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Resumen

Introduccion: Desde la antigliedad, diversos compuestos de Bismuto (Bi) se
han utilizado en materiales antisépticos y cosméticos. También se han empleado para
el tratamiento de infecciones gastrointestinales debido a su capacidad bactericida con-
tra Helicobacter pylori y especies de Pseudomonas. Por otra parte, el desarrollo de
materiales nanométricos se basa en los cambios radicales de las propiedades fisicas
y quimicas de un material en bulto cuando es utilizado en dimensiones nanométricas.
Objetivo: Determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) de dispersiones
coloidales de nanoparticulas (NPs) de Bi metalico, 6xido de Bi, sulfuro de Bi, com-
parandolas con NPs de Plata (Ag), sobre bacterias orales y en patégenos implicados
en infecciones nosocomiales. Metodologia: Las NPs fueron sintetizadas por reduc-
cién quimica y fueron dispersadas en Dimetil sulféxido (DMSO). Se utilizaron las es-
pecies orales: Actinomyces israelii, Agreggatibacter actinomycetemcomitans serotipo
b, Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum, Parvimonas mi-
cra, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia y Streptococcus sanguinis, asi
como en tres especies de importancia médica: Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Escherichia coli para determinar las CMIs de las dispersiones coloidales
de Bi y Ag. Resultados: Los compuestos de Bi que fueron sistetizados tuvieron un
tamario promedio de 3 a 10 nm. Estos compuestos mostraron un efecto antimicrobia-
no sobre las especies bacterianas que fueron analizadas. Las CMIs obtenidas de los
diferentes coloides de NPs de Bi estuvieron en intervalos de 1.02 x 10* a 1.28 x 10
M. Sin embargo, las NPs de Ag (4 nm) mostraron mayor efecto antimicrobiano, ya que

las CMIs obtenidas fueron de 1.25 x 10°a 6.40 x 10* M. Conclusiones: Los diferen-



tes nanocompuestos de Bi mostraron un efecto antimicrobiano en todas las especies
que fueron probadas en este estudio, aunque con una potencia mas baja que las NPs

de Ag.

Abstract

Introduction: Bismuth (Bi) has been used as an antimicrobial agent, for treating
gastrointestinal disorders, especially in the eradication of Helicobacter pylori andPseu-
domonas sp. On the other hand, the development of nanometric materials is based on
the change in the phisycal and chemical properties of the bulk material when in used in
a nanometric scale. Objetive: The aim of the present study was to evaluate the mini-
mum inhibitori concentrations (MICs) of different Bi nanoparticles (NPs) compounds
(Bismuth oxide, Bismuth sulfide and Zero-valent bismuth) in comparison with colloidal
silver (Ag) NPs, on bacterial species belonging to the normal flora of the oral cavity
and nosocomial pathogens. Methods: Nanoparticles were synthesized by chemical
reduction and dissolved on dimetil sulfoxide (DMSO). The following oral bacterial
strains: Actinomyces israelii, Agreggatibacter actinomycetemcomitans serotipo b, Ei-
kenella corrodens, Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum, Parvimonas micra,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia and Streptococcus sanguinis, as well
as three species of medical importance: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeru-
ginosa and Escherichia coli were used to determined the MICs of the Bi and Ag NPs.
Results:The mean average size of the Bi NPs were 3 to 10 nm. These compounds
were able to inhibit bacterial growth at 1.02 x 10 to 1.28 x 10 M. However, Ag NPs

(average size 4 nm) were effective at 1.25 x 10° to 6.40 x 10 M, showing a higher



bactericidal effect. Conclusions: The Bi nano-compounds were effective in the inhibi-
tion of bacterial growth on all the species tested. Nevertheless, Ag NPs were more ef-

fective at lower concentrations.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Materiales de uso odontoldgicocon propiedades antimicrobianas

En el area odontologica se utilizan una gran variedad de biomateriales que, al
entran en contacto con las aproximadamente 700 especies bacterianas presentes en
la cavidad oral (Paster et al., 2001), proporcionan un sustrato adecuado para formar
estructuras complejas llamadas biopeliculas. Una biopelicula puede ser descrita como
un agregado de microorganismos en el que las células se adhieren entre si a una su-
perficie ya sea natural o artificial (Marsh & Bradshaw, 1995; Costerton et al., 1999). La
formacion de biopeliculas es una forma de crecimiento natural para muchas especies
bacterianas, la cual tiene como principal ventaja la proteccion contra el ambiente y de
otros microorganismos, debido a que las microcolonias estan organizadas dentro de
una matriz de exopolisacaridos compuesta por secreciones bacterianas que incluyen
las substancias poliméricas extracelulares (proteinas, poca cantidad de acidos nuclei-
cos y fosfolipidos) y productos de la lisis bacteriana. Esta matriz, actia como meca-
nismo de defensa, y facilita la transformacion y absorcién de nutrientes, asi como la
eliminacién de productos metabdlicos potencialmente perjudiciales, proporcionandoles
un entorno fisico adecuado (Socransky & Haffajee, 2002).

En la actualidad, existen materiales dentales con propiedades antimicrobianas,
como son los cementos a base de hidroxido de calcio (Ca(OH),) (Mohammadi & Ab-
bott, 2009; Delgado et al., 2010), de 6xido de zinc y eugenol y el ionémero de vidrio

(Boeckh et al., 2002) y materiales que reducen la formacion de placa dentobacteriana;
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por ejemplo, resinas con liberacion de fluoruros (Saku et al., 2010). A su vez, algunos
estudios han integrado nuevas tecnologias para la modificacién de superficies, utili-
zando las propiedades biocidas de la plata (Ag) a escala nanométrica, obteniendo
buena resistencia a la colonizacién sobre aleaciones de Titanio (Ti) (Flores et al.,
2010), el cual es un metal ampliamente utilizado en implantes médicos y dentales.

Bismuto

Caracteristicas Generales

El Bismuto fue descrito en 1753 como elemento quimico por el cientifico
francés Claude Geoffroy. EI nombre del elemento es mencionado alrededor del afio
1400 como “Bismutum”, proveniente de la palabra alemana “Weissmuth” que significa

material blanco (Hampel, 1973)(http://www.mindat.org).

Es un metal blancuzco, fragil con un ligero tinte rosa debido al 6xido de la su-
perficie. Su niumero atomico es el 83 y es miembro del grupo del arsénico: V-A de la
tabla periddica. Al igual que el agua, se expande cuando se enfria por su estructura
ordenada de cristales romboédricos (Lewis, 2007) (Figura 1). Este elemento produce
vapores verdosos y es poco conductor del calor y la electricidad, aunque el compuesto
trioxido de bismuto (Bi»O3) ha sido reportado con alta conductividad (Harwig & Ge-
rards, 1978). El bismuto metalico (Bi°) es el material mas diamagnético que existe
(dificil de magnetizar) (Taylor, 1950), ya que cambia su configuracién electronica, des-

viando en angulo recto los campos magnéticos cuando se acerca a un iman.
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Figura 1. Bismuto, Mina Silverfields (Alexandra Shaft), municipio Coleman, regidén Cobalt-Gowganda,
Distrito Timiskaming, Ontario, Canada

© 2002 John H. Betts.

En su estado natural representa aproximadamente el 2 x 10 % de la corteza
terrestre, siendo el elemento nimero 69 en orden de abundancia. Se encuentra en
forma de oOxidos y sulfuros y se obtiene como subproducto de la refinacién del oro
(Au), plomo (Pb), cobre (Cu), zinc (Zn), tungsteno (W) y otros minerales metalicos.

En el 2010, la produccion mineral y reservas de Bi se encontraron distribuidas
principalmente en México, Bolivia, Canada, China, Kazakhstan y Perd. En México, se
obtienen anualmente 1,054 toneladas en promedio (2004-2009 INEGI), ocupando el
segundo lugar en produccion mundial. Sin embargo, sus aplicaciones son reducidas a
nivel nacional y solo se le da cierto valor comercial por medio de su exportacion. En
Estados Unidos, alrededor del 60% del Bi disponible se utiliza en productos farmacéu-

ticos y quimicos, el 36% en aditivos metalargicos y el 4% en metales para soldadura y
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cartuchos de municion. También se ha utilizado en la fabricacion de esmaltes cerami-
cos, articulos de cristal, pigmentos y como reemplazo no téxico para el plomo

(http://minerals.usgs.qov).

Los elementos del grupo V de la tabla periédica son compuestos semiconducto-
res, por lo que Bi es un material técnicamente importante por su fotosensibilidad, foto-
conductividad y poder termoeléctrico (Killedar et al., 1996). Debido a éstas caracteris-
ticas, algunos compuestos como el Sulfuro de bismuto (Bi,S3), que se encuentra en la
naturaleza en su fase cristalina ortorrombica conocida como Bismutinita (Hofmann,
1935, Vega-Gonzalez & Bokhimi, 2007), se ha utilizado para el desarrollo de dispositi-
vos para la conversion de la energia solar, asi como fotocatalizador (Case, 1917). El
Bi.S3 se encuentra de forma natural como metal color gris plomo a blanco estafio; es

fragil, opaco y de forma prismatica (Figura 2) (http://www.mindat.org).

Figura 2. Bismutinita. Cerro Tazna, Distrito Atocha-Quechisla, Provincia Nor Chichas, Potosi

Bolivia © Saul Krotki 2003.

Por otra parte, el Bi,O3 es un compuesto importante en la industria del Bismuto
(Rohr, 2002). Se encuentra en la naturaleza en forma cristalina como Bismite, de color

amarillo verdoso (Sharpe & Williams, 2004) (Figura 3). Se emplea en la construccion
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de condensadores, catéteres, materiales ceramicos, vidrios especiales, materiales
superconductores, desinfectantes, fabricacion de imanes, vulcanizado de caucho, anti-
llamas y antihumo de polimeros y aplicaciones en ingenieria nuclear, entre otros (Le-
wis, 2007). Se conocen dos variables cristalinas de Bi,O3; que son estables: la o-
monoclinica (semiconductor), que se encuentra a temperatura ambiente y la é-cubica
(conductor) (Boivin & Mairesse, 1998) estructura que se obtiene cuando se calienta

por encima de 727° C.

Figura 3. Bismite. Valle Cobre Mesopotamia, Khorixas, Distrito Damaraland, Kunene, Namibia

© Brent Thorne.

Otros compuestos como Subcarbonato de bismuto ((BiO),CO3) y Subnitrato de
bismuto (BisO(OH)g(NO3)4) son usados con propésitos médicos. El Oxicloruro de bis-
muto (BIOCI) es usado como un ingrediente nacarado en cosméticos. El Fosfomolib-
dato de bismuto (BiPM01,040) se utiliza como catalizador en la produccion de fibras de
acrilonitrilo (Hampel, 1973), que se emplea en la fabricacion de fibras acrilicas, plasti-

COS y pinturas.
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Usos Terapéuticos

Las aplicaciones cosméticas y farmacéuticas de compuestos de Bi tienen unos
250 afios en uso, las cuales han sido discutidas en varios articulos de revision (Wags-
taff et al., 1988; Rokkas & Sladen, 1988; Lambert, 1991; Briand & Burford, 1999; Sad-
ler et al., 1999).

Exceptuando el Bismutato de sodio (NaBiO3s) en el que el Bi actia como anion
con estado de oxidacion +5, los compuestos de Bi de importancia comercial corres-
ponden a la variedad Bi*® (Briand & Burford, 1999).

El Bi se ha utilizado como agente antimicrobiano, por su alta efectividad y baja
toxicidad en tratamientos para infecciones microbianas, que incluyen diarrea, gastritis
y colitis. En el tratamiento de infecciones gastrointestinales causadas por Helicobacter
pylori, se usan compuestos como el Subsalicilato de bismuto (C;HsBiO,) (Pepto-
Bismol®), Subcitrato de bismuto coloidal (BiC12H14K5017) (CBS, De-Nol®) y Citrato de
bismuto ranitidina (CsHsBiO;) (RBC, Tritec® y Pylorid®, GSK) con buenos resultados
(Yang & Sun, 2007).

Més aun, se ha sefialado su efectividad inhibitoria tanto en biopeliculas de es-
pecies de Staphylococcus y en Pseudomonas aeruginosa (Huang & Stewart, 1999;
Domenico et al., 2001), como en bacterias individuales, principalmente contra H. pylori
(Nakao et al., 1995; Cheng & Hu, 2009; Severi et al., 2009). Demostrando su efecto
antimicrobiano en dispersiones coloidales e incluso proveyendo de proteccion antimi-
crobiana en la superficie de dispositivos biomédicos (Schindler et al., 2010).

Las sales basicas de Bi, como el (BiO),COg3, Subgalato de bismuto (C;HsBiOg)

y Subnitrato de bismuto (BisO(OH)q(NOs3)4), sSe emplean por sus propiedades astrin-
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gentes, germicidas y antiacidas. El BisO(OH)g(NO3)4, C7HsBiOg y la leche de Bi se en-
cuentran incluidos oficialmente en la USP (United States Pharmacopoeia). La leche de
Bi posee propiedades antiacidas en presencia de i6nes oxhidrilo (OH") y carbonato
(CO3), y proporciona accion protectora por sus propiedades adherentes. También se
ha descrito que una pequefia cantidad de i6n bismutilo (BiO™) disuelto ejerce un suave
efecto antiséptico (Genaro, 1998).

Por ser un elemento metalico de baja solubilidad y buena biocompatibilidad
(Kricheldorf, 2009), se han incorporado compuestos de Bi en materiales odontoldgicos
y médicos; por ejemplo Bi,O3 en cementos endodonticos (Seven et al., 1989; Camille-
ri, 2008; Coutinho-Filho et al., 2008; Bueno et al., 2009) y Trifenil-bismuto (C1sH15Bi)
en resinas dentales (Rawls et al., 1992; Lang et al., 2000) y cementos 6seos (Deb et
al., 2002); exponiendo su actividad antimicrobiana, propiedades radiopacas y efectos
hemostaticos (Puia et al., 2003).

