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Resumen.

En la actualidad la resistencia bacteriana es considerada un problema de
salud publica, es por ello que existe la necesidad de buscar nuevos
biomateriales con nanoestructuras para potencializar su uso, durabilidad,
gue no sea toxico para el ser humano, que nos ofrezca funcionalidad y que
nos provea propiedades antimicrobianas. Esto nos ha llevado a la simbiosis
entre la nanotecnologia y la ingenieria de tejidos que busca nuevas
alternativas en este campo. El presente trabajo presenta el desarrollo y
evaluacion antibacteriana de nanoparticulas (NPs) de 6xido de magnesio
(MgO), asi como una revision bibliografica acerca del tema.

Para lo anterior, las NPs de MgO se sintetizaron por mecanosintesis y se
caracterizaron utilizando microscopia de transmision (TEM) y difraccion de
rayos X (XRD). Para la evaluacion antibacteriana se emple6 el método de la
NCCLS. utilizando las cepas de E. faecalis (ATCC 51299) y (ATCC 29212) y
como C+ ampicilina y C- medio de cultivo.

Los resultados indicaron que a través de un método mecanoquimico y libre
de solventes se obtuvieron NPs de MgO de las NPs-MgO por TEM y XRD
mostraron que las NPs de MgO tienen diversas formas destacandose formas
poliédricas y alargadas con tamafios menores a 100 nm. Los ensayos
antibacterianos in vitro indicaron actividad antibacteriana de las NPs de MgO
sobre las cepas de E. faecalis, obteniéndose concentraciones minimas
inhibitorias de 600 ug/ml para ambas cepas. Por lo tanto, las NPs- MgO de
magnesio podrian servir como una alternativa al uso de antibiéticos debido a

sus propiedades antibacterianas.



Abstract

Currently, bacterial resistance is considered a public health problem, which is
why there is a need to search for new biomaterials with nanostructures to
enhance their use, durability, non-toxicity to humans, and provide
antimicrobial properties. This has led us to the symbiosis between
nanotechnology and tissue engineering that is looking for new alternatives in
this field. This paper presents the development and antibacterial evaluation of
magnesium oxide (MgO) nanoparticles (NPs), as well as a bibliographic

review on the subject.

For this, the MgO NPs were synthesized by mechanosynthesis and
characterized using transmission microscopy (TEM) and X-ray diffraction
(XRD). For the antibacterial evaluation, the NCCLS method was used. using
the strains of E. faecalis (ATCC 51299) and (ATCC 29212) and as C+

ampicillin and C- culture medium.

The results indicated that through a mechanochemical and solvent-free
method, MgO NPs were obtained from MgO-NPs by TEM and XRD showed
that MgO NPs have various shapes, highlighting polyhedral and elongated
shapes with sizes less than 100 nm. The in vitro antibacterial assays
indicated antibacterial activity of the MgO NPs on the E. faecalis strains,
obtaining minimum inhibitory concentrations of 600 ug/ml for both strains.
Therefore, magnesium MgO-NPs could serve as an alternative to the use of

antibiotics due to their antibacterial properties.



Introduccion

En la actualidad la resistencia bacteriana es considerada un problema de
salud publica a nivel mundial y de dificil solucion; en los ultimos afos se ha
reportado un incremento en la aparicibn de cepas resistentes o
multirresistentes a bacterias patdogenas, causantes de diversas

enfermedades.

En el campo odontolégico dentro de las especies bacterianas encontradas en
dientes con necrosis pulpar y en dientes con indicacion de retratamiento el
Enterococcus faecalis es la mas frecuente por la permanencia de este
microorganismo en los canales radiculares provocando en muchas ocasiones
una recidiva de infeccion. Se ha demostrado la resistencia de esta bacteria
y es considerada un problema que requiere una pronta combinacion eficaz
entre el tratamiento mecanico y la utilizaciéon de novedosos biomateriales

dentales con caracteristicas ideales para erradicar la infeccion..

Este trabajo presenta la obtencion de nanoparticulas (NPs) de éxido de
magnesio (MgO), analizando , sus caracteristicas microscépicas y la
capacidad de impedir el desarrollo de dos cepas de E. faecalis (resistentes a
antibiéticos y no resistentes). El objetivo de esta investigacion es sintetizar,
caracterizar y evaluar conocer la actividad antibacteriana de nanoparticulas

basadas en MgO contra Enterococcus faecalis.



