene una significancia de
0.004, (p < 0.01) indicando que existe una alta diferencia significativa entre las
diferentes medidas de halo de inhibicion, entre las tres concentraciones
distintas de nanoparticulas de plata. Sin embargo en la Prueba de Turkey
observamos que los valores entre el 50% y 100% no existe una gran diferencia,
lo cual se puede corroborar en la Grafica 1 (Anexo1) (Tabla 13 Anexo 2) .
estableciendo los resultados que no son muy distintos entre ambas

concentraciones a comparacion del 16% con Streptococo Mutans.

Al comparar los distintos resultados entre las diferentes concentraciones de
nanoparticulas de plata, observamos que habia una inhibicion bacteriana mayor
a una concentracion del 50% en comparacion con el 16% lo que dio una alta
diferencia estadisticamente significativa p=0.0132 (p < 0.05) entre ambas

concentraciones de nano particulas de plata ( Ver Tabla 3. Anexo 2) .

En la misma prueba antimicrobiana de Streptococo Mutans se encontré mayor
halo de inhibicidon a una concentracion del 100% en comparacion con el 16% lo
cual marcaba una diferencia estadisticamente significativa p=0.0074 (p < 0.05)

entre ambas concentraciones de nanoparticulas de plata (Ver Tabla 4 Anexo 2 ).

Sin embargo al comparar los resultados de las propiedades antimicrobianas de
la concentracion de nanoparticulas de plata del 50% con 100%, se observé un
mayor halo de inhibicibn en esta ultima, habiendo una diferencia

estadisticamente significativa p= 0.0074 (p < 0.05) en la prueba con
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Streptococo Mutans (Ver Tabla 5. Anexo 2).

Prueba antimicrobiana con Porphyromona Gingivalis

Los resultados de las pruebas antimicrobianas con la cepa bacteriana
Porphyromona Gingivalis mostrardn que a una concentracién del 16% de nano
particulas de plata mostraba un halo de inhibicion de 1.13 mm de diametro
mientras que al 50% este era de 1.34 mm de diametro y al 100% habia una
inhibicion bacteriana de 1.62mm de diametro. ( Ver Tabla 2 Anexo 2) .

Mostrado en el analisis de varianza que dicha diferencia tiene un valor de F=
138.731 el cual tiene una significancia de 0.000 (P=< 0.01) Indicando que
existe una alta diferencia significativa entre las diferentes medidas de halo de
inhibicion, entre las diferentes concentraciones. (Tabla 11y 12 Anexo 2) . Lo que
lo corrobora la prueba de Turkey al observar la diferencia estadisticamente
significativa entre las tres concentraciones lo que se puede ver en la Grafica 2
(Anexo 1) y Tabla 14(Anexo 2) .

En la prueba antimicrobiana de Porphyromona Gingivalis se encontr6 una
inhibicion bacteriana mayor a una concentracién del 50% de nano particulas de
plata en comparacién con el 16% lo que reflejo una diferencia estadisticamente
significativa p= 0.0028) (p < 0.05)entre ambas concentraciones de nano

particulas de plata ( Ver Tabla 6. Anexo 2 ) .

En la misma prueba antimicrobiana de Porphyromona Gingivalis se encontrd
mayor halo de inhibicién a una concentracion del 100% en comparacion con el
16% lo cual marcaba una diferencia estadisticamente significativa p= 2.389E-05
(p < 0.05) entre ambas concentraciones de nanoparticulas de plata (Ver Tabla 7
Anexo 2).

Al comparar los resultados de las propiedades antimicrobianas de la
concentracion de nano particulas de plata del 50% con 100%, se observo mayor
halo de inhibicibn en esta ultima, sin embargo no era una diferencia
estadisticamente significativa p= 0.9480 (p < 0.05) en la prueba con

Porphyromona Gingivalis ( Ver Tabla 8. Anexo 2).
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Sin embargo al comparar los resultados de las nano particulas de plata con el
control positivo que es la clorhexidina al 0.12% se observa que hay un halo de
inhibicion bacteriana mucho mayor en esta ultima a comparacion de las nano
particulas de plata tanto con Streptococos Mutans como con Porphyromona

Gingivalis.

Es decir con Porphyromona gingivalis las Nanoparticulas de plata al 100%
tenian un promedio de halo de inhibicion de 1.62mm mientras que con la
Clorhexidina al 0.12% era de 2.3mm habiendo una diferencia de 0.68mm. De la
misma manera sucedié con Streptococos Mutans observando que NAg 100%
tenia un promedio de 1.25mm y la Clorhexidina al 0.12% era de 1.7mm

habiendo una diferencia de 0.45mm.

Lo anterior nos mostr6 que las nanoparticulas de plata tienen un
comportamiento antimicrobiano, inhibiendo el crecimiento bacteriano alrededor
de las placas de titanio en cualquiera de sus concentraciones, sin embargo no
es superior a la solucién de digluconato de clorhexidina (perioxidin) al 0.12%
que hay un halo mayor en el, siendo el bactericida por excelencia ( Ver Tabla 1
y 2. Anexo 2).