En el organismo, el BiO" reacciona con el Sulfuro de hidrogeno (H.S), que se
forma por la degradacién de las proteinas en el intestino, y produce Bi,S3 insoluble y
de color pardo oscuro (Genaro, 1998). En consecuencia, las heces aparecen negras
siendo su principal via de excrecion. Otros efectos de su consumo y metabolismo in-
cluyen pigmentacién por Bi en el colon, vagina y piel (Friberg, 1986).

Los reportes de captacion de Bi en varios tipos celulares incluyen células rena-
les (Stoltenberg & Danscher, 2000), neuronas motoras (Pamphlett et al., 2000a,
Pamphlett et al., 2000b), células ganglionares (Stoltenberg et al., 2001) y células Ley-
ding (células productoras de testosterona) (Stoltenberg et al., 2000). En estos casos el

Bismuto fue localizado en los lisosomas, donde induce la ruptura del lisosoma. Estos
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organeélos realizan un papel vital en el metabolismo de metales pesados (Stoltenberg
et al., 2002).

Por otra parte, los efectos adversos son evidentes en los compuestos solubles
de Bi (Genaro, 1998). Se ha reportado que la administracion de Bi cuando existe gin-
givitis puede evolucionar a estomatitis ulcerosa (Robert, 1950). Por lo que se conside-
ra que los niveles sanguineos de 100 ug/L de Bi inorganico pueden mostrar efectos de
sobredosis (Phillips et al., 2001; Islek et al., 2001), y mayores dosis a éstas pueden
ser mortales. Como lo definié el cientifico suizo Theophrastus Bombastus von Hohen-
heim (1493-1541) mejor conocido como Paracelso: “Dosis sola facit venemem” que
puede traducirse como “la dosis por si sola hace el veneno”. La cantidad y concentra-
cibn consumida y captada de este elemento, es decisiva para una adecuada com-
prension del riesgo a la salud que pueda ocacionar (Briand & Burford, 1999).

Plata

Caracteristicas Generales

La Plata (Ag, procedente del latin: Argentum) es un metal blanco, brillante,
blando, ductil, maleable, de nimero atomico 47, situado en el grupo I-B de la tabla
periddica de los elementos (Figura 4). Posee alta conductividad térmica y eléctrica y
gran indice de reflexion; resiste la oxidacion, sin embargo se empafa al reaccionar
con los componentes de sulfuro atmosférico (Lewis, 2007). Ag se conoce y se valora
desde la antigliedad, como metal ornamental y de acufiacion. Es considerado un me-
tal noble, entre los que también encontramos al oro (Au) y los seis metales del grupo
del platino (Pt) y que en conjunto forman el grupo de los metales preciosos (Hampel,

1973) (http://www.mindat.org).
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La Plata ocupa el lugar 66 en abundancia entre los elementos de la corteza te-
rrestre. Los sedimentos mas notables de Ag pura estdn en México siendo el mayor
productor (2,491,487 toneladas de produccion, 2004-2009, INEGI) seguido por Perd,
Australia y los Estados Unidos. Alrededor del 25% de Ag extraida procede de minera-
les de Ag, 15% a partir de minerales de Au y el 60%, a partir de Cu, Pb y minerales de

Zn (http://minerals.usgs.gov). Ocasionalmente se ha detectado su presencia en aguas

subterrdneas y superficiales, por lo que las concentraciones de consumo en agua, se

estiman mayores a 5ug/L (OMS).

Figura 4. Plata y oro. Minas de Uchucchacua, provincia de Oyon, Lima, Per(

© Rob Lavinsky.

Este mineral se encuentra formando principalmente 6xidos muy solubles o sul-
furos conocidos como Argentita (Ag.S) o cloruros conocidos como Kerargita (AgCl)

(http://minerals.usgs.gov). El Nitrato de plata (AgNOs) y el Bromuro de Plata (AgBr) son

compuestos usados en la fabricacion de productos quimicos fotograficos, tanques y

otros equipos con revestimiento para reaccion quimica, destilacion de agua, etc. Tam-
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bién se utiliza en espejos, conductores eléctricos, purificacion de agua, cementos
quirurgicos, baterias especiales, celdas solares, reflectores; en aleaciones para solda-
dura de baja temperatura, cubiertos de mesa, equipos odontolégicos, médicos y
cientificos, asi como agente antimicrobiano para reducir la propagacién de bacterias
en diferentes sustratos (Lewis, 2007). En general, es uno de los minerales de mayor
importancia en la actualidad, debido a sus multiples aplicaciones en la industria quimi-

ca, metallrgica, farmacéutica, etc. (http://minerals.usgs.qov).

Usos Terapéuticos

La Plata es un conocido agente antimicrobiano que data de por lo menos 2000
afos, desde la antigua Grecia y Roma (Klasen, 2000). Sus usos comunes incluian la
desinfeccién del agua y limpieza de heridas. Diferentes estudios han reportado los
efectos antimicrobianos de la Plata metélica (Ag®) y sus compuestos, que incluyen
esterilidad del agua destilada durante periodos prolongados (Vonberg et al., 2008,
Silvestry-Rodriguez et al., 2007), y su accion como agente antimicrobiano de amplio
espectro contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, con menos posibilidades
de desarrollar resistencia bacteriana (Percival et al., 2005; Landsdown & Williams,
2007). Debido a la capacidad del i6n plata (Ag") para precipitar proteinas y cloruros en
los tejidos afectados, algunos compuestos, por ejemplo AgNOs, se emplea como de-
sinfectante local para bacterias no esporuladas y virus (Genaro, 1998, Thurman &
Gerba, 1988). Por lo que en areas médicas y de la salud se exploran mayores usos
considerando estas propiedades, aunado a su baja toxicidad (Hetrick & Schoenfisch,

2006).
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Las sales comunes de Ag en estado de oxidacion +1 son insolubles o muy poco
solubles en agua, exceptuando el AgNO; y el Fluoruro de plata (AgF) (Genaro, 1998).
El AgNO3 y la Sulfadiazina de plata (SSD), que contiene AgNO3 y un antibiético de
sulfonamida, se utilizan en el tratamiento y profilaxis de infecciones de Ulceras de de-
cubito, varicosas, Ulceras del diabético, heridas quirdrgicas, quemaduras y como co-
adyuvante en la cicatrizacién (Klasen, 2000, Spann et al., 2003), asi como en el recu-
brimiento de catéteres principalmente para prevenir infecciones en el tracto urinario
(Darouiche, 1999), y en vendajes para heridas y suturas (Genaro, 1998). En odonto-
logia, se utiliza Ag como componente de la amalgama dental y algunos estudios le
atribuyen propiedades inhibitorias de caries recurrente en esta aleacién (Morrier et al.,
1998; Beyth et al., 2007).

En cuanto a su interaccion con los organismos, se reconoce a Ag como un me-
tal oligodinamico (capacidad de los metales pesados para inactivar las enzimas) (Co-
llart et al., 2006). Por lo que sus iones se unen en sitios especificos del ADN, ARN,
enzimas respiratorias, proteinas celulares y cloruros causando dafio y muerte celular
(Hambidge, 2001). También se ha reportado que Ag puede causar la inactivacion bac-
teriana uniendose tanto al ADN y evitando su replicacion, asi como a los grupos sulf-
hidrilo (-SH) de las enzimas metabdlicas, en la cadena de transporte de electrones
bacteriana (Darouiche, 1999).

Aunque la absorcion de Ag es baja y las tasas de retencion en personas y en
animales de laboratorio se encuentran entre 0% y el 10%, sus efectos toxicos conoci-
dos incluyen problemas estéticos por coloracion anomala debido a la fotosensibilidad

del Ag+ (Genaro, 1998), siendo su principal manifestacion la Argiria y la Argiriosis,
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enfermedades asociadas con el depdsito de precipitados de Ag insoluble en la piel y
cOrnea/conjuntiva, donde se ha estimado de 90 a 100g del elemento en el cuerpo de
los pacientes que la manifiestan (Lansdown, 2010).

Nanomateriales

Los nanomateriales han sido utilizados durante siglos por culturas antiguas co-
mo la Maya, Egipcia y China; principalmente en la decoracion de ceramicas, muros y
textiles, demostrado gran estabilidad durante el tiempo (Del Rio et al., 2006, Berke,
2007, Adlakha-Hutcheon et al., 2009). Por ejemplo usaban estructuras de aluminosili-
cato con sulfuros y particulas nanométricas de Au y Cu para obtener los pigmentos

azul, indigo y ultramarino, entre otros (Figura 5y 6).

Figura 5. Mural maya de Bonampak (790 d. C.). Ciudad arqueoldgica, Chiapas,

México © Arturo Andrade.
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Figura 6. Busto de Nefertiti (1330 a. C.). Museo Egyptian and Papyrus Collection Berlin.

En la actualidad, encontramos nanoparticulas (NPs) de forma incidental en el
medio ambiente, con las que estamos en contacto continuo, por ejemplo los coloides
del suelo, nanocristales de sales marinas transportadas en el aire, fullerenos, nanotu-
bos de carbono y magnetita biogénica (Fesz0,4) (Nowack & Bucheli, 2007).

Los avances obtenidos en las técnicas de medicion, disefio y desarrollo de
nuevos materiales, en el campo de los materiales nanométricos, tiene desde hace
décadas la atencién, imaginacion y estrecho escrutinio de cientificos e ingenieros, por
la prometedora obtencion de nanocompuestos multifuncionales. Ya que usando blo-
ques de materiales a escala nanométrica, se han descrito cambios radicales en sus
propiedades fisicas 6pticas, quimicas y bioquimicas dependientes de su dimensionali-
dad y forma (Bonnemann & Richards, 2001, Lu & Lieber, 2007, Fang et al., 2009) (Wi-

liams & Adams, 2007); lo que posibilita realizar combinaciones con las propiedades
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Unicas de estos materiales, que resultan inalcanzables por los materiales tradicionales
(Murphy, 2002).

La Nanotecnologia considera la investigacion y desarrollo tecnolégico en un in-
tervalo entre 1 y 100 nm, que incluye la creacion y uso de estructuras con nobles pro-
piedades debido a su pequefio tamafio. En marzo de 2011, el inventario de productos
consumibles en el mercado mundial, reporto 1,317 productos o lineas de produccién

que utilizan nanotecnologia (http://www.nanotechproject.org/). Los productos de mayor

relevancia se agrupan en multiples categorias como: salud y deportes, casa y jardin,
automotriz, asi como electrénica y computacién, entre otros. El elemento més utilizado
en las descripciones de estos productos es Ag (313 productos) seguido de los fullere-
nos, (91 productos), Ti (59 productos, incluido el diéxido de titanio), Silice (SiO,) (43
productos), Zn (31 productos, incluyendo el 6xido de zinc), y Au (28 productos) (Figu-
ra7).

Algunas investigaciones han estimado en 15.7 mil millones de délares la pro-

duccion en la industria de nanotecnologia en 2010, con una tasa de crecimiento anual

compuesta (CAGR por sus siglas en inglés) del 11.1% (www.bccresearch.com). Méxi-
co es uno de los diez principales paises con patentes de aplicacion en nanotecnolog-
ia, con 471 patentes de entre 1991 a 2008, de una lista que encabeza Estados Unidos
y la Republica Popular China (Dang et al., 2010).

En cuanto a los propositos médicos, la hanotecnologia se esta desarrollando de
manera importante en areas de diagndstico y estrategias de tratamiento, como medi-
camentos con efecto antibacterial (Koper et al., 2002), drogas de liberacién controlada

(Cal et al., 2008), deteccion patdgena (Edelstein et al., 2000), deteccidon de tumores
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(Jin et al., 2008), y como auxiliares en el diagndstico de cardiopatias coronarias (Pan

et al., 2010), etc.

Major Materials

B Mar 8, 2006
W Mar 10, 2011

Humber of Products
e

o II _i =N _H =
S1lwe Tinc

Gold

Carbon Titanium Si lica

Figura 7. Numero de productos asociados con materiales especificos.

(http://www.nanotechproject.org/inventories/consumer/analysis _draft/).

La actividad bioldgica de las nanoparticulas depende de muchos factores, entre
los que se han incluido el tamafio, la forma y sus propiedades superficiales (Oberdors-
ter et al., 2005). Las dimensiones nanométricas facilitan su captacion celular y su alta
proporcion volumen-superficie permite la asociacion con otras moléculas que se pue-
den transportar a las células, por lo tanto, el incremento del area superficial junto con
el aumento de grupos reactivos sobre la superficie de las particulas han sido conside-
radas como factores importantes para aumentar su toxicidad y a la vez, sus propieda-
des antimicrobianas (Klein, 2007).

En odontologia, se encuentran disponibles en el mercado productos con nano-

rellenos (SiO,, aleaciones metéalicas o porcelana vitrea) para obtener adhesivos refor-
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zados (Primer&Bond NT, Dentsply) y composites con menor desgaste y mayor fluidez
(Filtek Supreme, 3M-ESPE, USA) (GrandiO, Voco, Germany) (Kim et al., 2007a).
También, se utilizan en cementos de ionomero de vidrio para reducir la porosidad y
aumentar las propiedades fisicas del material (Ketac ™ Nano 3M-ESPE, USA) (Nomo-
to et al., 2004). Por otro lado, se ha reportado la aplicacion de nanofibras de hidroxia-
patita sintética y NPs de carbonato de hidroxiapatita, que semejan en tamafio y com-
posicion quimica a los cristales del esmalte dentario natural, para reparar defectos
micrométricos sobre la superficie dentaria (Roveri et al., 2009), las cuales se han in-
corporado a pastas dentales y enjuagues bucales (biopreparacion de Laboratorios
Coswell Italia y Dr. Wolff, Alemania) (Lv et al., 2007). Otra propuesta es el uso de NPs
de materiales bioactivos o nanoporos, en la superficie de implantes dentales para me-
jorar su osteointegracion (Tomsia et al., 2011).