Capitulo |

1. Biomateriales de uso odontolégico con efecto

antibacteriano

1.1 Generalidades

La aparicion constante de bacterias multirresistentes, ha elevado el esfuerzo
por la busqueda de biomateriales antibacterianos, que sean efectivos para su
aplicacidon en el area odontoldgica; estos deben generar un efecto bactericida
y/o bacteriostatico, (1). Una de las finalidades del desarrollo de biomateriales
dentales con propiedades antibacterianas, es reducir la incidencia de
enfermedades en la cavidad bucal garantizando la disminucién o eliminacion

de los microorganismos patogenos. (2)

Los materiales dentales anti-biopelicula empleados han sido clasificados

como.

a) Inhibidores de la adhesion inicial.
b) Inhibidores del crecimiento de la placa.
c) Inhibidores de la actividad bacteriana en la biopelicula.
d)
)

e

Eliminadores de bacterias de la biopelicula.

Separadores de la biopelicula.

La literatura reporta que el fluoruro tiene efecto bacteriostatico por lo que se
ha adicionado con diversos biomateriales dentales principalmente el

ionémero de vidrio,compomeros de resinas compuestas y pastas dentifricas.

Se han anadido nanoparticulas de plata debido al efecto antimicrobiano que
estas poseen y se ha experimentado en diversos biomateriales en los ultimos
afios como alginatos, materiales bioceramicos y siliconas principalmente, sin

embargo se sigue aun investigando en mas biomateriales.



Con respecto a cementos dentales,los cementos de fosfato de zinc, el
hidroxido de calcio, el éxido de zinc (ZnO) y el cemento de policarboxilato de
zinc tienen propiedades antimicrobianas. Los iondmeros de vidrio son los
cementos mas cariostaticos y tiene una potente accion antibacteriana, debido
a su alto grado de liberacién de fluoruros, lo cual ayuda a realzar la

remineralizacion e inhibe el crecimiento bacteriano.

En endodoncia existen biomateriales como los selladores de conductos
radiculares con base en su composicion de eugenol, realizan una inhibicién

del crecimiento bacteriano.

En materiales restauradores se puede considerar a la amalgama que recién
colocada existe una liberacibn de mercurio que reduce la actividad
microbiana de la placa dental, pero que no afecta la formacién de esta,
ademas que la amalgama de plata inhibe completamente el crecimiento de
Streptococcus mutans y Actinomyces viscosus en la placa dental bacteriana.

Efecto que dura al menos una semana. (3)

La presencia de microorganismos bacterianos en la superficie de aleaciones
de oro fue encontrada con muy poca viabilidad, probablemente debido a su
capacidad inerte que desfavorece el crecimiento de crecimiento bacteriano y

su adhesion especifica.

En resinas compuestas se han anadido compuestos como lo son silicato,

nanoparticulas de plata y fluoruros otorgandole propiedades antibacterianas.

3)

2. El Magnesio en odontologia y medicina

El magnesio (Mg) es un catidon divalente que participa en numerosas

reacciones enzimaticas, procesos de transporte, y sintesis de proteinas vy



acidos nucleicos. Estabiliza las enzimas en muchas reacciones que generan
ATP, antagoniza el calcio en la contraccidn muscular, modula la sefal de
transduccion y proliferacién celular de la insulina y es importante para la

adhesion celular y el transporte de membrana. (4)

Dentro de sus diversos usos, estd en el area de la salud donde se ha
evaluado en aplicaciones ortopédicas y cardiovasculares, comparado con

otros tipos de bactericidas solidos (3).

También se usa para favorecer la osteogénesis y osteointegracién de
implantes, combinado con carbamazepina sirve como anticonvulsivante,
tratamiento para el estrefiimiento crénico, controla la nefrolitiasis por oxalato
de calcio, uso terapéutico contra el cancer, prevencion de migranas,
andamios hibridos nanofibrosos para la regeneracion y reparacion de tejidos
duros y blandos (3).