CITOTOXICIDAD

En la grafica 3-A (Anexo 1) se puede observar que hubo una reduccion
porcentual significativa en la viabilidad celular al aplicar la solucion de
Nanoparticulas de plata, la cual se acentué al aumentar la concentracién de la
misma. Esto indica que a medida de que se incremente la concentracion de
nanoparticulas de plata, disminuye la probabilidad de supervivencia celular.
Observando una alta diferencia significativa entre las medidas de citotoxicidad

entre los diferentes grupos experimentales. (Tabla 15 Anexo 2).

De la misma forma se puede observar que la cantidad de células vivas
disminuye con el Digluconato de Clorhexidina al 0.12% en la cual fueron
sumergidas. Observando que solo el 62% de estas células presentaron
viabilidad, haciendo mencion con esto de la toxicidad del mismo (Grafica 3-B
(Anexo 1).
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Mientras que en la Grafica 3-A (Anexo 1) se aprecia una reduccion significativa
en el numero de células madre mesenquimales de pulpa dental vivas utilizando
Nanoparticulas de plata a una concentraciéon del 100%, observando que solo el
4% de las células mesenquimales se encontraban viables.(Gréafica 3-B Anexo1)

Haciendo notar con ello su poder cito-toxico a dicha concentracion.

Del mismo modo al observar las graficas, los resultados parecen ser similares
con la concentraciéon al 50% de nanoparticulas de plata observando claramente
que la citotoxicidad era ligeramente mayor que la del 100% sobre las células
vivas, dando como resultado el 3.99% de células viables. Acentuando con esto

su alto grado de citotoxicidad. (Grafica 3-A y 3-B Anexo1).

Sin Embargo en los resultados se aprecia que no hubo una reduccién porcentual
significativa en la viabilidad célular al aplicar la solucién de Nanoparticulas de
Plata al 16%, encontrandose un 95% de células viables, lo que prueba su bajo
grado de Citotoxicidad. (Grafica 3-B Anexo1).

Al comparar dicha concentracion con el Digluconato de Clorhexidina al 0.12%
podemos observar que las nanoparticulas de plata al 16% producen un menor
efecto cito-toxico teniendo mayor células viables. Mostrando una diferencia

estadistica entre ambas Tabla 16 (Anexo 2).

Por lo tanto la grafica 3-A (Anexo 1) Establece la comparacién en la viabilidad
celular entre el Digluconato de Clorhexidina al 0.12% y las diferentes
concentraciones de Nanoparticulas de plata. Observando de la misma manera
que existe wuna diferencia estadisticamente significativa entre las 3
concentraciones y la clorhexidina teniendo una significancia de 0.000 (p < 0.01).
(Tabla 17 y 20 Anexo 2).

Al comparar la toxicidad sobre las células madre mesenquimales de pulpa dental
con las 3 distintas concentraciones del 100% , 50% y 16% de nanoparticulas de
plata contra el total de células es decir el control negativo podemos observar que
efectivamente son téxicas teniendo una significancia de 0.000 (p < 0.01), que
indica que hay una alta diferencia significativa entre las medias de las 3
concentraciones y el control negativo como se observa en la Tabla 19 y 18

Anexo 2 .
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Demostrando que las nanoparticulas de plata son significativamente mas toxicas
a concentraciones muy por arriba del 16% y sobre el Digluconato de
Clorhexidina al 0.12% ya que hubo wuna reduccion porcentual en la viabilidad
celular utilizando nanoparticulas de plata a mayor concentracion (50 y 100%), sin
embargo el grado de toxicidad entre estas dos es muy similar, no habiendo con
ello una diferencia estadisticamente significativa entre la muerte celular que

provocan ambas como se observa en Tabla 16 Anexo 2.
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8. DISCUSION
Propiedades Antimicrobianas

Los mini-implantes son una poderosa ayuda para el ortodoncista en la resolucién
de las maloclusiones dificiles, pero el fracaso de estos micro-implantes puede

retrasar el tiempo del tratamiento.

Su superficie, influencia de manera importante la adhesion bacteriana y de esta
forma también inciden en la presencia de peri-implantitis. Los colonizadores
tempranos como los Streptococos crean un ambiente indicado para los
colonizadores tardios como la Porphyromonas gingivalis. (Karthikeyan
Subramani, y col, 2009).

Los colonizadores microbianos iniciales en los mini-implantes con éxito de
osteointegracion, prevalecen los Gram positivos facultativos que se establecen
después de la implantacién, identificandose en el 80% a cocos gram positivos
facultativos. Sin embrago el 41% de los implantes con fracasos, muestra una

flora de bacilos gram negativos anaerobios.

Existiendo mayor presencia de Gram negativos anaerobios en los sitios con
perdida 6sea o bien con supuracion (A. Mombelli 1993). Es por ello la
importancia de poder analizar las cepas bacterianas Streptococos mutans
(cocos gram positivos facultativos) y Porphyromonas gingivalis (bacilos gram
negativos anaerobios), las cuales se consideraron adecuadas en este estudio
para evaluar las propiedades antimicrobianas con las nanoparticulas de plata,
para poder ver la interaccién in-vitro con dichas bacterias, que son las que estan
en contacto con el mini-implante, y las causantes de la peri-implantitis.
Observando que efectivamente existe un poder antimicrobiano significativo en

ambas.