Clasificacion de nanoparticulas

Las Nanoparticulas pueden ser clasificadas en naturales o incidentales y antro-
pogénicas o ingenieriles como son los quantum dots y dendrimeros, que son particu-
las disefladas para explotar sus propiedades inherentes relacionadas al tamafio, por
ejemplo: conductividad, propiedades espectrales y biodistribucion (Figura 8). Por otro
lado, las nanopatrticulas incidentales, se pueden encontrar libres en la atmésfera y son
producidas en la combustiébn como son las emisiones de particulas del diesel o en in-
cendios forestales. Mientras que otras particulas como los fullerenos y nanotubos de
carbono son tanto materiales ingenieriles como componentes incidentales de la con-

taminacion ambiental (Nowack & Bucheli, 2007; Stern & McNeil, 2008).
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Figura 8. Clasificacion de nanoparticulas en incidentales e ingenieriles. (Stern & McNeil, 2008).

Un material a nanoescala, es definido por la agencia de proteccion ambiental
(EPA, por sus siglas en ingles) como “un ingrediente que contiene particulas intencio-
nalmente producidas, con por lo menos una dimension que mide entre aproximada-

mente 1 a 100 nm” (Figura 9) (http://www.nanotechproject.org/)
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Figura 9. Escala comparativa de particulas nanométricas.

26



Nanoparticulas de Bismuto

Las estructuras a nanoescala de Bi, incluyen nanotubos, nanoparticulas, nano-
fibras, (Liu et al., 2003; Chen et al., 2006; Bisrat et al., 2007) y nanoplacas entre otros
(Yu et al., 2004).

Las NPs de Bi,O3 ofrecen un gran potencial para diversas aplicaciones practi-
cas en electronica, fotonica, sensores bioquimicos, magnetismo, incluyendo sus apli-
caciones bioldgicas (Stern et al., 2007). Como semiconductor, puede cambiar las pro-
piedades de materiales fotosensibles y electrocrémicos (Argun et al., 2004, Li et al.,
2009), ya que se caracteriza por tener una brecha energética amplia.

Los nanomateriales de Bi,S; incluyen tubos, varillas, cables y particulas, que
tienen aplicacion en dispositivos electroquimicos de almacenamiento de hidrogeno (H)
y en sensores de H a temperatura ambiente (Wang et al., 2002, Zhang et al., 2006,
Yao et al., 2008). Son utilizados como fotodetectores ya que actian como transductor
de la luz (Case, 1917, Konstantatos et al., 2008). Tomando en cuenta esta propiedad,
también se utilizan en matrices de fotodiodos, en celdas solares (Hodes et al., 1976;
Miller & Heller, 1976; Pramanik & Bhattacharya, 1980) y en el area biomédica como
medio de contraste de imagen para Tomografia Computarizada con rayos X (Rabin et
al., 2006). Ademas las NPs de Bi,S3 poseen actividad antimicrobiana, por lo que esta
siendo empleado en la superficie de catéteres para la prevencion de infecciones
(FCC, GamCath Dolphin® Protect, Gambro) (Schindler et al., 2010).

Los nanocompuestos de triyoduro de Bismuto (Bil3) y nylon-11 se utilizan en

radiografias digitales como fotoconductores (Wang & Herron, 1996). Por otra parte, los
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nanotubos de (BiO),CO3 han exhibido efectividad antibacteriana contra H. pylori (Chen
et al., 2006).

Aunque se conoce la efectividad antimicrobiana de diferentes compuestos de
Bi, tanto para bacterias Gram-negativas y Gram-positivas (Domenico et al., 2001), la
interaccion del Bi y sus equivalentes nanométricos con los organismos no han sido
claramente definidos. Se ha sugerido que el efecto letal de las sales de Bi pueden es-
tar relacionadas con su naturaleza catidnica, debido a que cuando se adiciona Fetuin
(AHSG o Fetuin-A), que es una glicoproteina (aniénica), en cultivos de H. pylori, se ha
observado blogueo en la actividad antimicrobiana de BiCi2H14Ks017 (CBS por sus si-
glas en inglés) (Coudron & Stratton, 1995). Estudios posteriores observaron la accion
del CBS como agente policatidnico, perturbando el glicocaliz de la pared celular de
bacilos Gram-negativos (Stratton et al., 1999). Mientras que en Escherichia coli, el
efecto del Bi involucra la inhibicion del factor de transcripcién rho y transporte de hie-

rro (Fe) (Domenico et al., 1996; Brogan et al., 2005).

Nanoparticulas de Plata

Las NPs de AgP® son particulas insolubles de un tamafio menor a 100 nm (Weir
et al., 2008). Se ha explotado su uso en fotografia, catalisis, fotdnica, optoelectrdnica,
almacenamiento de informacion y en la formaciéon de ferrofluidos magnéticos (Sun &
Xia, 2002). A su vez, diversos estudios se han enfocado en la actividad antimicrobiana
de las NPs de Ag®, donde muestran que estas particulas son eficaces en la inhibicién
de formacién de biopeliculas, asi como en patdgenos tipo E. coli y Staphylococcus
aureus (Sondi & Salopek-Sondi, 2004; Fabrega et al., 2009) y en parasitos como

Leishmania infantum (Baiocco et al., 2011). Las particulas mas pequefias y con una
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mayor razén area superficial-volumen, poseen gran superficie efectiva con actividad
antimicrobiana y citotdxica utilizando menores concentraciones que la utilizada con las
particulas mas grandes, lo que incrementa el interés en su estudio (Baker et al., 2005;
Panacek et al.,, 2006). Adem4s, se ha observado que la forma de los nanometales
puede interferir con su efecto. Pal y colaboradores (Pal et al., 2007) encontraron que
las NPs de Ag triangulares muestran mayor accion biocida con E. coli que las nano-
particulas esféricas o de barra.

En relaciéon con los organismos, se ha informado que la Ag nanométrica tiene
gran afinidad por grupos cargados negativamente, que componen las moléculas bio-
|6gicas, tales como los grupos -SH, carboxilo, fosfato y otros grupos distribuidos en las
células microbianas (Rai et al., 2009). Ag ataca varios sitios intracelulares para inacti-
var las funciones fisiol6gicas esenciales, tales como la sintesis de la pared celular,
transporte de membrana, sintesis y traduccion de acidos nucleicos (ADN y ARN)
(Ahamed et al., 2008), el plegamiento de proteinas, funcién y transporte de electrones.
Para ciertas bacterias se requiere 1 ppm de plata para ser efectiva en la prevencion
del crecimiento celular (Gibbins, 2003).

Ecologia microbiana

Placa dentobacteriana (formacion y composicion)

Como fue mencionado con anterioridad, una biopelicula se define como una
comunidad de microorganismos sésil en el que las células se adhieren entre siy a una
superficie o sustrato, y se encuentran embebidas en una matriz de sustancias polimé-
ricas extracelulares, producidas por las bacterias (Marsh & Bradshaw, 1995; Costerton

et al., 1999). Estas comunidades inician su formacion cuando las bacterias planctoni-
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cas se adhieren a las superficies, después continda con estadios de crecimiento y
maduracion que implican: estructuracién de la biopelicula, estabilidad de la comuni-
dad, y por ultimo dispersion de células hijas para adherirse nuevamente al sustrato y
completar el ciclo (Figura 10) (Donlan, 2002).

En contraste, las bacterias planctdnicas presentan tres fases diferentes de cre-
cimiento, que son la fase Lag o de adaptacién, donde las bacterias se adaptan a las
condiciones de crecimiento. Es un periodo de maduracion en el que la bacteria ain no
puede dividirse y su actividad consiste en la sintesis de ARN y produccion de enzimas
y otras moléculas. La fase Log o exponencial, es un periodo caracterizado por la du-
plicacién celular, y esté limitada por el medio en el que se encuentren, el agotamiento
de nutrientes y el aumento de desechos. La estacionaria se observa como una fase de
meseta en la curva de crecimiento bacteriano; es un valor constante donde la tasa de
crecimiento es igual a la tasa de mortalidad. Por ultimo, en la fase de muerte las bac-
terias se quedan sin nutrientes y mueren (Figura 11) (Novick, 1955, Huang, 2011).
Las distintas fases varian en cuanto su duracién, dependiendo de condiciones exter-
nas como los nutrientes, atmdsfera y temperatura, y propias de cada bacteria como

ciclo celular, metabolismo y produccién de desechos.
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Figura 10. Estadios de Formacion de una Biopelicula. Estas comunidades inician su formacién cuando
las bacterias planctonicas se adhieren a las superficies (Etapa 1 y 2), continGa con estadios de creci-
miento (Etapa 3) y maduracion (Etapa 4 y 5) que implican: estructuracion de la biopelicula, estabilidad

de la comunidad, y por ultimo dispersion de células hijas (Etapa 6 - 8) para adherirse nuevamente al
sustrato y completar el ciclo.

(http://cronodon.com/BioTech/Bacterial Society.html)

Cracim lento

Log de nimero de Bacterias

Figura 11. Curva de Crecimiento Bacteriano para bacterias en estado planctonico. Fase de latencia

(Lag), fase exponencial, fase estacionaria y fase de muerte celular.
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En muchos casos, la compleja comunidad de microorganismos sobre el diente
es relativamente benigna y los procesos protectores normales del huésped son sufi-
cientes para preservar la integridad de los tejidos (Socransky & Haffajee, 2005). Sin
embargo, se ha observado que estos agregados de bacterias orales pueden ocasionar
severas enfermedades localizadas como caries dental (Gibbons, 1989; Gonzalez-
Cabezas, 2010), enfermedad periodontal (Preshaw et al., 2004), peri-implantitis
(Grossner-Schreiber et al., 2009; Casado et al., 2011) asi como el fracaso en trata-
mientos endodonticos (Chavez de Paz, 2007, Guo & Wang, 2009), ortoddnticos (Atack
et al., 1996; Fournier et al., 1998; Naranjo et al., 2006; Ahn et al., 2007), quirdrgicos
ortopédicos (Costerton, 2005; Jenkinson & Lamont, 2005; Esteban & Cordero-
Ampuero, 2011) o incluso tener implicaciones sistémicas (Beikler & Flemmig, 2011) y
afectar otros érganos como corazén, meninges, higado y pulmén (Wagner et al., 2006;
Mueller et al., 2009; Parahitiyawa et al., 2009).

La formacion y maduracion de la placa dental es un proceso altamente ordena-
do (Xie et al., 2000), relacionado con los estadios de formacion de la biopelicula que
muestra las asociaciones entre especies bacterianas. Por esto, observamos que a los
pocos minutos después de realizar una limpieza dental profesional, se inicia la coloni-
zacion de las superficies orales, principalmente con cocos y bacilos Gram-positivos
predominando los géneros Streptococcus y Actinomyces. Las bacterias se adhieren a
la superficie dental por medio de moléculas especificas de adhesion bacteriana (Sax-
ton, 1973; Theilade et al., 1982; Jenkinson & Lamont, 1997; Scannapieco, 1994), las
cuales interactian con moléculas adheridas a la superficie dental derivadas de com-

ponentes salivales y del fluido crevicular (Gibbons et al., 1988; Gibbons et al., 1991;
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Kolenbrander et al., 1999). Estos primeros colonizadores también poseen receptores
especificos para diferentes especies bacterianas (llamados colonizadores puente o
secundarios) que posteriormente se coagregaran, a la estructura inicialmente formada
(Cook et al., 1998; Gibbons & Nygaard, 1970).

Los segundos colonizadores, estan formados principalmente por especies per-
tenecientes a los géneros Campylobacter, Capnocytophaga, Veillonella, Fusobacte-
rium y Prevotella entre otros (Kolenbrander et al., 1999). Sus mecanismos de ad-
hesion les sirven de unién tanto con los primeros colonizadores como con las espe-
cies de microorganismos que se coagregaran de forma tardia a la placa bacteriana, si
la secuencia de colonizacion de la placa bacteriana no se ve interrumpida. Por lo tan-
to, un tercer grupo, llamados colonizadores tardios, son bacterias anaerobias Gram-
negativas como especies de los géneros Treponema y Porphyromonas (Kolenbrander
et al., 1999; Listgarten, 1999), que se unen a la biopelicula dental. Las asociaciones
especificas de los diferentes grupos de colonizadores, fueron organizadas en seis
complejos representativos de la placa dentobacteriana subgingival, dividiéndolos en
colores para fines practicos (Tabla 1). Asi tenemos que los complejos amarillo, mora-
do, verde y azul son especies consideradas “colonizadoras primarias” caracterizadas
por una coagregacion intragenérica. EI complejo naranja estd compuesto principal-
mente por “colonizadores puente” que exhiben una coagregacion intergenéria. Y el
complejo rojo por “colonizadores tardios” donde se incluyen las bacterias considera-

das periodonto- patdogenos (Socransky & Haffajee, 2005).
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Tabla 1. Bacterias de los diferentes complejos que forman la placa dentobacteriana subgingival.

Complejo Streptococcus gordonni, S. intermedius, S. mitis, S. oralis, S. sangui-
amarillo nis
CEMPIENS Actinomyces odontolyticus y Veillonella parvula
morado
Complejo Eikenella corrodens, Capnocytophaga sputigena, Corybebacterium
verde matruchotii

. Campylobacter showae, Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium
Complejo . . , : : :
narania periodonticum, Parvimonas micra, Prevotella intermedia, Prevotella

J nigrescens, Streptococcus constellatus, Eubacterium nodatum.

Especies no
agrupadas

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Selenomonas noxia y Acti-
nomyces Vviscosus

Especies bacterianas de la placa dental subgingival

A continuacion se mencionan algunas caracteristicas de bacterias que forman

parte de la microbiota oral normal y que fueron usados en este estudio. Resumen en

la Tabla 2.