En Odontologia lo usan en membranas nanohibridas, nanofibras hibridas
como osteoinductivo. Este elemento tiene actividad antibacteriana
considerable contra Staphylococcus. aureus, Candida. albicans, Escherichia.
coli. Se ha investigado su posible uso en andamios hibridos

nanoestructurados para regenerar dentina. (4)

Ademas, el magnesio tiene un valor clinico relevante debido a que puede ser
introducido en los tejidos, gracias a su propiedad de bajo peso, excelente

conductividad térmica y calor especifico. (2)
2.1 Oxido de Magnesio

La literatura reporta que el o6xido de magnesio (MgO) tiene accién
antibacteriana Gram-positivas y Gram-negativas. a actividad antimicrobiana
del MgO micrométrico, se debe a la presencia de oxigeno activo como

superéxido (O2-), en la superficie de las particulas de MgO(5). En este
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sentido, en los ultimos afios el MgO en escala nano ha reportado un buen

potencial como material bactericida.

Se ha reportado que el mecanismo de accion de las NPs de MgO pueden
dafar la membrana celular causando la pérdida de contenidos intracelulares
y provocando la muerte de las células bacterianas. Otro mecanismo son las
reacciones de oxido-reduccion en la superficie de las NPs de MgO lleva a la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como, radicales
superoxidos (0O2-), perdoxido de hidrégeno (H202) y radicales hidroxilos
(OH). Las proteinas en la pared celular de las bacterias tienen muchos
enlaces peptidicos. El anion superdxido atacaria al carbonilo en los enlaces
peptidicos permitiendo eventualmente la destruccion de la bacteria. Al
aumentar el area superficial de las particulas de MgO incrementa la
concentracion de OH- en su superficie, que a su vez conlleva a mayor
concentracion de O2- en solucion y consecuentemente se obtiene mejor
efectividad en la destruccion de la pared celular de la bacteria. La actividad
antibacteriana de las NPs de MgO depende del tamano de particula. Sin
embargo, cuando el tamafo de particula es demasiado pequefio, por ejemplo
inferior a 15 nm, el efecto desagregacién es significativo afectando la

interaccidn con la bacteria y por ende su eficiencia. (3,6)

3. Nanotecnologia

El auge de la nanotecnologia empezé a partir de los afos 80, con el
desarrollo de una amplia gama de microscopios de sonda de barrido, que
logran imagenes a escala atdmica. Sin embargo, fue Richard Feynman
(premio Nobel de Fisica en 1965) quien con su famosa conferencia titulada
"Hay mucho espacio en el fondo", marco un hito para el desarrollo de ésta,

haciendo ver la posibilidad de mover las cosas atomo por atomo.
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La nanotecnologia podria definirse como el campo de la ciencia dedicada al
control y manipulacién de la materia en la escala de los atomos y las

moléculas, donde el tamafo se mide en millonésimas de un milimetro.(7)

Se encarga del estudio, disefio, creacion, sintesis, manipulacion y aplicacion

de materiales, aparatos y sistemas funcionales a nanoescala. (8)

El aspecto mas destacado de la nanotecnologia es que los materiales
presentan diferentes propiedades a nanoescala. Estas propiedades incluyen
mejoras en sus propiedades fisicoquimicas, magnéticas, de reflectividad de
la luz, conductividad eléctrica, térmica, entre otros. Estos fendmenos unicos
suceden a escala nanométrica, y han sido estudiados en diferentes
disciplinas incluidas la medicina, quimica, fisica, ingenieria, y otros campos

como la odontologia. (9)

La nanotecnologia en odontologia, o nano-odontologia, promete el
mantenimiento de la salud bucal integral mediante el empleo de
nanomateriales, incluyendo la ingenieria de tejidos, y la nanorobdtica dental
La nueva oportunidad de tratamiento potencial en odontologia puede incluir
el diagndstico de cancer, el uso de nuevos anestésicos locales, el tratamiento
permanente de la hipersensibilidad dentaria, hasta el mantenimiento continuo
de la salud oral utilizando dentif robots, desarrollo de nuevos nanomateriales

con mejores propiedades atdmicas o moleculares. (10)
3.1 Nanomateriales en Odontologia

La definicion de nanomaterial se refiere a una sustancia o conjunto de
sustancias en la escala de los nandmetros donde los constituyentes son

atomos y/o moléculas. (11)

De acuerdo a su naturaleza quimica, los nanomateriales se pueden clasificar

en cuatro grandes familias:

12



1. Nanomateriales derivados del silicio: nanoarcillas, nanoesferas de silice,

nanoesferas de silicio y nanocompuestos tipo POSS.