Las diferencias entre las distintas especies puede influenciar en la
susceptibilidad de los agentes antimicrobianos, las bacterias Gram positivas
contienen 3-20 veces mas peptidoglicanos que las Gram negativas. Los
peptidoglicanos presentan una carga negativa y ellos probablemente ciegan

alguna porcién de los iones de plata, por consecuente, las bacterias Gram
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positivas son menos susceptibles a ellos (Douglas M,R 2009). Esto explica los
resultados del presente estudio observando que al impregnar las distintas
concentraciones de nanoparticulas de plata en los discos de titanio y colocarlos
en contacto con las cepas bacterianas, mostraban propiedades antimicrobianas,
sin embargo habia un mayor efecto inhibitorio sobre los bacilos gram (-)
anaerobios (Porphyromona Gingivalis) a comparacién de los cocos gram (+)
aerobios ( Streptococo Mutans). Mostrando que las nanoparticulas de plata,
tienen propiedades antimicrobianas mas pronunciadas contra organismos gram

negativos que gram-positivos.

Asi Garcia Contreras también reconoce dicha susceptibilidad, mencionando
que las nanoparticulas de plata tienen una actividad antimicrobiana contra las
bacterias Gram negativas, generando unas perforaciones en forma de huecos en
la pared bacteriana, haciendo que la morfologia de la membrana cambie,
incrementando su capacidad permeable y facilitando la muerte celular. (Garcia
Contreras. R. 2011).

De igual manera Madhumathi, realizé pruebas antimicrobianas contra S. aureus
y E. coli, poniendo de manifiesto que hay una actividad antimicrobiana eficiente
principalmente sobre E. coli (gram negativa) mostrando mayor susceptibilidad en
las bacterias gram negativas a diferencia de las gram positivas, concordando
con este estudio. (Madhumathi K. 2010).

Alude de igual manera que los autores anteriores que esto se debe posiblemente
a que la bacteria gram positiva, estd cubierta por una membrana de
peptidoglicanos, la cual limita la penetracion de las nanoparticulas de plata.
Observo también que si se incrementaba la concentracion de nanoparticulas de
plata, la zona de inhibiciéon incrementaba, Lo cual de igual manera sucedié con
este estudio observando que existe una alta diferencia significativa entre los
halos de inhibicion de las tres concentraciones distintas de nanoparticulas de
plata, estableciendo que dicho halo se incrementa a medida que Ia
concentracion sea mayor observando esto tanto con Streptococo Mutans y

Porphyromona Gingivalis.

De igual manera que el presente estudio, Liao y colaboradores al observar que
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la formacion de biofilm, es uno de los fracasos mas comunes de los mini
implantes, desarrollaron una superficie de titanio pulido e impregnarén
nanoparticulas de plata para probar las propiedades antimicrobianas. Evaluando
dicha superficie contra, bacterias Gram negativas como Escherichia coli y
baterias Gram positivas como el Staphylococcus aureus, exhibiendo
propiedades antibacterianas fuertes, dando como resultado una inhibicién del
94% en Staphylococcus aureus y mas del 95% de Escherichia Coli, lo que
concuerda con nuestro estudio proporcionando propiedades antimicrobianas

mayores en los gram negativos.

Por lo que este estudio al igual que nuestra investigacidon muestra asi que la
superficie de titanio con nanoparticulas de plata, inhibe significativamente el
crecimiento de dichas bacterias a comparacion de la superficie de titanio pulido.
Por lo que se llegd a la conclusion de que la superficie de titanio con
nanoparticulas de plata, reduce el riesgo de la colonizacion bacteriana. (Liao J,
Zhu Zhimin,2010).

Liao y Anchun, evaluaron del mismo modo la actividad antimicrobiana de la
superficie de titanio con nanoparticulas de plata contra Porphyromonas gingivalis
y Actinobacillus actinomycetemcomitans, directamente incubando las bacterias
en la superficie de titanio con nanoparticulas de plata y en la superficie de titanio

pulido, exhibiendo una propiedad antibacteriana.

Observando que el 94,79% Actinobacillus actinomycetemcomitans y 93% de las
Porphyromonas gingivales, en suspensién, fueron inhibidos en la superficie de
titanio con nanoparticulas de plata, asi como se observé una reduccién notable
de la adhesion bacteriana en esta superficie de titanio con nanoparticulas de
plata. (Liao J, Anchun M, 2010).

En este sentido, en el presente estudio se cubrieron las placas de titanio con
tres concentraciones distintas de Nanoparticulas de plata al 100%, 50% y 16%
partiendo de una concentracion stock total de 6.06 mg/ml (Ag= 0.06 mg/ml),
observando en cada una de ellas propiedades antimicrobianas sin embargo al
comparar las propiedades microbianas y su interaccion con las tres

concentraciones de nanoparticulas de plata en la prueba con Streptococo
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Mutans se encontré un mayor halo de inhibiciéon a una concentracién del 100%
en comparacion con el 16% siendo estadisticamente significativo (P=0.0074)
de igual manera sucedi6 en comparacion con el 50% y 16% dando una
diferencia estadisticamente significativa (P=0.0132) entre ambas. Del mismo
modo sucedid al comparar dichas propiedades entre 50% con 100% de NAg, se
observo mayor halo de inhibicion en esta ultima, sin embargo no era una

diferencia estadisticamente significativa.