Agreggatibacter actinomycetemcomitans. Anteriormente llamada Actinobacillus

actinomycetemcomitans. Son bacterias pleomorficas, Gram-negativas, de aerotole-

rancia capnofilico (5 % CO,). Poseen un tamafio entre 0.4 - 0.5 um de ancho, por 1.0 -

1.5 um de largo. Han sido implicados como un microorganismo periodonto-patdégeno

mayor, asociado a enfermedad periodontal agresiva localizada y en menor proporcion
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a la variante crénica (Mandell et al., 1986; Socransky and Haffajee, 2005). Las colo-
nias de A. actinomycetemcomitans se caracterizan por una firme adherencia a la su-
perficie del medio. Las especies pueden ser dividas en distintos serotipos, de acuerdo
a su inmunodifusion y sus propiedades inmunofluorescentes indirectas. Entre sus fac-
tores de virulencia se encuentra la produccion de colagenasa y productos citotéxicos
capaces de lisar leucocitos polimorfonucleares humanos in vitro (Kiley & Holt, 1980;

Zambon et al., 1983).

Actinomyces israelii. Llamada anteriormente Streptothrix israelii. Son bacilos
Gram-positivos, anaerobios facultativos que requieren CO, para un Optimo crecimien-
to. Son pleomorficos, de un diametro variable de 0.5 a 1ym y un largo de 1.5 - 5 ym.
Las colonias son de color blanco o gris crema que se observan fuertemente adheridas
al medio de agar. Los principales sitios de colonizacién de los Actinomyces son la ca-
vidad bucal en el hombre y ciertos animales, las tonsilas y el aparato genital femenino.
Algunos Actinomyces han sido asociados con enfermedad gingival y es capaz de es-
tablecerse en tejidos traumatizados y ocacionar infeccion supurativa. A. israelii es el
mayor patdégeno causal de actinomicosis humana, conjuntivitis y endometritis, condi-
cion relacionada al uso de dispositivo intrauterino. Algunas especies poseen fimbrias,
que son importantes para la adherencia y coagregaciéon con otras bacterias. Los pro-
ductos principales de la fermentacion de la glucosa por Actinomyces son el acido acé-
tico, 4cido lactico, acido férmico y acido succinico. En la cavidad oral predominan en
la superficie dental y la interaccion entre ellas y su sustrato ayuda a estabilizar la bio-

pelicula. Dichas especies son consideradas periodonto-benéficas debido a que suelen
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encontrarse en proporciones elevadas bajo condiciones de salud periodontal (Slots &

Taubman, 1992, Kolenbrander, 2000; Winn et al., 2005).

Eikenella corrodens. Anteriormente fue llamada y clasificada como Bacteroides
corrodens (Holm, 1950; Eiken, 1958; Brenner et al., 2005). Son bacilos Gram-
negativos, anaerobios, con un diametro de 0.3 a 0.4 por 1.5 a 4 ym de longitud. Sus
colonias parecen “corroer” o picar la superficie del agar, produciendo crecimiento en
depresion rugosa, con bordes circulares o irregulares, de color gris transltcido y no
hemolitico y de 0.5 mm de diametro. El crecimiento en medio liquido es usualmente
pobre. Es descrito como un organismo de crecimiento lento. Se encuentra como habi-
tante normal de la cavidad oral, del aparato respiratorio superior y de la superficie de
la mucosa de los sistemas intestinal y genital. E. corrodens presenta una coagrega-
cion con especies bacterianas pertenecientes a los géneros Capnocytophaga, Actino-
bacillys y Streptococcus en la placa dental. Se considera un patdgeno oportunisa
ureasa positivo. Algunos estudios in vitro sobre susceptibilidad antimicrobiana indican
gue infecciones por E. corrodens pueden ser tratadas con penicilina, ampicilina, cefa-
losporinas de primera generacion, imipenem y tetraciclinas, pero es resistente a la

clindamicina (Balows, 1992; Slots, 1992).

Fusobacterium nucleatum. Son bacilos en forma de huso, Gram-negativos,
anaerobios. Pueden medir de 0.4 a 0.7 um de ancho y de 3 a 10 ym de largo. Las co-
lonias de F. nucleatum pueden observarse transparentes, suaves, redondas con un

borde entero azul y pueden tener apariencia de muela o nucleo. Son especies predo-
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minantes en las cavidades de humanos y otros animales, asi como de la flora mixta en
infecciones de tejidos blandos causados por contaminacion de la flora oral. No tienen
movilidad, no forman esporas, son no fermentativos y produce acido butirico como
producto del metabolismo final, asi como la enzima glutamato deshidrogenasa. Su
patogenicidad esta asociada a la presencia de fimbrias, lipopolisacéridos y la produc-
cion de factores solubles inhibidores de la quimiotaxis de los polimorfonucleares y la
elaboracion de metabolitos que se comportan como compuestos téxicos tisulares. (Ba-

lows, 1992; Slots & Taubman, 1992; Winn et al., 2005).

Porphyromonas gingivalis. Antes conocidas como Bacteroides. Son bacilos
Gram-negativos, anaerobios. Las células pueden ser pleomorficas, alargadas o cocos,
de 0.5 x 1 a 2 ym. Sus colonias son tipicamente pigmentadas negras, especialmente
sobre medio agar que contiene sangre lisada. Esta pigmentacién se debe a la presen-
cia de hemina y protoporfirina. P. gingivalis no fermenta carbohidratos, por lo que son
llamadas asacaroliticas; utilizan substratos nitrogenados como fuente de energia. El
principal sitio de colonizacion de P. gingivalis es el surco subgingival de la cavidad oral
y es considerado un microorganismo patdgeno importante en el desarrollo de las en-
fermedades periodontales. Se han observado en esta bacteria, elementos estructura-
les que favorecen su virulencia como los lipopolisacaricos y otros elementos como son
las fimbrias, la hemaglutinina, residuos protéicos, glucidicos que actuan en los proce-
sos de adhesion a las células epiteliales de los tejidos del hospedero y en la coagre-

gacion bacteriana (Slots & Taubman, 1992; Winn et al., 2005).
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Prevotella intermedia. Anteriormente clasificadas dentro del género Bacteroi-
des, son bacilos pleomoérficos, Gram-negativos, anaerobios. Con un tamafio de 0.4 a
0.7 yum de ancho y 0.6 a 1 ym de largo. Sus colonias en agar sangre son suaves Yy
convexas, de 0.5 a 2.0 mm de diametro. Fermenta glucosa (con un pH final de 4.0 a
5.4), dextrosa, maltosa, sacarosa y fructosa. Se encuentran habitualmente en el surco
gingival y en la bolsa periodontal de la cavidad bucal. Se asocia a la enfermedad peri-
dontal severa, a gingivitis ulcerativa necrotizante y a abscesos endodonticos. Las es-
pecies que conforman el género Prevotella, son capaces de producir pigmentos, mo-
deradamente fermentativos, sensibles a la bilis y resistentes a la vancomicina. Entre
sus factores de virulencia se encuentran las proteasas, que degradan inmunoglobuli-
nas. Sus fimbrias participan en la agregaciéon y coagregacion bacterianas. Los meta-
bolitos toxicos pueden llevan a la muerte por contacto de células del hospedador, y se
ha detectado una variedad de enzimas que pueden servir como factores de virulencia
en diferentes cepas bacterianas anaerébicas. (Slots & Taubman, 1992; Winn et al.,

2005).

Parvimonas micra. Llamada anteriormente Peptostreptococcus micros. Son co-
cos Gram-positivos, anaerobios. Las células esféricas, son pequefias y pueden medir
de 0.3 a 0.7um de diametro. Se encuentran no méviles y no forman esporas. Sus co-
lonias usualmente son pequefias de 1 a 2 mm o menos de diametro, circular, entera,
convexa, suave, gris translucida a blanca y no hemolitica. P. micra no fermenta car-
bohidratos y produce fosfatasa alcalina. Su habitat principal es la placa subgingival de

bolsas peridontales humanas, aunque también se encuentra en intestino, tracto uro-
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genital y participa en numerosas infecciones humanas que incluyen cerebro, pulmén y

mandibula (Slots & Taubman, 1992; Winn et al., 2005).

Streptococcus sanguinis. La palabra sanguinis significa sangre. Son cocos
Gram-positivos, anaerobios facultativos. Las células pueden ser ovales y en ocasiones
en forma de barra, de 0.8 a 1.2 ym de diametro. Sus colonias en agar sangre son gris-
blancuzco o verdes. Las colonias crecidas en un medio con sacarosa producen un
polimero fuertemente resiliente que caracteriza su gran adherencia al agar. S. sangui-
nis hidroliza arginina y esculina, produce peroxido de hidrégeno y forma glucano de
sacarosa, pero es acetoin negativo. Representan el mayor componente de la placa
dental supragingival y es considerado un colonizador primario por su capacidad de
unirse directamente a las superficies orales. Esta asociado a la etiologia de la caries
dental la enfermedad peridontal y endocarditis bacteriana subaguda. Sin embargo,
también jugar un papel protector en enfermedad periodontal por inhibir la colonizacién
de patdgenos periodontales Gram negativos (Slots & Taubman, 1992; Winn et al.,

2005).

Especies bacterianas de importancia médica
Estas tres especies aerdbicas son conocidos patdgenos comunes de infeccio-

nes de piel y tejidos blandos.

Escherichia coli. Theodor Escherich describié por primera vez a este organismo

como Bacterium coli commune en 1885. Es un bacilo Gram-negativo, anaerobio facul-
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tativo, de 1.1 a 1.5 ym de ancho y de largo 2 a 6 ym. Ha sido considerada como una
bacteria extremadamente bien adaptada, ya que es capaz de sobrevivir en medios
poco nutritivos. Puede ser mévil por la presencia de flagelos (Brenner et al., 2005). La
fermentacién de productos de D-glucosa y otros carbohidratos incluyen 4cidos y gases
visibles. Diversas especies de E. coli son consideradas inhabitantes del tracto intesti-
nal por lo que puede causar infecciones intestinales y extraintestinales generalmente
graves, tales como infecciones del aparato excretor, cistitis, meningitis, peritonitis,
mastitis, septicemia y neumonia (Balows, 1992; Slots & Taubman, 1992; Winn et al.,

2005).

Staphylococcus aureus. Es un coco Gram-positivo, anaerobio facultativo, de
dimensiones de entre 0.5y 1.5 um. Se agrupan en racimos, formando colonias amari-
llas y no presenta movilidad (Brenner et al., 2005). S. aureus resistente a metilicilna
(MRSA), esté relacionado a infecciones nosocomiales principalmente por su adheren-
cia a dispositivos biomédicos, ocasionando neumonia, endocarditis, abscesos, etc.

(Ehrlich G.D., 2004; Kock R, 2010).

Pseudomonas aeruginosa. Son bacilos Gram negativos, aerobios con motilidad
rapida por contraccién. Su tamafio varia de 0.5-0.7 um de anchoy 1.5 a 3 um de largo.
En cultivos in vitro se reconocen por sus colonias color perla. Son patégenos oportu-
nistas en humanos y también en plantas. Puede causar neumonia, dermatitis y shock

séptico, etc (Brenner et al., 2005).
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Tabla 2. Caracteristicas individuales de las especies microbianas utilizadas en este estudio.

Aggregatibacter actinomy- Bacilo corto  0-4 - 0-5 m por Capnofilico negativa
cetemcomitans serotipo b 1.0-1.5um
Actinomyces israelii Bacilo 0.5 -1 um por Anaerobio ositiva
y pleomorfico 1.5-5um facultativo P
. . 0.3 - 0.4 por . .
Eikenella corrodens Bacilo corto 1.5- 4 um Anaerobio negativa
Fusobacterium nucleatum Bacilo 0.4 - 0.7 por Anaerobio negativa
subsp. nucleatum 3-10 um
S Bacilo 0.5 pm por . .
Porphyromonas gingivalis pleomérfico 1.0 - 2.0 um Anaerobio negativa
. . : 0.4 - 0.7 ym por . .
Prevotella intermedia Bacilo 1.5-2.0 um Anaerobio negativa
Parvimonas micra Coco 0.3-0.7 ym Anaerobio positiva
- Anaerobio .
Streptococcus sanguinis Coco 0.8-1.2um facultativo positivo
_ . . 1.1-15um Anaerobio .
Escherichia coli Bacilo por 2-6 um facultativo negativo
Anaerobio .
Staphylococcus aureus Coco 0.5-1.5um facultativo positivo
Pseudomonas aeruginosa Bacilo 0'51'5'_73“}Tmp0r Aerobio negativo
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1.2 Planteamiento del problema

En la actualidad los sistemas de polimeros, resinas acrilicas y diversas aleacio-
nes implantares y protésicas, no contienen en su fabricacion componentes que in-
hiban el crecimiento bacteriano y la formacion de biopeliculas en sus superficies. La
presencia de estas biopeliculas dafia las protesis dentales e irrita a los tejidos circun-
dantes.

Se sabe que numerosos factores influyen en el crecimiento de las biopeliculas y
adhesién bacteriana y aun estamos en un campo poco explorado para controlar la
proliferacion bacteriana sobre prétesis o materiales de restauracion. Por lo que es ne-
cesario, incorporar materiales que inhiban el crecimiento bacteriano con técnicas que
permitan la distribucion homogénea de estos materiales, utilizando elementos de facil
obtencion.

El propdsito de inhibir el crecimiento microbiano en los diversos materiales den-
tales, estd enfocado en prevenir infecciones asociadas al material de restauracién o
rehabilitacion, asi como aumentar la vida atil de los mismos disminuyendo su corro-
sion, degradacion u oxidacion.

En el presente estudio evaluamos el efecto antimicrobiano de nanoparticulas de
Bismuto metalico (NanoBi°%), éxido de Bismuto (NanoBi,Os), sulfuro de Bismuto (Na-
noBi,S3) y Plata metalica (NanoAgP), sintetizadas por reduccién quimica a partir de
una sal metalica, con la finalidad de identificar propiedades antimicrobianas de dife-
rentes nanometales y compararlas con los efectos de sus sales de partida, y asi pro-

poner posibles aplicaciones en materiales dentales y dispositivos biomédicos.
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Pregunta de Investigacion
¢Los compuestos nanométricos de Bismuto tienen efecto antimicrobiano y es

comparable al efecto antimicrobiano de nanocompuestos de plata?