Mientras que con Porphyromona Gingivalis se encontrd una inhibicién
bacteriana mayor a una concentracion del 50% en comparacion con el 16%
siendo una diferencia estadisticamente significativa (P= 0.0028), De igual
manera sucedi® entre el 100% y el 16% marcando una diferencia
estadisticamente significativa. Sin embargo al comparar los resultados de las
propiedades antimicrobianas del 50% con 100%, se observo mayor halo de
inhibicion en esta ultima, pero no era una diferencia estadisticamente
significativa (P= 0.9480).

Sin embargo al comparar dichas propiedades antimicrobianas de las
nanoparticulas de plata en los discos de titanio con la Clorhexidina al 0.12%,
siendo un bactericida usado por excelencia en la actualidad para prevenir dicho
fracaso en los mini-implantes, se observo que hay un halo de inhibicién
bacteriana mucho mayor en esta ultima a comparacion de cualquier

concentracion de las nano particulas de plata.

Por lo que los resultados de esta investigacidén coinciden con el estudio de Mc
Bain y colaboradores demostrando la susceptibilidad de diferentes bacterianas
a la Clorhexidina esta susceptibilidad varia entre una cepa y otra , Siendo las
mas susceptibles las bacterias anaerobias gram-negativas Prevotela
Nigrescens, Porphyromona Gingivalis seguidas de Streptococos Mutans y S
sanguis. (Mc Bain 2003). Encontrandose en este estudio mayor susceptibilidad

de la clorhexidina con los gram negativos seguido de los positivos.

De acuerdo a varios autores y a los resultados encontrados en este estudio se
puede considerar a las nanoparticulas de plata como un agente antimicrobiano

que actua inhibiendo el crecimiento bacteriano alrededor de las placas de titanio
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y que la solucién de digluconato de clorhexidina al 0.12% es un bactericida por

excelencia ya que hay un halo significativamente mayor en los discos.

Por otro lado existen varios estudios que hacen mencién de la relacion inversa
entre el tamafo de las nanoparticulas de plata y la actividad antimicrobiana, por
lo que Morones en su estudio al evaluar las propiedades antimicrobianas de
dichas nanoparticulas con un rango de 1 a 100 nm, demuestra que las
nanoparticulas en el rango de 1 a 10 nanometros tienen la mayor actividad

biocida contra las bacterias Gram-negativas (Morones 2005) .

Siendo que en el presente estudio usamos nanoparticulas de plata en las tres
distintas concentraciones con una misma distribucion de tamafio de 19 nm, con
una desviacién de 7.9nm, representando un mayor tamafo de nanoparticulas al
reportado por Morones, explicando con ello los resultados antimicrobianos de
ambas cepas bacterianas estando por debajo de la clorhexidina al 0.12%.
Concluyendo con ello que si se aumenta el tamano de dicha nanoparticula
obtendriamos mayores resultados antimicrobianos, ya que el poder
antimicrobiano es dependiente del tamafo, sin embargo podria tener

repercusion en la toxicidad de la misma.

Liu y colaboradores demostraron de igual manera que las nanoparticulas de
plata de menor tamano poseen una mayor actividad antibacteriana contra las
bacteria de E. coli y Streptococcus aureus, donde se observa que esta actividad
antimicrobiana, se reducia con el aumento de tamano de las nanoparticulas de
plata. (Liu HL 2010).

Por otra parte en cuanto a la deposicion de nanoparticulas de plata, en este
estudio se observp que al colocar la solucién CMC con Nanoparticulas de plata
se puede ver un cambio de color en las placas de titanio observando con ello un
color bronce mismo al reportado en el articulo de Liao y Zhu. Sin embargo se

hace mas fuerte la pelicula color bronce, conforme aumente la conecentracion.

A diferencia de las micrografias de SEM mostradas en el estudio de Liao y Zhu
donde demuestran nanoparticulas de plata escasamente depositadas en los
discos de titanio, este estudio muestra micrografias del microscopio electronico

de barrido SEM con diferentes ampliaciones, observando una distribucion
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mayor de nanoparticulas de plata alrededor de la pelicula de CMC
observandose de manera homogénea por toda la placa de titanio en distintas

amplificaciones (Figura 1.2).
Propiedades Citotoxicidad

Liao y Anchun realizaron pruebas de citotoxicidad con nanoparticulas de plata
en los fibroblastos gingivales humanos, dando como resultado un aumento en su
diametro durante los primeros dias alcanzando su punto maximo en el dia sexto,
seguido por una disminucién en el dia 8. Estos fibroblastos exhibieron una forma
fusiforme o poligonal, sugiriendo que la morfologia de las células no se vié

afectada por la superficie modificada.

Asi como los examenes de microscopia electronica de barrido muestran, que las
células en la superficie modificada mantienen una arquitectura normal, lo que
sugiere que las placas de titanio tratadas con nanoparticulas de plata no
muestran citotoxicidad detectable en los fibroblastos humanos gingivales. Se
observo de igual manera, que a partir de las 3 horas después del cultivo, habia
comenzado a adherirse a la superficie de titanio, y ya después de 12 horas de
cultivo, las células parecian formar contactos con los fibroblastos adyacentes y
comenzaron a alinearse intimamente, unidas a la superficie (Liao J, Anchun M,
2010).

El presente estudio concuerda, de igual manera con los resultados de Liao
sobre la baja toxicidad celular de las nanoparticulas de plata. Sin embargo en
esta investigacion se uso como medio de cultivo células mesenquimales de
pulpa dental de dientes primarios y se evaluo la citotoxicidad por medio de
intensidad de fluorescencia y no de absorbancia con el ensayo de MTT como lo
hace Liao, lo cual lo hace un estudio mas especifico mostrando una mayor
intensidad de fluorescencia a la concentracion del 16% (0.192mg) de NAg,
dicha intensidad equivale a la cantidad de células vivas representada por un
95%, Mientras que hubo una menor cantidad de fluorescencia a las
concentraciones del 50 % y 100% de nanoparticulas de plata siendo mas

citotdxicas dichas concentraciones.

Douglas menciona que las concentraciones de nanoparticulas de plata de 5 um/
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ml, inducen a necrosis o apoptosis de células madre espermatogoniales en
ratones, de igual manera dice que la toxicidad es dependiente de la
concentracion (Douglas R.M. 2005), Esto coincide con los resultados
encontrados en esta investigacion, observando una citotoxicidad en funcion de
la concentracion es decir a mayor concentracion de nanoparticulas de plata
mayor citotoxicidad.

Apreciando que la mayor citotoxicidad en células madre mesenquimales de
pulpa dental fue encontrada a concentraciones a partir del 50% y 100% que
equivalen a 6.06 pm/ml y a 12.12um/ml respectivamente, lo cual esta por
encima de la cantidad mencionada por el autor como toxica (5 um/ ml), mientras
que las nanoparticulas al 16% no presentardn citotoxicidad ya que se trataba de
una concentracién de 1.92 ym/ml es decir por debajo de la que menciona

Douglas, lo cual explica la viabilidad de esta concentracion .

De igual manera Liu acot6é también que las nanoparticulas de plata de tamafios
mas pequenos, presentan una alta citotoxicidad a mayores concentraciones. (Liu
HL 2010). Lo que concuerda con esta investigacion observando dicha

dependencia entre la concentracion y la citotoxicidad.

Ahora al comparar las concentraciones de nanoparticulas de plata, del 50% y
100% se puede notar que tienen resultados muy similares, tanto en su poder
antimicrobiano presentando un halo de inhibicién bacteriano similar como en la
citotoxicidad que provocan dando una viabilidad de menos del 4%, es decir no
hay una diferencia estadisticamente significativa entre ambas concentraciones,
lo que nos hace considerar la posibilidad de que las células se encuentren
saturadas, con el 50% de la concentracién de nanoparticulas de plata, lo que
hace que sus receptores no puedan recibir mas sustratos, es decir mas
nanoparticulas, explicando con ello el porque de la similaridad de los resultados
en la prueba de citotoxicidad, lo mismo sucede en las pruebas antimicrobianas
con ambas bacterias sin embargo es mas leve la similaridad de los resultados,

al presentado por la citotoxicidad.

En la actualidad se han descrito distintos procedimientos que consisten en

depositar sobre la superficie de los implantes distintos materiales que favorecen
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la integracion de ellos, aumentando la estabilidad y proporcionando efectos
antimicrobianos , por lo que de acuerdo con las propiedades antimicrobianas y
baja citotoxicidad de las nanoparticulas de plata descritas en este estudio, esto
puede ser posible, sin embargo es necesaria la investigacion de dichas

nanoparticulas, pero ahora con procedimientos in-vivo.

Ya que dichos beneficios de la utilizaciéon de estos productos de tamafio
nanometrico en las distintas aplicaciones medicas pueden ser desafiados por
las preocupaciones de sus interacciones en el ser vivo ya que no se conoce
mucho sobre sus mecanismos de accion, absorcion , distribucion y propiedades

toxicas.

En general los resultados de este estudio comprueban que las nanoparticulas de
plata tienen propiedades antimicrobianas como una alta viabilidad celular a una
concentracion del 16%. Pudiendo llegar a ser una buena opcion de
revestimiento, obteniendo materiales no toxicos capaces de tener una liberacion
dirigida y sostenida de plata bactericida en el lugar de implantacion, sin
embargo se requiere de mayor investigacion con respecto a su toxicidad en los

sistemas bioldgicos, para asi poder ser usadas en areas de la salud.
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9. CONCLUSION

Al observar los resultados obtenidos y analizar los mismos se formularon la

siguientes conclusiones:

1)

Se confirma la hipétesis, al haber comprobado que la deposicion de
nanoparticulas de plata, sobre las superficies de las placas de titanio,
exhiben propiedades antimicrobianas contra ambas cepas bacterianas
Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis y se observo una
baja citotoxicidad de las nanoparticulas de plata a una concentracién
del 16% (0.96 mg/ml), observando viabilidad en el 95% de las células
mesenquimales de la pulpa dental. Sin embargo existe una de

citotoxicidad a concentraciones por arriba del 50% (3.03 mg/ml).

Se establece el efecto antimicrobiano de las diferentes
concentraciones de nanoparticulas de plata en las placas de titanio
con la cepa bacteriana Streptococo mutans, encontrando mayores

propiedades antimicrobianas a mayor concentracion.

Existe un efecto antimicrobiano en las tres concentraciones distintas
de nanoparticulas de plata con la cepa bacteriana Porphyromona
gingivalis, encontrando mayores propiedades antimicrobianas a mayor

concentracion.

Las nanoparticulas de plata tienen mayor afinidad por las gram
negativas Porphyromona gingivalis presentando halos de inhibicién
superiores a los de Streptococo mutans en todas sus
concentraciones, y esto se puede deber probablemente a la

morfologia de las bacterias.