1.3 Objetivo

Evaluar el efecto antimicrobiano “in vitro” de tres nanocompuestos de Bismuto:
NanoBi°, NanoBi,O3;, NanoBi,S3, y uno de plata: NanoAg®, en diversas especies bac-

terianas de la cavidad oral y en tres bacterias de importancia médica.

Objetivos especificos

Determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) de las nanoparticu-
las de Bismuto y Plata sobre especies bacterianas individuales, representativas de la
placa dentobacteriana.

Determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) de las nanoparticu-

las de Bismuto y Plata sobre tres especies bacterianas de importancia médica.
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CAPITULO 2. EXPERIMENTACION

2.1 Disefo experimental

El disefio experimental se dividié en la sintesis de nanoparticulas y en tres eva-
luaciones microbiolégicas que son ordenados de manera cronologica (A, B, C) (Figura
12).

El primer ensayo (A) se realizé de acuerdo con los lineamientos establecidos
por la Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, antes llamado NCCLS por sus
siglas en inglés) en el documento llamado “Methods for antimicrobial susceptibility tes-
ting of anaerobic bacteria” (NCCLS, 2001), que consistio en tres experimentos diferen-
tes. El primer experimento (Exp. 1.) incluyé la evalucion del efecto inhibitorio de la sal
de sintesis de Bismuto y Plata y tres nanoparticulas: NanoBi’, NanoBi,O3, y NanoAg’,
sintetizadas por la Q.F.B. Donaji Velasco, en ocho especies bacterianas de la cavidad
oral. En la segunda prueba (Exp. 2) incluimos cuatro NPs: NanoBi®, NanoBi,Os, Na-
noBi,Os3, y NanoAg®, de mi propia sintesis (V.C.), las sales de partida y el agente re-
ductor y modificador de superficie por separado para descartar su efecto antimicrobia-
no. En base a la informacion obtenida en los dos experimentos anteriores, decidimos
incluir una tercera prueba (Exp. 3) para la evaluacion de la sal de Bismuto en dife-
rentes vehiculos, y nuevamente los cuatro nanocompuestos recién preparados (V.C.)
asi como el DMSO puro.

Los siguientes dos ensayos (B y C) se realizaron con en base a los resultados
obtenidos en la determinacion de CMIs. Los cuales mostraron una clara intervencion
del vehiculo utilizado para la sintesis de NPs en el efecto antimicrobiano tanto de las

NPs como de las sales disueltas, por o que se continué con pruebas en agar, para
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reducir el efecto del vehiculo y evaluar el efecto del Bismuto en contacto con las bac-
terias.
En el segundo ensayo (B) se realiz6 una prueba (Exp. 4), que incluyo la dis-
persién en agar de un nanocompuesto: NanoBi®, en una cepa bacteriana (S. aureus).
Por altimo, un tercer ensayo (C) (Exp. 5.) consistio en la evaluacion del efecto
inhibitorio de bismuto, aluminio, magnesio, zinc y plata en blogue, al estar en contacto
con dos distintas especies bacterianas (P. aeruginosa y F. nucleatum subsp. nuclea-

tum).
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Figura 12. Disefio Experimental.
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2.2 Materiales y Métodos

Sintesis de Nanoparticulas

Todas las muestras fueron preparadas en el Posgrado de la facultad de Quimi-
ca, UNAM. La sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas se obtuvieron por
métodos optimizados de reduccion quimica, descritos en la tesis doctoral de Donaji
Velasco Arias, por lo que su elaboracion y resultados de caracterizacion no son inclui-
dos en esta tesis (Diaz & Geonel, 2002; Velasco, et. al., en revision).

En la sintesis de las muestras nanométricas de Bismuto se utiliz6 como sal de
partida el Nitrato de bismuto pentahidratado ((Bi(NO3)3.5H,0), 99.99%, Sigma-Aldrich
Quimica, S.A. de C.V., Toluca, México); y como agentes reductores se emplean: Bo-
rohidruro de sodio ((NaBH,4), 96%, Mallinckrodt Baker, S.A. de C.V., México, D.F.)
Hidroxido de potasio (KOH) y Sulfuro de sodio (Na,S), dependiendo de la muestra.
Para obtener una estabilidad monodispersa de la suspensién coloidal, se determiné el
uso de agentes modificadores de superficie o de tensoactivos, como son el Citrato de
Sodio ((CgHsNazO7), 99%, J.T. Backer) y el Dimetil sulféxido (DMSO, (CH3),SO,
99.5% J.T Baker S.A. de C.V., Edo. de México), que a su vez ayudan a obtener tama-
flos ultra finos de cumulos atémicos y dispersiones coloidales estables en el tiempo.

En la sintesis de las muestras nanométricas de Plata se utiliz6 como sal de par-
tida 2-etilhexanoato de plata ((CsH1sAgO>), Aldrich 99.9%) y DMSO como agente ten-
soactivo, bajo temperatura controlada.

En los diversos experimentos realizados, también se evaluo el efecto individual
de cada compuesto empleado para la sintesis de nanoparticulas, incluyendo las sales

de partida (2x10M para Bismuto y 1x10™M para Plata), los agentes reductores
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(NaBH,4, KOH y Na,S), el agente modificador de superficie (CsHsNazO-), asi como el
tensoactivo (DMSO). Estos compuestos fueron evaluados, con el fin de diferenciar el
efecto inhibitorio de cada compuesto con el de las particulas nanométricas sintetiza-

das a partir de ellos (http://depa.fquim.unam.mx/david/index.htm).

Evaluaciones Microbiolégicas

Determinacion de Concentraciones Minimas Inhibitorias (A)

Todos los ensayos fueron realizados en el laboratorio de Genética Molecular de
la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia,
UNAM.

Cultivos Bacterianos

Las especies bacterianas empleadas para las pruebas de susceptibilidad anti-
microbiana, se adquirieron como cultivos liofilizados del American Type Culture Co-
llection (ATCC, Rockville, MD, USA). Ocho especies bucales de referencia y tres es-
pecies de importancia médica se incluyeron en las evaluaciones microbianas (Tabla
3).

Las especies liofilizadas fueron rehidratadas en caldo para Mycoplasma (Bec-
ton Dickinson, Microbiology Systems, BBL®, Sparks, MD, USA), y crecidos en agar
enriquecido HK (agar base para Mycoplasma, Becton Dickinson, Microbiology Sys-
tems, BBL®, Sparks, MD, USA), suplementado con 0.3 pg/mL de menadiona
(C11HgO», (vitamina K, Sigma-Aldrich Quimica, S.A. de C.V., Toluca, México)), 5
pMg/mL de hemina (Sigma) y 5% de sangre de carnero desfibrinada (Laboratorios Mi-
crolab S.A. de C.V., México, D.F.) a 34° C en una camara de anaerobiosis (Coy Labo-

ratory Products Inc., Michigan USA) en condiciones atmosféricas de 80% N, 10%
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CO,, 10% H,, durante 7 dias. Las especies que se crecieron en condiciones aerobi-
cas, se cultivaron en agar enriquecido TSA (agar soya Tripticasa, Bioxon, Becton Dic-
kinson), suplementado con 0.3 pg/mL de menadiona y 5 pg/mL de hemina, en una
incubadora Felisa a 34° C, durante 24 a 48 horas. Cada una de las cepas fue propa-

gada y transferida hasta obtener cultivos puros.

Tabla 3. Especies bacterianas de referencia utilizadas en las pruebas de susceptibilidad microbiana.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo b* 43718
Actinomyces israelii* 12102
Eikenella corrodens* 23834
Fusobacterium nucleatum subsp. Nucleatum* 25586
Porphyromonas gingivalis* 33277
Prevotella intermedia* 25611
Parvimonas micra* 33270
Streptococcus sanguinis* 10556
Escherichia coli’ 11775
Staphylococcus aureus’ 25923
Pseudomonas aeruginosefr 10752

* Especies crecidas bajo condiciones de anaerobiosis 80% N,, 10% CO, y 10% H..
T Especies crecidas en condiciones aerobicas.
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Determinacién de las concentraciones finales utilizadas

Los valores en la determinacién de CMIs se expresan en unidades de concen-
traciéon Molar (M) y en microgramos por mililitro (ug/mL). La M se basa en el volumen
de una solucion y se define como el numero de moles de soluto por litro de solucion.
La formula para la determinacion de las concentraciones finales utilizadas parten de la
formula de molaridad:

M= (n/V) = (moles/L)=C

En donde M es la molaridad, n es el nUmero de moles de soluto y V es el volu-
men de solucion expresado en litros.

Los moles se expresan como:

n = (g/MM) = (gramos / (mw/mol))

En donde g representa los gramos de soluto y MM la masa molecular del soluto
que es igual a gramos (mw: peso molecular) en 1 mol (unidad molecular), de aqui que:

M= (moles/Volumen)=C

Por lo tanto, partiendo de una concentracién Molar de la sal de partida, pode-
mos determinar la concentracioén evaluada de cada solucion.

Todas las concentraciones molares de nanoparticulas, estan de acuerdo a la
concentracion inicial de la sal de sintesis y las unidades en ug/mL varian de acuerdo a
la cantidad de moles obtenidos por la sintesis de diferentes moléculas y en base a sus

correspondientes pesos moleculares.
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Determinacion de las CMIs (Exp 1 — 3)

De cada cepa, se recolectod el crecimiento de la superficie del agar el cual fue
suspendido en un tubo con caldo enriquecido HK (Mycoplasma Broth, Becton Dickin-
son), suplementado con 0.3 uyg/mL de menadiona y 5 ug/mL de hemina o TSB enri-
quecido (caldo base para Tripticasa Soya Broth (Becton Dickinson), 5 uyg/ml de hemi-
na), dependiendo de la cepa. La densidad 6ptica (D.O.) de cada tubo fue ajustada a 1
en un espectrofotdmetro con longitud de onda de 600 nm para obtener 1x10° célu-
las/mL. Se transfirieron 20 yL de cada tubo ajustado a D.O. = 1 a microplacas de 96
pozos. Cada cepa fue evaluada en diez distintas concentraciones, que fueron de 2.50
x 10° a 1.28 x 10° M (concentracién Molar) para las NanoBi°, NanoBi,Ss, Nano Bi,Os
yde 1.25x 10° a 6.40 x 10, M para las NanoAg®. Las unidades para las dispersiones
coloidales se expresan en concentracion Molar, debido a la conveniencia en los pro-
cedimientos de laboratorio en donde la cantidad medida es el volumen de solucion.
Como control negativo se utilizé6 medio de cultivo sin compuesto y como control positi-
vo se utiliz6 10 yg/mL de Ciprofloxacino (Ci7H18FN3O3). También se evaluaron el
DMSO vy las soluciones de KOH, NaBH,4, Na,S y CgHsNazO; en DMSO, en las concen-
traciones utilizadas para la sintesis de cada compuesto de Bismuto y Plata, y utilizan-
do el mismo volumen evaluado (0.250 - 128uL) (Tabla 4 y 5). Cada especie bacteria-
na fue incubada a 34° C en ambiente anaerobio o aerobio, con agitacién orbital a 160

rpm, durante 24 hrs.
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Tabla 4. Concentraciones experimentales de las muestras nanométricas y las sales de sintesis.

No. X;rlgg;r:a%r(]) Conc. Bi | NanoBi® | NanoBi,O; | NanoBi,S; | Bi(NOs)s.5H,0 | Conc. Ag | NanoAg® | CgHisAgO,
Conc. (uL) M (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) M (ug/mL) (ng/mL)
1 0.250 2.50 x 10° 0.522 0.582 0.643 1.21 1.25x 10° 0.129 0.317
2 0.500 5.00 x 10°® 1.045 1.165 1.285 2.42 2.50 x 10° 0.257 0.634
3 1 1.00 x 107 2.090 2.330 2.571 4.84 5.00 x 10° 0.514 1.268
4 2 2.00 x 10° 4,180 4.660 5.142 9.68 1.00 x 10 1.029 2.536
5 4 4.00 x 107 8.359 9.319 10.283 19.36 2.00 x 10° 2.057 5.072
6 8 8.00 x 10° 16.718 18.638 20.566 38.72 4.00 x 107 4,115 10.144
7 16 1.60 x 10™ 33.437 37.277 41.132 77.44 8.00 x 10° 8.230 20.288
8 32 3.20x 10™ 66.874 74.553 82.264 154.88 1.60 x 10™ 16.459 40.576
9 64 6.40 x 10™ 133.747 149.107 164.528 309.76 3.20x 10™ 32.918 81.152
10 128 1.28 x 107 267.494 298.214 329.056 619.52 6.40 x 10™ 65.837 162.304

Conc. Bi. Concentracion correspondiente a todas las muestras de Bismuto.
Conc. Ag. Concentracion correspondiente a todas las muestras de Plata.
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Tabla 5. Concentraciones experimentales de DMSO.

Volumen DMSO

No. Conc. agr(:‘glj_ado M ug/mL
1 0.250 1.25x10° | 0.097
2 0.500 250x10° | 0.195
3 1 5.00 x 10° | 0.390
4 2 1.00x 10° | 0.780
5 4 2.00x 107 | 1.560
6 8 4.00x 107 | 3.120
7 16 8.00 x 107 | 6.240
8 32 1.60x 10" | 12.480
9 64 3.20x 10" | 24.960
10 128 6.40 x 10" | 49.920

Transcurrido el tiemplo de incubacion, se replicé el crecimiento bacteriano con
un replicador de 96 puntas (Nanlge Nunc International, Internacional de Equipos
Cientificos, S.A. de C.V.), previamente esterilizado, en cajas rectangulares con medio

HK o TSA dependiendo de las cepas (Figura 13).

@
e

Figura 13. Ensayo microbioldgico que incluye: 1) descongelado de las cepas, 2) obtencién de
cultivos puros, 3) ajuste de la D.O. =1, 4) incubacidn con las nanoparticulas, 5). replicacion y

6) Observacion de CMls.
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Cada experimento se realiz6 por triplicado. Todas las placas fueron incubadas
a 34°C durante 7 dias en condiciones anaerdbicas (80% N2, 10% CO2, 10% H2) o 48
hs en atmdsfera ambiental. Posteriormente al tiempo de incubacion, se determinaron
las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMIs) de cada una de las muestras evalua-

das (Figura 14).

Especies Bacterianas

Concentraciones

Figura 14. Observacion de las CMIs (Flecha), que se definen con la concentracién a partir de la
cual no hay crecimiento bacteriano visible, después de 24 hrs de incubacion con los compuestos. Con-

trol positivo (+), control negativo (-).

Ensayo microbiolégico por dispersion en agar (B)

En este ensayo se evaluaron las NanoBi® y el DMSO puro. En matraces de 50
mL, se dispersaron las nanoparticulas de Bismuto metélico en el medio de cultivo
TSA, utilizando tres distintas concentraciones que incluian la CMI determinada en el
experimento anterior para S. aureus y las dos concentraciones inmediatamente infe-

riores (64 %, 32 % y 16 %). Después de mezclar los compuestos y una vez transcurri-
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do el tiempo de gelificacién, se hicieron dos grupos de cajas de agar. En el primer
grupo se hizo un sacabocado céntrico dentro de los platos de Petri para vaciar nuevo
medio de cultivo sin compuesto agregado, rodeando la zona céntrica previamente
preparada. Mientras que el segundo grupo permanecio integro el medio preparado
con las NanoBi® o con DMSO.

Se recolect6 el crecimiento de la superficie del agar de la cepa bacteriana una
vez transferida y purificada. Posteriormente fueron suspendidas, en un tubo con caldo
TSB enriquecido, para obtener una D.O. = 1 en un espectrofotémetro con longitud de
onda de 600 nm, que equivale a 10° células/mL. En seguida, se realizaron diluciones
107, 10 y 107, para sembrar 100 pL del ultimo tubo, sobre la superficie preparada
del medio TSA enriquecido y la dispersion coloidal. Las muestras fueron incubadas a

34° C durante 48 h. Posterior al tiempo de incubacién se observo el crecimiento bacte-

riano en cada una de las superficies de agar (Figura 15).

Figura 15. Ensayo de dispersion en agar. 1) Descongelado de la cepa bacteriana, 2) recoleccién de
cultivos puros y obtencién de D.O. = 1, 3) Dilucién a 107, 4) Placas de agar TSA con NanoBi° y DMSO

dispersos, 5) Observacion de las placas después de ser inoculadas e incubadas durante 24hrs.
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Ensayo microbiolégico por difusion en Agar (C)

Para la prueba de susceptibilidad antimicrobiana por difusion en agar del bis-
muto en bloque y otros elementos metalicos, se utilizaron las cepas P. aeruginosa y F.
nucleatum.

Se recolecto el crecimiento de la superficie del agar de cada una de las cepas,
las cuales fueron suspendidas por separado, en un tubo con caldo TSB enriquecido
para P. aeruginosa, y en caldo enriquecido HK para F. nucleatum. Para obtener una
D. O. = 1 en un espectrofotdbmetro con longitud de onda de 600 nm, que equivale a
10° células/mL. Posteriormente se realizaron diluciones 107, 10y 103, para sembrar
100 pL del ultimo tubo, sobre una superficie de agar TSA y HK, los cuales fueron ino-
culados por completo con P. aeruginosa, y F. nucleatum respectivamente, para colo-
car sobre ellas los bloques de Bismuto metélico, Aluminio, Zinc, Magnesio y Plata.
Como control positivo utilizamos un filtro impregnado con Ciprofloxacino. P. aerugino-
sa se incubo durante 48 hrs a 34° C en incubadora Felisa y F. nucleatum fue incubada
a 34° C durante 7 dias en condiciones de anaerobiosis (80% N;, 10%CO,, 10%H,).
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se determind la susceptibilidad antimi-

crobiana de las bacterias a los compuestos probados.
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CAPITULO 3. RESULTADOS

3.1 Resultados

Sintesis de Nanoparticulas

La caracterizacion de las nanoparticulas (NPs), se realizé por parte del labora-
torio de Quimica en donde fueron elaboradas. El tamafio y la forma de las NPs que se
utilizaron en este estudio, se mencionan a continuacion:

NanoBi’: En las dispersiones coloidales, se obtuvieron nanoparticulas de forma
romboidea, con un tamafio promedio de 3.33 nm de didmetro, y 930 &tomos en este
tamafio de particulas; en un intervalo que va de 2 a 7 nm.

NanoBi,Os: En las dispersiones coloidales de 6xido de bismuto, se obtuvo na-
noparticulas cristalinas a- BioO3 con un tamafio promedio de 6 nm.

NanoBi,S3: En las dispersiones coloidades de sulfuro de bismuto, se obtuvo
cristales cubicos con un tamafio promedio de 10 nm.

NanoAg?: Los coloides de plata tuvieron un tamafio promedio de 4.4 nm.

(Diaz & Geonel, 2002)(Velasco, et. al., en revisién)

Evaluaciones Microbiolégicas

Determinacion de Concentraciones Minimas Inhibitorias (A)

Exp. 1. Los resultados del efecto inhibitorio de tres NPs (NanoBi’, NanoBi,O3y
NanoAgP) y su sal de sintesis en ocho especies bacterianas de importancia odontolo-
gica, se muestran en la Tabla 6. Las NanoBi° tuvieron efecto inhibitorio sobre todas
las especies evaluadas, en concentraciones de 6.40 x 10“ a 3.20 x 10“ M. En tanto
las NanoBi,Os, fueron efectivas en concentraciones de 1.02 x 10y 2.05 x 10* M, lo

que mostré mayor susceptibilidad a NanoBi,O3; que a NanoBi® en seis especies eva-
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luadas. No se observo una clara diferencia, en la susceptibilidad antimicrobiana entre
especies Gram-negativas y Gram-positivas. Al comparar estos resultados con Nano-
AgP, es evidente el mayor efecto inhibitorio de los nanocompuestos de Plata, espe-
cialmente sobre las especies A. actinomycetemcomitans, E. corrodens, P. gingivalis y
P. micra, que no tuvieron crecimiento bacteriano en ninguna concentracion evaluada,
indicando que las CMIs se encontraban por debajo a la minima concentracion evalua-
da (1.25 x 10°® M). Mientras que las especies A. israelii, F. nucleatum, P. intermedia y
S. sanguinis, fueron susceptibles a concentraciéon 1.60 x 10™ M, equivalente a 16
ug/mL de NanoAg’. Por otra parte, las sales (CgHisAgO- y Bi(NOs)s.5H,0) disueltas
en DMSO, tuvieron efecto bactericida en concentraciones de entre 2.00 x 10°y 3.20 x
10 M para las diferentes cepas bacterianas.

Resultados Comparativos

En esta evaluacién se pud6 demostrar que las NPs de Bismuto y Plata tuvieron
efecto antimicrobiano y ademas con CMIs menores a las obtenidas con las respecti-
vas sales disueltas. También se demostr6 que las NanoAg® fueron mas efectivas que

NanoBi’ y NanoBi,Os.
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Tabla 6. Concentraciones minimas inhibitorias de compuestos de Bismuto y Plata.

SN NanoAg° NanoBi®° NanoBi,O4 CgH15Ag 0, Bi(NO3)3.5H,0
M Mg/mL M Mg/mL M Mg/mL M pg/mL M pg/mL

A. actinomycetemcomitans | <8.00 x 10” <8 3.20x 10™ 66 2.05x 10" 59 2.00 x 107 5 4.00 x 10” 8
A. israelii 1.60 x 10 16 3.20x 10 66 1.02 x 10™ 29 2.00x 10” 5 4.00 x 10 8
E. corrodens <8.00x 10 <8 3.20x 10 66 1.02 x 10™ 29 2.00x 10” 5 <2.00x 10 <4
F. nucleatum 1.60 x 10™ 16 3.20x 10 66 2.05x 10" 59 2.00x 10° 5 2.00x 10° 4
P. gingivalis <8.00x 10 <8 6.40 x 10 133 1.02 x 10" 29 4.00 x 10 10 4.00 x 10 8
P. intermedia 1.60 x 10 16 3.20x 10 66 1.02 x 10™ 29 4.00 x 10” 10 4.00 x 107 8
P. micra <8.00x 10 <8 6.40 x 10™ 133 1.02 x 10™ 29 2.00x 10” 5 2.00x 10° 4
S. sanguinis 1.60 x 10 16 6.40 x 10 133 2.05x10™ 59 4.00 x 10 10 3.20x 10" 66

NanoAg®, nanoparticulas de plata (~ 4 nm).
(<) Concentracién inhibitoria por debajo de la minima utilizada.

NanoBi’, nanoparticulas de bismuto metéalico (~ 3.3 nm).
NanoBi,O3; nanoparticulas de 6xido de bismuto (~ 6 nm).
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Exp. 2. En este experimento se incluyeron tres bacterias asociadas a infeccio-
nes por dispositivos biomédicos. Ademas, se evaluaron cuatro compuestos nanome-
tricos recién preparados (NanoBi,Ss, NanoBi®, NanoBi,Os; y NanoAg®) y los agentes
quimicos utilizados para la sintesis de NPs, asi como sus sales de partida (Tabla 7 y
8).

Los compuestos de Bismuto tuvieron CMIs mayores a los obtenidos por los
compuestos de Plata, sobre las especies cultivadas en atmdésfera aerobia (Figura 16).
Las diferentes NPs de Bismuto tuvieron CMIs de entre 1.60 x 10y 1.28 x 10 M; sin
embargo las NanoBi,S3;, mostraron mayor efecto inhibitorio, seguido por las Nano-
Bi,O3; y NanoBi°. Las NanoBi® fueron efectivas en concentraciones de entre 3.20 x 10°
*y 1.28 x 10° M (66 y 267 pg/mL). Mientras que los coloides de Plata metalica fueron
efectivos entre 1.60 x 10y 6.40 x 10 M. Las especies que mostraron mayor suscep-
tibilidad a los cuatro diferentes hanocompuestos, fueron las bacterias E. corrodens, F.
nucleatum, A. actinomycetemcomitans y P. intermedia.

En cuanto a los resultados obtenidos con las sales de partida, se comparé el
Bi(NO3)3.5H,0 preparado a concentracién 2x10° M, con el CgH1sAgO, preparado a
concentracion 1x10°M, (concentracién de sintesis de NPs) en DMSO. Los resultados
efectivos sobre bacterias orales, para Bi(NO3)3.5H,0 fueron de entre 1.60 x 10y 6.40
x 10* M (77 y 619 pg/mL), y de 8.00 x 10> a 3.20 x 10™* M (20-81 pg/mL) para
CgH15Ag0,. Mientras que para E. coli, S. aureus y P. aeruginosa, Bi(NO3)3.5H,0 fue
efectivo a 1.28 x 10° My entre 1.60 x 10“ a 3.20 x 10 M para CgH15AgO,. Todos los

agentes quimicos utilizados en la sintesis de NPs, se evaluaron en el mismé vehiculo
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(DMSO). Tanto KOH, NaBH4, Na,S como CgHsNazO-, tuvieron efecto antimicrobiano
comparable con el DMSO.

Resultados Comparativos

Los resultados obtenidos en esta evaluacion fueron reproducibles Unicamente
para NanoBi°® con las bacterias A. actinomycetemcomitans, E. corrodens, P. gingivalis,
P. intermedia, P. micra, S. sanguini, al compararlos con las CMIs determinadas en
Exp. 1. Las NPs de Bi,O3y Ag’ y las sales de Biy Ag, tuvieron un incremento variable
de las concentraciones inhibitorias, sobre las ocho especies inicialmente evaluadas.
Por lo que se redujo el efecto antimicrobiano de estos compuestos.

Por otro lado, las NanoBi,S3 fueron evaluada por primera vez mostrando un
mayor efecto sobre las bacterias F. nucleatum y E. coli, comparado con las NanoBi’y
NanoBi,O3. Sin embargo, NanoBi,O3; es el compuesto de bismuto con mejor efecto
sobre diversas especies. Aunque en ambas evaluaciones, los compuestos de plata
mostraron mayor efecto bactericida que los compuestos de bismuto.

En este experimento, no hubo diferencia entre muestras nanomeétricas de Bi y
Bi(NO3)3.5H,0, en las especies A.actinomycetemcomitans, A.israelii, E.corrodens,
S.sanguinis y S.aureus. Mientras que para las especies P.aeruginosa, E.coli, P.micra
y F.nucleatum, fueron mas efectivos los compuestos hanométricos que la sal de sinte-

Sis.
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Tabla 7. Concentraciones minimas inhibitorias de nanocompuestos de Bismuto y Plata.

_ NanoBi,S; NanoBi° NanoBi,O; NanoAg®
Bacterias
M Mg/mL M Mg/mL M Hg/mL M Hg/mL
A. actinomycetemcomitans® | 3.20 x 10* | 82 [3.20x10"| 66 |3.20x10*| 74 |1.60x10"| 16
A. israeliit 6.40x10*| 164 |6.40x10"%| 133 [3.20x10*| 74 |3.20x10%| 32
E. corrodens? 1.60x10%| 41 |3.20x10*| 66 1.60x 10%| 37 1.60x10%| 16
F.nucleatum® 1.60x10%| 41 |6.40x10"%| 133 [6.40x10"%| 149 |3.20x10*| 32
P.gingivalis’ 6.40x10*| 164 |6.40x10"| 133 [3.20x10*| 74 |3.20x10"| 32
P.intermedia’ 3.20x10*| 82 [3.20x10"%| 66 1.60x10%| 37 [3.20x10*| 32
P.micra’ 3.20x10%| 82 [6.40x10"%| 133 [3.20x10*| 74 |3.20x10%| 32
S.sanguinis’ 6.40x10*| 164 |6.40x10"| 133 [6.40x10*| 149 |3.20x10"| 32
E.coli? 6.40x10*| 164 |1.28x10°%| 267 |1.28x10°%| 267 |6.40x10*| 65
S.aureus? 1.28x10°%| 329 |1.28x10°%| 267 |1.28x10°| 267 |6.40x10*| 65
P.aeruginosa * 6.40x 10" | 164 |1.28x10°| 267 |6.40x10*| 149 [3.20x10*| 32

! Especies cultivadas en ambiente anaerobio.
% Especies cultivadas en atmésfera aerobia.