Se determino una citotoxicidad in vitro en las tres concentraciones de

nanoparticulas de plata, Sin embargo la concentracién del 16%
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presento una viabilidad en el 95% de sus células. Lo que nos
demuestra que las nanoparticulas de plata no son citotdxicas a esta
concentracion, y da pie a poder jugar con concentraciones

intermedias entre el 50% y el 16%.

Al establecer la comparacion entre los dos productos se demostrd
que la clorhexidina fue mas citotoxica que las nanoparticulas de plata
de menor concentracion, de igual manera la clorhexidina tiene un
mayor poder antimicrobiano sobre cualquier concentracion de

nanoparticulas de plata.

De acuerdo a estos resultados la concentracion de nanoparticulas de
plata es dependiente del las propiedades antimicrobianas y de la
citotoxicidad, Es decir a mayor concentracion mayor efecto

antimicrobiano y mayor citotoxicidad.
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11.1 ANEXO 1
(¥

@

5 — //

Nanoparticulas de plata 100%

Figura 1.2 Micrografias tomadas por medio SEM Microscopia Electronica de Barrido
observando la caracterizacion morfologica de los discos de titanio con las NAg haciendo
presencia de nanoparticulas de plata distribuidas alrededor de la pelicula de CMC a las
24 horas después de su impregnacion A) Micrografia con una amplificaciéon a una
magnitud 80 000x, observando una distribucion homogénea nanoparticulas de plata B)
Micrografia con una amplificaciéon a una magnitud 60 000x C) Placa de titanio recubierta
con la solucién CMC de Nanoparticulas de plata D) Micrografia con una amplificacion a
una magnitud 200x, muestra una parte recubierta por la pelicula de NAg (2) y la otra
parte de la placa de titanio sin nanoparticulas de plata(1) E) Micrografia con una
amplificaciéon a una magnitud 200x, donde se observa la deposicién de nanoparticulas
de plata F) Disco impregnado con la solucion de NAg de la que se tomaron las
micrografias Dy E.
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Grafica 1. Prueba de Tukey en la fase Antimicrobiana de Streptococcus mutans con
las 3 concentraciones distintas de N-Ag, establece que el 50% y el 100% no arrojan
resultados muy diferentes pero si difieren con el 16%.
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Grafica 2. Prueba de Tukey en la fase Antimicrobiana de Porphyromona Gingivalis con
las 3 concentraciones distintas de N-Ag, establece que las 3 concentraciones arrojan

resultados muy diferentes
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Grafica 3-A Prueba de Citotoxicidad para determinar Numero de intensidad de
fluorescencia que representa la cantidad de células vivas con Nanoparticulas de plata
y de Clorhexidina en Celulas Madre Mesenquimales.
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Grafica 3-B. Porcentajes de intensidad de fluorescencia que representa la viabilidad
de las celulas madre mesenquimales de pulpa dental de dientes primarios tratadas con
Nanoparticulas de plata y Clorhexidina
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11.2 ANEXO 2

Streptococo Mutans

Concentracion Nag Halo de Inhibicién

16% 1.05 3 Numero de variables
16% 1.1 1.083333333 Promedio

16% 1.1 0.028867513  Desviacion estandar
50% 1.2 3 Numero de variables
50% 1.15 1.183333333 Promedio

50% 1.2 0.028867513  Desviacion estandar
100% 1.25 3 Numero de variables
100% 1.2 1.25 Promedio

100% 1.3 0.05 Desviacion estandar

Control Positivo Clorhexidina 1.7
0.12%
Control Negativo Sin NAg 1

Tabla 1 Resultados Prueba Antimicrobiana Streptococo Mutans

‘ Porphyromona Gingivalis

Concentracion NAg Halo de Inhibicion

16% 1.15 3 Numero de variables
16% 1.15 1.133333333 Promedio
16% 1.1 0.028867513 Desviacion estandar
50% 1.35 3 Numero de variables
50% 1.4 1.35 Promedio

50% 1.3 0.05 Desviacion estandar
100% 1.6 3 Numero de variables
100% 1.63 1.626666667 Promedio

100% 1.65 0.025166115 Desviacion estandar

Control Positivo Clorhexidina 2.3
0.12%
Control Negativo Sin NAg 1

Tabla 2 Resultados Prueba Antimicrobiana Porphyromona Gingivalis
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

S mutans

16%

50%

Media

Varianza

Observaciones

Varianza agrupada

Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

1.083333333

1.183333333

0.000833333 0.000833333

3
0.000833333
0
4

4.242640687
0.0066178
2.131846786
0.0132356
2.776445105

3

Tabla 3. Comparacion S mutans entre el 16% y el 50% NAg

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

s mutans 16% 100%
Media 1.083333333 1.25
Varianza 0.000833333 0.0025
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 0.001666667
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t -5

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

0.003745217
2.131846786
0.007490434
2.776445105

Tabla 4 Comparacion S mutans entre el 16% y el 100% NAg

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

s mutans 50% 100%
Media 1.083333333 1.25
Varianza 0.000833333 0.0025
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 0.001666667
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t -5

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

0.003745217
2.131846786
0.007490434
2.776445105

Tabla 5 Comparacién S mutans entre el 50% y el 100% NA
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