NanoBi°, nanoparticulas de Bismuto metalico (~ 3.3 nm).
NanoBi,O3; nanoparticulas de 6xido de Bismuto (~ 6 nm).
Nano Bi,S;, nanoparticulas de sulfuro de Bismuto (~ 10 nm).

NanoAg°, nanoparticulas de Plata (~ 4 nm).
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Tabla 8. Concentraciones minimas inhibitorias de nitrato de Bismuto (Bi(NO3)3.5H,0) y 2-etilhexanoato de plata (CgH;sAgO) y agentes

guimicos utilizados para la sintesis de nanoparticulas de Bismuto y Plata.

_ Bi(NO3)3.5H,0 CgH1sAgO, DMSO NaBH, KOH Na,S | CgHsNazO-
Bacterias
M Hg/mL M pg/mL M M M M M

A.actinomycetemcomitans | 3.20 x 10* | 154 | 8.00 x 10” 20 1.60 x 10" | 6.40 x 10" | 6.40 x 10* | 6.40 x 10” | 9.60 x 10™
A.israelii 6.40x10* | 309 |8.00x10” 20 3.20x 10" | 1.28 x 10° | 1.28 x 107 | 6.40 x 10* | 9.60 x 10™
E.corrodens 1.60 x 10™ 77 8.00 x 10” 20 3.20x 10" | 6.40x 10" | 1.28 x 10° | 6.40 x 10* | 9.60 x 10™
F.nucleatum 3.20x10* | 154 | 1.60x10™ 40 3.20x 10" | 1.28 x 10° | 3.20x 10* | 6.40 x 10* | 9.60 x 10™
P.gingivalis 3.20x10* | 154 | 1.60x10™ 40 3.20x 10" | 6.40x 10" | 6.40 x 10* | 8.00x 10° | 1.92x 10®
P.intermedia 1.60 x 10™ 77 8.00 x 10° 20 8.00 x 10% | 3.20x 10* | 3.20x 10* | 6.40 x 10* | 9.60 x 10™
P.micra 6.40x10* | 309 |8.00x10” 20 3.20x 10" | 6.40x 10* | 6.40 x 10* | 6.40 x 10* | 9.60 x 10™
S.sanguinis 6.40x10* | 309 |1.60x10™ 40 3.20x10" | 1.28x10° | 1.28x10° | 1.28x10° | 1.92x 10
E.coli 1.28x10° | 619 |1.60x 10" 40 6.40 x 10" | 2.56 x 10° | 2.56 x 10° | 2.56 x 10° | 3.84 x 107
S.aureus 1.28x10° | 619 |3.20x 10" 81 6.40 x 107 | 2.56 x 10° | 2.56 x 10° | 2.56 x 10° | 3.84 x 107
P.aeruginosa 1.28x10°| 619 | 1.60x10™ 40 6.40 x 10™" | 2.56 x 107 | 2.56 x 10° | 2.56 x 10° | 3.84x 10°
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Figura 16. Concentraciones minimas inhibitorias (CMls (ug/mL)) de nanoparticulas de sulfuro de Bis-
muto (NanoBi,S3), Bismuto metalico (NanoBiCV), 6xido de Bismuto (NanoBi,O3) y plata (NanoAgCV).

(*) Especies bacterianas de importancia odontolégica, (+) especies bacterianas de importancia médica.

Exp. 3. Con base en estos resultados, se planed evaluar el efecto de la sal de
Bismuto en agua y en DMSO, a concentraciones 2x10° M y 2x10™M, incluyendo
DMSO puro y una nueva sintesis de NanoBi°, NanoBi,Ss, y NanoBi,Os, sobre F. nu-
cleatum, S. sanguinis y E.coli. Las CMIs obtenidas se describen en la Tabla 9.

El Bi(NO3)3.5H,0 en agua, en concentracion inicial de 2x10°M (concentracién
utilizada en la sintesis de NPs de Bismuto) no tuvo efecto antimicrobiano en dos de
las especies bacterianas con las diferentes concentraciones evaluadas. Mientras que
a la misma concentracion inicial de Bi(NO3)3.5H,0 disuelto en DMSO, se observaron
CMiIs de 1.60 x 10, 6.40 x 10*y 1.28 x 10 M para F. nucleatum, S. sanguinis y E.
coli respectivamente. Es evidente que con stocks mas concentrados (2 x 10 M) hay
mayor efecto antimicrobiano, aunque esto solo ocurrié cuando se utiliz6 agua como
vehiculo. En cambio con DMSO variaron los resultados. También se observd que el
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Bi(NO3)3.5H,0 fue mas efectivo en DMSO, principalmente en las bacterias F. nuclea-
tum y E. coli, mientras S. sanguinis mostré inhibicion en el mismo volumen utilizado,
independientemente del vehiculo.

Por otro lado, los tres nanocompuestos de Bismuto fueron efectivos en concen-
traciones de entre 4.00 x 10 y 9.60 x 10” M. Mientras que el DMSO tuvo CMIs de
3.20 x 10y 6.40 x 10™ M. Se observé que el citrato de sodio, utilizado como agente
modificador de superficie durante la sintesis de hanocompuestos de Bismuto, no tiene
efecto antimicrobiano cuando se disuelve en agua.

Resultados Comparativos

Las CMIs de los nanocompuestos de Bismuto, fueron reproducibles sobre la
especie bacteriana S. sanguinis, en los Exp. 2 y Exp. 3. Mientras que E. coli fue con-
sistente solo con NanoBi,S3; en ambos experimentos y F. nucleatum vario sus resulta-
dos con todas las muestras, en los tres ensayos.

En los tres ensayos, NanoBi° tuvo CMIs constantes para S. sanguinis, demos-
trando mayor reprocibilidad que los otros compuestos y a su vez, mejor estabilidad de
la bacteria al método experimental, en comparacion con otras especies.

En esta evaluacién no hubo diferencia notable entre Bi(NO3)3.5H,O en DMSO a

concentracion de sintesis y los nanomateriales, sobre las tres bacterias.
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Tabla 9. Concentraciones minimas inhibitorias de tres distintas nanoparticulas de Bismuto y de nitrato de Bismuto.

: Bi(NO3)3.5H,0 (M) NanoBi° | NanoBi,S; | NanoBi,O; DMSO? C6H5Na307b
Bacterias
A B C D M M M M M
F. nucleatum NA 8.00x 10° | 1.60 x 10* | <2.50 x 10* | 4.00x 10° | 3.20x 10" | 3.20x 10" | <1.25x10° | >3.84x 10°
S.sanguinis | >1.28x 107 | 6.40x 107 | 6.40x 10" | 6.40x10° |6.40x 10" | 6.40x 10" | 6.40x 10" | 3.20x10" | >3.84x10°
E. coli >1.28x10° | 1.28x 10" | 1.28x10° | 9.60x 10* | 9.60x 10" | 6.40 x 10* | 9.60x 10* | 6.40x 10" | >3.84x10°

A. Bi(NO5)3.5H,0 en agua, stock 2x10° M.
B. Bi(NO3)3.5H,0 en agua, stock 2x10™ M.
C. Bi(NO3)3.5H,0 en DMSO, stock 2x10° M.
D. Bi(NOj3)3.5H,0 en DMSO, stock 2x10™ M.
4DMSO puro.

® Citrato de Sodio en agua, stock 6x107°M.
(NA) No aplica.

(>)CMIs mayor gque la maxima utilizada.

(<) CMI menor que la minima utilizada.

NanoBi’, nanoparticulas de bismuto metalico (~ 3.3 nm).
NanoBi,O3; nanoparticulas de 6xido de bismuto (~ 6 nm).
Nano Bi,S3, nanoparticulas de sulfuro de bismuto (~ 10 nm).
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Resumen
En la Tabla 10 se muestran los diferentes resultados obtenidos de cada com-
puesto analizado en los tres experimentos (Exp 1 — 3), sobre las especies bacterianas

cultivadas en atmosfera anaerobia y aerobio.

Tabla 10. Intervalo de CMls de tres ensayos microbiolégicos de compuestos de Bismuto y de Plata.

Bacterias/ Anaerobias Aerobias
Compuestos M M
3.20 x 10™- 6.40 x 10" . .
0 4 4| 6:40x10%-1.28x 10
NanoBI 3.20x107-6.40x 10 .
4 9.60 x 10
6.40 x 10

3.20x10%-6.40x 10" | 6.40 x 10*-1.28 x 103
3.20x 10*-6.40 x 10* | 6.40 x 10*
1.02 x 10 2.05 x 10
NanoBi,O; 1.60 x 10*- 6.40 x 10*
3.20x 10*-6.40 x 10™
o 1.25x10°- 1.60 x 10 4 B
NanoAg . .| 3-20x10™-6.40 x 10
1.60 x 10™- 3.20 x 10

5.00 x 10°-8.00 x 10°

NanoBi,S;

1.28 x 103
9.60 x 10™*

Bi(NO3)3.5H,0 1.28 x 10°®

{(NO:Js SH: 1.60 x 10*- 6.40 x 10* \
disuelto en DMSO _4 4| 1.28x 10

1.60 x 10™*- 6.40 x 10

Bi(NO3)3.5H,0

_( 2)-3H: >1.28 x 10 >1.28 x 10
disuelto en Agua
CsH1sAgO 250 x 10°- 5.0 x 10°®

orishg ] , | 1.60 x 10*-3.20 x 10*
disuelto en DMSO 8.00 x 10™-1.60 x 10

(>)CMIs mayor que la maxima concentracion utilizada.
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Ensayo microbiol6gico por dispersion en agar (B)

Exp. 4. En los ensayos de dispersion en agar, no se observo ningan crecimien-
to microbiano con NanoBi® o con DMSO puro, en ninguna de las concentraciones eva-
luadas para S. aureus (Figura 17). Es decir, por este método la CMI para las NanoBi°

y el solvente organico por separado, sobre S. aureus es menor a 3.20 x 10“ M (equi-

valente a la 82 concentracion utilizada para ambos compuestos).

Figura 17. Ensayo de dispersion en agar con NanoBi’ (D-G) y DMSO (A-C) donde se utilizé la CMI de

cada compuesto y tres concentraciones inferiores. No se observa ningun crecimiento bacteriano.
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Figura 18. Ensayo de dispersion centrado en agar con NanoBi’ (AyB) y DMSO (C y D) donde

se utilizo el compuesto localizado Gnicamente en el centro del agar (circulo céntrico).

En los ensayos de dispersion en agar con los compuestos centrados, se pudo
observar una clara inhibicién con ambos compuestos (NanoBi® y DMSO), asi como

crecimiento microbiano rodeando el halo inhibitorio (Figura 18).

Ensayo microbiolégico por difusion en agar (C)

Exp 5. En el ensayo microbiologico con los metales en bloque, no se observé
susceptibilidad antimicrobiana con ningun elemento utilizado, para ambas cepas bac-
terianas. En la Figura 19 se observa un clavo de Bismuto metdlico y un bloque de
aluminio, los cuales no muestran halo de inhibicién a su alrededor. Mientras que el

disco con ciprofloxacino mostré una clara inhibicion microbiana.
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Figura 19. Ensayo de sensibilidad de P. aeruginosa a dos elementos metalicos y un antibiético. Las
flechas indican las muestras usadas y el circulo indica la inhibicién microbiana.

Clavo de Bismuto (1), bloque de aluminio (2), ciprofloxacino (3).
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3.2 Discusion

La actividad antimicrobiana es una propiedad biolégica de gran utilidad en los
materiales dentales y biomédicos, ya que tiene la capacidad de favorecer la biocom-
patibilidad entre el material y el organismo, previniendo la formacion de depdsitos bac-
terianos asociados a infecciones por contacto con dispositivos biomédicos. Esta pro-
piedad, a su vez aumenta el buen prondstico en el tratamiento dental y hospitalario.
Para reducir el crecimiento microbiano en distintos materiales, se ha optado por estu-
diar nuevas tecnologias, utilizando disefios a hano escala de elementos 0 compuestos
conocidos con buen efecto antimicrobiano, como son el Bismuto y la Plata (Cao & Liu,
2010).

En el caso de las NPs, no es claro definir el efecto antimicrobiano por si mismo
del nanocompuesto, ya que existen otros factores que afectan la respuesta bioldgica,
como la dispersiobn homogénea en el medio en que se encuentren (surfactante), su
tamafo promedio, forma y las propiedades superficiales de los nanomateriales (Ome-
lia, 1980; Stark et al., 2005). Por ejemplo, diversos reportes han mostrado el efecto
que ocasiona el estado de dispersion, en las propiedades antimicrobianas de algunas
nanoparticulas metélicas y fullerenos, observando que su actividad bactericida dismi-
nuye e incluso desaparece, cuando hay formacion de camulos mayores que dificultan
su captacion intracelular (Yamakoshi et al., 1999; Stark et al., 2005; Lyon et al., 2005).

Ademas, se ha reportado que las bacterias, pueden protegerse en contra de la
absorcion de muchos tipos de nanoparticulas, debido a que no cuentan con mecanis-
mos para el transporte de particulas coloidales a través de su pared celular (Moore,

2006) como ocurre en células eucariontes (Lynch et al., 2006; Martin et al., 2006; Rot-
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hen-Rutishauser et al., 2006). También refieren que la internalizacién de NPs de 6xido
metales esta asociada al dafio de la pared celular bacteriana (Klabunde et al., 2002,
Brayner et al., 2006).