P gingivalis-2

16% 50%

Media

Varianza

Observaciones

Varianza agrupada

Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

1.133333333 1.35
0.000833333 0.0025
3 3
0.001666667
0
4
-6.5
0.001445004
2.131846786
0.002890007
2.776445105

Tabla 6. Comparacion P gingivalis entre el 16% y el 50% NAg

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

p gingivalis-2

16% 100%

Media

Varianza

Observaciones

Varianza agrupada

Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

1.133333333 1.626666667

0.000833333 0.000633333

3 3
0.000733333
0
4
-22.3118395
1.1945E-05
2.131846786
2.389E-05
2.776445105

Tabla 7 Comparacién P gingivalis entre el 16% y el 100% NAg

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

p gingivalis-2

50% 100%

Media

Varianza

Observaciones

Varianza agrupada

Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

1.466666667 1.550610927
2.185833333 2.216747518

3 3
2.201290426

0

4

0.069294372
0.474040572
2.131846786
0.948081145
2.776445105

Tabla 8 Comparacion P gingivalis entre el 50% y el 100% NAg
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Descriptivos

Streptococo
Intervalo de confianza para la
media al 95%
Deswviacion Limite
N Media tipica Error tipico | Limite inferior superior Minimo Maximo
16 3 1.0833 02887 01667 1.0116 1.1550 1.05 1.10
50 3 1.1833 02887 01667 1.1116 1.2550 1.15 1.20
100 3 1.2500 05000 .02887 1.1258 1.3742 1.20 1.30
Total 9 1.1722 07949 02650 11111 1.2333 1.05 1.30

Tabla 9. Streptococcus mutans

ANOVA
Streptococo
Suma de Media
cuadrados ql cuadratica F Sig.
Inter-grupos 042 2 021 15.200 004
Intra-grupos 008 6 001
Total 051 8

Tabla 10 . ANOVA Streptococcus mutans El valor de la F = 15.200 tiene una
significancia de 0.004 (p < 0.01), que indica que hay una alta diferencia significativa
entre las medias del halo de inhibicién debido a las concentraciones.

Descriptivos
Parnohwomona
Intervalo de confianza para la
media al 95%
Deswviacion ) ) Limite ) )

N Media tipica Error tipico Limite inferior superior Minimo Maximo
16 3 1.1333 02887 01667 1.0616 1.2050 1.10 1.15
50 3 1.3500 05000 02887 1.2258 14742 1.30 140
100 3 1.6267 02517 01453 1.5642 1.6892 1.60 1.65
Total 9 1.3700 21645 07215 1.2036 1.5364 1.10 1.65

Tabla 11. Porphyromona gingivalis

ANOVA
_Porphyromona
Suma de Media
cuadrados ql cuadratica F Sig.
Inter-grupos 367 2 183 | 138.731 000
Intra-grupos 008 6 001
Total 375

Tabla 12 . ANOVA Porphyromona gingivalis El valor de la F = 138.731 tiene una
significancia de 0.000 (p < 0.01), que indica que hay una alta diferencia significativa
entre las medias del halo de inhibicién debido a las concentraciones.
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Streptococo

HSD de Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05
|- Concenfracion N 1 2
16 3 1.0833
50 1.1833
100 3 1.2500
Sig. 1.000 151

Tabla 13. Prueba de Turkey para S mutans

Porohwomona
HSD de Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
on N 1 2 3

16 3 1.1333
50 3 1.3500
100 3 1.6267
Sig. 1.000 1.000 1.000

Tabla 14 Prueba de Turkey para P gingivalis

Descriptivos

Citotoxicidad
Intervalo de confianza para la
media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico | Limite inferior superior Minimo Maximo
Control Negativo 3 | 70726.67 735.822 424.827 68898.78 72554.55 70050 71510
Control Positivo 3 | 44040.00 528.488 305.123 42727.16 45352.84 43720 44650
100% NANOP 3 2869.00 98.321 56.766 2624.76 3113.24 2803 2982
50% NANOP 3 2826.00 199.872 115.396 2329.49 3322.51 2614 3011
16% NANOP 3 | 67390.00 900.167 519.711 65153.86 69626.14 66410 68180
Total 15 | 37570.33 30855.249 7966.791 20483.27 54657.40 2614 71510
ANOVA
Citotoxicidad
Suma de Media ]
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1.333E10 4 3.331E9 | 9910.818 .000
Intra-grupos 3361298.667 10 336129.867
Total 1.333E10 14

Tabla 15 Prueba de citotoxicidad de Nanoparticulas de plata comparacion de todos los
tratamientos de las 3 concentraciones de Nanoparticulas de Plata y Controles.

ANOVA Prueba de citotoxicidad de Nanoparticulas de plata El valor de la F = 9910.818
tiene una significancia de 0.000 (p < 0.01), que indica que hay una alta diferencia
significativa entre las medias de los diferentes tratamientos.
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Citotoxicidad

HSD de Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
| Tratamientos N 1 2 3 4
50% NANOP 3 | 2826.00
100% NANOP 3 | 2869.00
Control Positivo 3 44040.00
16% NANOP 3 67390.00
Control Negativo 3 70726.67
o Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Tabla 16. Prueba de Turkey con las diferentes concentraciones de nanoparticulas y
controles. Observando que entre el 50% y el 100% no existe una diferencia estadistica.