Con la finalidad de obtener informacion sobre el efecto antimicrobiano de las
NPs de Bi, evaluamos en este estudio tres compuestos de Bi nanométricos y uno de
Ag (NanoBi°, NanoBi,S; y NanoBi,Os, NanoAg®) sobre ocho especies bacterianas re-
presentativas de la flora subgingival de la cavidad oral y en tres cepas asociadas a

infecciones nosocomiales.

Efecto antimicrobiano de Bismuto y Nanoparticulas de Bismuto

Existe muy poca o nula informacién respecto al efecto antimicrobiano del Bis-
muto sobre especies de la cavidad bucal, por lo que resulta dificil comparar los resul-
tados obtenidos en éste estudio (Tabla 10). Sin embargo, las CMIs de los tres nano-
compuestos de Bi (de entre 1.02 x 10” y 1.28 x 10 M), pueden compararse con re-
portes previos de compuestos tioles (-SH) de Bi (BisBAL), en donde se evaluaron bac-
terias como E.coli y S. aureus, bacterias que también fueron utilizadas en nuestro es-
tudio, asi como a H. pylori, organismo asociado a ulcera péptica (Badireddy et al.,
2008; Domenico et al., 1997). Sus resultados muestran CMls entre 2 y 17 x 10° M
para éstas especies, demostrando un mayor efecto antimicrobiano con compuestos de
Bi disueltos en -SH, que con las NPs de Bi probadas en este estudio para las especies
E. coliy S. aureus (~ 6.40 x 10™). Mientras que el Bi(NOz)3.5H,0 disuelto en propilen-

glicol, se obtuvieron concentraciones bactericidas de 3 x 10 M para E.coli, lo que es
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similar al resultado obtenido en este trabajo, cuando evaluamos Bi(NO3)3.5H,0 disuel-
to en DMSO, sobre esta especie bacteriana (1.28 x 102 M).

En diversos experimentos de este estudio, fue reproducible el efecto inhibitorio
de NanoBi’ (CMIs de 3.20 y 6.40 x 10 M) contra bacterias como A. actinomycetem-
comitans, P. gingivalis. Considerados patdgenos relacionados con la enfermedad pe-
riodontal y asociados a infecciones por uso de implantes dentales e incluso, se ha re-
portado su presencia en depositos bacterianos, sobre protesis totales de pacientes
edentulos (Socransky & Haffajee, 2005; Sachdeo A, et. al, 2008). También se de-
mostré el efecto bactericida de NanoBi® contra A. israelii, organismo causante de en-
dometriosis, infeccion asociada al uso de dispositivos intrauterinos (DIU). Por lo que
aun, se puede explorar distintas alternativas de depésito de NanoBi® en la superficie
de prétesis bucales y dispositivos biomédicos.

Considerando que hasta la fecha, no existe un método microbiolégico ideal pa-
ra la evaluacion de NPs, en este trabajo se incluyeron tanto la prueba de susceptibili-
dad antimicrobiana por dispersién en agar, como por dispersion en caldo. La CMI ob-
tenida por dispersion en agar de las NanoBi® fue < 3.20 x 10” M y por dispersién en
caldo fue de 1.28 x 10> M sobre S. aureus, mostrando que en un medio gelificado las
NanoBi° tienen mayor efectividad bactericida comparado con el método de dispersion
en caldo enriquecido (electrolitos y proteinas disueltas). Esto posiblemente es debido
a una mayor estabilidad y distribucion de la dispersion coloidal en el medio de agar, o
posiblemente como se ha reportado con anterioridad, en medios liquidos sufre “neu-
tralizacion” de su superficie activa por asociacion de las NPs con otras moléculas, sin

ocasionar dafio evidente a las células (Brown et al., 2000; Lead et al., 2009).
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Por otro lado el método por difusion en agar del Bi en bulto, cuando fue coloca-
do en contacto con P. aeruginosa, no tuvo efecto inhibitorio sobre la especie, ya que
no mostré halo de inhibicién. Este resultado reafirma la importancia de la solubilidad
del compuesto en el efecto antimicrobiano

Se ha reportado la accion biolégica que posee el Bi y el citrato de Bismuto con
arqueas metanogénicas, como Methanosarcina barkeri y en especies intestinales, ya
gque estos compuestos son biotransformados por su gran afinidad a los grupos -SH,
sin ocasionar dafio celular. Por otra parte, el efecto bactericida de las sales de Bismu-
to se ha asociado principalmente a su naturaleza cationica (Coudron & Stratton, 1995,
Michalke et al., 2002). Considerando lo anterior, las variaciones en los resultados ob-
tenidos en este estudio nos refieren que el efecto letal de los materiales nanométricos
de Bi sobre las bacterias expuestas, implica, ademas de las propiedades fisicas de las
NPs antes mencionadas y del compuesto sulfurado en el que se dispersan, su inter-
accion con el metabolismo bacteriano, que explicaria la diferencia en la susceptibilidad

entre las diferentes especies que fueron evaluadas.

Efecto antimicrobiano de Nanoparticulas de Plata

Los informes sobre las propiedades bactericidas de NPs de Ag’, se han enfo-
cado principalmente en la especie E. coli. Un estudio reporta la sensibilidad de la Plata
nanométrica en concentraciones de entre 50 y 60 pug/mL (~ 1.28 x 10 M) por método
de dispersion en agar, utilizando NPs con tamafo promedio de ~ 12 nm (Sondi & Sa-
lopek-Sondi, 2004). Lo que coincide con los resultados que obtuvimos para esta espe-

cie bacteriana (~ 1.28 x 10 M) por método de dispersioén en caldo, utilizando NPs de
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~ 4 nm. Por otra parte, todas las demas especies aqui evaluadas, tuvieron CMIs con
NanoAg® de entre 1.25 x 10° y 6.40 x 10™* M, que equivalen a 0.129 y 65.8 pg/mL.
Estos resultados nos dan mayor referencia del efecto bactericida que puede tener las
NanoAg®, entre especies bacterianas de distintos ecosistemas. Otros autores reportan
CMIs de NPs de Ag, también en dispersién en agar, de entre 3.3y 6.6 x 10° M para
E.coliy CMIs > 33 x 10° M para S. aureus (Kim et al., 2007b). Lo que nos vuelve a
sugerir la importancia en la metodologia empleada, por las variaciones encontradas
entre estos estudios y el nuestro.

Las especies de importancia médica fueron mas sensibles a la sal de partida
(CgH1sAg0,) que a las NanoAg’. Esta diferencia, confirma la importancia de la pre-
sencia de iones metalicos disueltos para obtener un mejor efecto antimicrobiano
(Vonberg et al., 2008, Silvestry-Rodriguez et al., 2007). Ademas del efecto bactericida,
también se debe considerar la bioactividad de la Ag en la respuesta bacteriana, ya
que se ha reportado biosintesis bacteriana de particulas nanométricas con este ele-
mento, en especies como Pseudomonas stutzeri (Klaus et al., 1999). Esto es tomado
en cuenta, por que hemos observado mayor efecto antimicrobiano con la sal de parti-
da que con los compuestos nanométricos. Lo que nos sugiere, al igual que con el Bi,
que puede existir alguna interaccién biolégica que no afecta a las bacterias, asi como
menor solubilidad y toxicidad de los cimulos nanométricos, que la sal disuelta.

Finalmente con base en estos resultados, confirmamos que los tres hanocom-
puestos de Bi, el Bi(NO3)3.5H,0 y el Bi en bloque poseen menor efecto inhibitorio si

los comparamos con los resultados obtenidos de las NPs de Ag o CgHisAgO..
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Ademas, las dosis efectivas bactericidas de los coloides de Bi, son mayores a las do-

sis criticas para el organismo (100 ug/L) (Phillips et al., 2001, Islek et al., 2001).
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3.3 Conclusiones

En este estudio evaluamos por diferentes metodologias la susceptibilidad anti-
microbiana de tres nanocompuestos de bismuto: NanoBi’, NanoBi,Os;, NanoBi,S; y
uno de plata: NanoAg’, en diversas especies bacterianas de la cavidad oral y en tres
bacterias de importancia médica. Con los resultados obtenidos podemos llegar a las
siguientes conclusiones:

oL os diferentes hanocompuestos de Bismuto tienen efecto antimicrobiano tanto

para bacterias colonizadoras de la cavidad oral, piel, mucosas y aparato
gastrointestinal, asi como en patdégenos oportunistas, en las concentracio-
nes que fueron probadas.

eLLas NanoBi,O3, fue el compuesto nanométrico de Bismuto mas efectivo aqui

evaluado, aunque con una potencia mas baja cuando es comparado con
las NPs de Ag’.

eNo encontramos diferencias en el efecto antibactereiano de los nanocom-

puestos de Bismuto entre las bacterias Gram-negativas como Gram-
positivas.

el as bacterias crecidas en condiciones anaerobicas fueron mas susceptibles a

todos los compuestos evaluados, comparandolos con las bacterias crecidas
en medio aerobio.

eUtilizando el método de dispersion en agar se obtuvieron concentraciones

minimas inhibitorias menores a las alcanzadas en dispersion por caldo.
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3.4 Perspectiva

Lo que hasta aqui hemos podido analizar, nos sugiere que al observar mayor
efecto antimicrobiano con las sales evaluadas que con las NPs, hay menor captacion
de nanocompuestos por parte de la bacteria, que de sales disueltas. De ser cierto, las
NPs de Bismuto no estarian causando dafio en la pared celular, lo que podria confir-
marse en estudios posteriores con métodos de alta resolucion como TEM-HR o AFM,
para verificar la agregacion de las NPs y la estabilidad o dafio de la pared celular, asi
también incluir mediciones de analisis elemental, SEM o diferentes técnicas espec-
troscépicas, para evaluar el medio de cultivo con nanoparticulas y sales, y obtener
informacion sobre su interaccion con el medio bacteriano. Sin perder de vista los al-
cances de este trabajo, los resultados muestran el efecto inhibitorio de los nanocom-
puestos tanto de Bismuto como de Plata en diversas especies bacterianas anaerobias
y aerobias. A su vez, indican la importancia del agente dispersante que mantiene la
homogeneidad de las nanoparticulas y de la interaccion que ejerce en el efecto anti-
microbiano.

La busqueda de aplicaciones de diversos nanomateriales, involucra un desafio
en los métodos de sintesis, estandares de estudios bioldgicos y conocimiento profun-
do tanto de sus propiedades fisicoquimicas-biolégicas en un ambiente controlado, asi
como en su exposicion, transformacion, desecho y acumulacién en cualquier ecosis-
tema donde se encuentren. Actualmente nos encontramos con un area rica en poten-
ciales, que exige un analisis amplio de cada comportamiento, tanto de la materia iner-
te como su interaccion con la materia viva. Por lo que, la dificultad con que nos encon-

tramos durante la realizacion de esta tesis también ha sido expresada en otras areas

78



de conocimiento (citotoxicidad, genotoxicidad y ecotoxicidad), lo que ha llevado a la
conclusién de proponer nuevos métodos de sintesis o procesamiento de nanocom-
puestos, donde se pueda controlar por completo el tamafio, forma y volumen de parti-
culas, usando un medio dispersante que evite la agregacion o aglomeracién del na-
nomaterial para que puedan interactuar oportunamente con los modelos bioldgicos
experimentales, y obtener resultados claros y reproducibles a cualquier escala de pro-
duccidén. Asi tenemos, que el uso clinico de las NanoBi, alin se encuentra en expecta-
tiva limitada y dependerd de posteriores estudios que demuestren las propiedades

benéficas que estos materiales puedan aportar.
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Abreviaturas

Agzs

AgBr

AgCl

AgF

AgN03

Au

Bi

Bi°

Bi,O3

Bi»S3
BisO(OH)o(NO3)4
Bi(NO3)3.5H,0
BisO(OH)o(NO3)4
BiC12H14K5017
Bil3

BiO*

BIOCI
BiPMole4o
C17H18FN30O3
CigH15Bi
CsHsBIO;
C,HgSO
CeHsNazO
C7/HsBiO,4
C,HsBiOg
CgH15Ag0;
Ca(OH);

CLSI

CMis

COs

Cu

EPA

Fe

Fez04

H

H.S

KOH

Na,S

NaBH4
NaBiO3

Plata

[6n plata

Plata metalica o cerovalente
Argentita

Bromuto de plata

Kerargita

Fluoruro de plata

Nitrato de plata

Oro

Bismuto

Bismuto metalico o cerovalente
Triéxido de bismuto

Sulfuro

Subnitrato de bismuto

Nitrato de bismuto pentahidratado
Subnitrato de bismuto
Subcitrato de bismuto coloidal
Triyoduro de bismuto

I6n bismutilo

Oxicloruro de bismuto
Fosfomolibdato de bismuto
Ciprofloxacino

Trifenil bismuto

Citrato de bismuto

DMSO

Citrato de sodio

Subsalicilato de bismuto
Subgalato de bismuto
2-etilhexanoato de plata
Hidroxido de Calcio

Clinical and Laboratory Standard Institute
Concentracién Minima Inhibitoria
I6n carbonato

cobre

Enviromental Protection Agency
Hierro

Hidrégeno

Sulfuro de hidrégeno
Hidréxido de potasio
Sulfuro de sodio
Borohidruro de sodio
Bismutato de sodio
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NanoAgCV
NanoBIiCV
NanoBi,O3
NanoBi,S3
NCCLS
NPs

OH"

Pb

-SH

SiO,

Ti

TiO,

Nanoparticulas de Plata cerovalente
Nanoparticulas de Bismuto cerovalente
Nanoparticulas de Oxido de bismuto
Nanoparticulas de Sulfuro de bismuto
National Comitee for Clinical Laboratory Standars
Nanoparticulas

I6n oxhidrilo

Plomo

Sulfhidrilo

Silice

Titanio

Oxido de titanio
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