Descriptivos

Citotoxicidad

Intervalo de confilanza para la
media al D5%
Des\viacion Limite

N Media tipica Etror tipico | Limite infetior superior Minimo Maxim o
Control Negativo 3 70726.67 735822 424.827 68898.78 7255455 70050 71510
100% NANOP 3 2869.00 98.321 56.766 2624.76 311324 2803 2982
50% NANOP 3 2826.00 100872 115.396 2329.49 332251 2614 3011
16% NANOP 3 673920.00 200.167 519.711 65153.86 69626.14 66410 68180
Total 12 35952.92 34603.112 9989.058 13967.15 57938.69 2814 71510

ANOVA
Citotoxicidad
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.

Inter-grupos 1.317E10 3 4.389E9 | 12529.187 .000
Intra-grupos 2802698.667 8 350337.333
Total 1.317E10 11

Tabla 17 Prueba de citotoxicidad. @ Comparaciéon de las 3 concentraciones de
Nanoparticulas de Plata vs Control Positivo Clorhexidina .

ANOVA Prueba de citotoxicidad El valor de la F = 12529.187 tiene una significancia de
0.000 (p < 0.01), que indica que hay una alta diferencia significativa entre las medias de
las 3 concentraciones de nanoparticulas de plata y el control positivo.

Comparaciones muiltiples

Citotoxicidad
tde Dunnett (bilateral)?
Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de Limite
medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior superior
100% NANOP  Control Negativo -67857.667" 483.279 .000 -69249.35 -66465.99
50% NANOP Control Negativo -67900.667" 483.279 .000 -69292.35 -66508.99
16% NANOP Control Negativo -3336.667" 483.279 .000 -4728.35 -1944.99
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Tabla 18. Prueba de T de Dunnett observando una significancia de 0.000 (p < 0.01),
entre cada una de las comparaciones indicando que hay una alta diferencia significativa
entre las medias de las 3 concentraciones de nano particulas de plata con el control
negativo .

Descriptivos

Citotoxicidad

Intervalo de confianza para la
media al 95%
Desviacion Limite

N Media tipica Error tipico_| Limite inferior superior Minimo Maximo
Control Positivo 3 | 44040.00 528.488 305.123 42727.16 45352.84 43720 44650
100% NANOP 3 2869.00 98.321 56.766 2624.76 3113.24 2803 2982
50% NANOP 3 2826.00 199.872 115.396 232949 3322.51 2614 3011
16% NANOP 3 67390.00 900.167 519.711 65153.86 69626.14 66410 68180
Total 12 29281.25 28927.861 8350.754 10901.36 47661.14 2614 68180

ANOVA
Citotoxicidad
Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 9.203E9 3 3.068E9 | 10770.863 .000
Intra-grupos 2278432.000 8 284804.000
Total 9.205E9 11

Tabla 19 Prueba de citotoxicidad. @ Comparaciéon de las 3 concentraciones de
Nanoparticulas de Plata vs Control negativo. ANOVA El valor de la F = 10770.863 tiene
una significancia de 0.000 (p < 0.01), que indica que hay una alta diferencia significativa
entre las medias de las 3 concentraciones de nanoparticulas de plata y el control
negativo.

Comparaciones multiples

Citotoxicidad
tde Dunnett (bilateral)®

Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de ) ) Limite
| (1) Tratamientos _(J) Tratamientos medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior superior
100% NANOP Control Positivo -41171.000° 435.740 .000 -42425.78 -39916.22
50% NANOP Control Positivo -41214.000° 435.740 .000 -42468.78 -39959.22
16% NANOP Control Positivo 23350.000° 435.740 .000 22095.22 24604.78
Tabla 20 Prueba de T de Dunnett observando una significancia de 0.000 (p < 0.01),

entre cada una de las comparaciones indicando que hay una alta diferencia significativa
entre las medias de las 3 concentraciones de nano particulas de plata con el control
positivo .

Descriptivos

Citotoxicidad

Intervalo de confianza para la
media al 95%
Desviacion ; . Limite : ]
N Media tipica Error tipico Limite inferior superior Minimo Maximo
100% NANOP 3 2869.00 98.321 56.766 2624.76 3113.24 2803 2982
50% NANOP 3 2826.00 199.872 115.396 232949 3322.51 2614 3011
16% NANOP 3 | 67390.00 900.167 519.711 65153.86 69626.14 66410 68180
Total 9 | 24361.67 32274.586 | 10758.195 -446.78 49170.11 2614 68180
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ANOVA

Citotoxicidad

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 8.331E9 2 4.166E9 | 14533.056 .000
Intra-grupos 1719832.000 6 286638.667
Total 8.333E9 8

Tabla 21 Prueba de citotoxicidad.
Nanoparticulas de Plata sin los Controles
ANOVA El valor de la F = 14533.056 tiene una significancia de 0.000 (p < 0.01), que

indica que hay una alta diferencia significativa entre las medias de las 3 concentraciones
de nanoparticulas de plata.

Comparacion de las 3 concentraciones de

Citotoxicidad

HSD de Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamientos N 1 2
50% NANOP 3 2826.00
100% NANOP 3 2869.00
16% NANOP 3 67390.00
Sig. 995 1.000

Tabla 22. Prueba de Turkey

de citotoxicidad entre las tres concentraciones de
nanoparticulas de plata
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