2. Nanomateriales derivados del carbono: fullerenos, nanotubos y nanofibras

de carbono.

3. Nanoparticulas metalicas y derivados de éstas: plata, oro, cobre, titanio,

zinc, didxido de titanio, 6xido de zinc, 6xido de cerio, etc.
4. Nanoparticulas poliméricas: dendrimeros. (12)

De acuerdo a sus caracteristicas quimicas y propiedades de cada material
cada una de estas familias encuentra su uso en diferentes ramas

industriales.

Los nanobiomateriales de uso dental son fabricados y disefiados para su
uso en el diagnoéstico de tratamiento y prevencion de enfermedades dentales,
mas empleados en prostodoncia, periodoncia, operaciones quirurgicas,
implantologia dental, administracién de medicamentos orales y tratamiento

de algunos tipos de cancer oral. (13)

Los nanobiomateriales son aquellos que se ponen en contacto directo con el
organismo para sustituir, modificar o corregir la funcion del 6rgano a ser

tratado. En este grupo se pueden mencionar los:

1. Materiales restauradores: a) materiales restauradores directos: como la
amalgama de plata, resinas compuestas, adhesivos, iondmero de vidrio,
oxifosfato de zinc, policarbonato, 6xido de zinc y eugenol. b) Materiales
restauradores indirectos, donde estan las aleaciones coladas, forjadas,

resina acrilica, porcelana.

2. Materiales que estimulan la formacioén de tejidos: como el hidroxido de

calcio, la hidroxiapatita, suturas, etc.

13



3. Materiales de relleno: como la gutapercha, selladores y pastas de

endodoncia. (14)

La nanotecnologia ha sido una excelente opcion para desarrollar diversos
biomateriales con efecto antimicrobiano entre los que podemos mencionar
las superficies de titanio nanoestructuradas para implantes dentales las
cuales tienen un efecto antimicrobiano eficaz, se han agregado
nanoparticulas de plata a materiales como la resina acrilica para dotarlo de
un efecto antifungico y antimicrobiano. Asimismo, en ortodoncia y
odontologia restauradora en adhesivos como iondmeros de vidrio
modificados con resina, los adhesivos compuestos, y elastbmeros como las

ligas para reprimir el crecimiento de biopelicula. (2)

Los alginatos de ultima generacion poseen un efecto antimicrobiano ya que
se le ha anadido clorhexidina y/o nanoparticulas de plata para darles esta
propiedad. Podemos hablar también del hidréxido de calcio y el éxido de zinc
y eugenol debido a que gracias a sus diversas caracteristicas quimicas como

lo es el pH hacen que obtenga la propiedad antimicrobiana.
3.2 Mecanosintesis

Una manera de desarrollar nuevos biomateriales antimicrobianos es
sintetizando y/o agregando nanoparticulas con propiedades antibacterianas.
Una técnica para desarrollar estas nanoparticulas es la mecanosintesis; esta
consiste en aplicar una accion mecanica sobre los reactivos que permite
llevar a cabo una reaccidon quimica, que hace posible obtener nuevos
compuestos nanométricos. En general, la energia mecanica que se aporta a
los reactivos en estado sélido puede acumularse en la deformacion plastica
de los cristales, produciendo defectos cristalinos que, en consecuencia,
producen regiones de especial reactividad quimica que facilitan el desarrollo

de los procesos en fase sodlida. Segun el sistema y las condiciones de

14



activacion, pueden producirse reacciones en fase sélida durante el
tratamiento mecanico a temperatura ambiente y/o pueden generarse cambios

estructurales, reduciéndose la temperatura necesaria de ciertas reacciones.

()

4. Infecciones asociadas a Enterococcus faecalis

La mayoria de las infecciones nosocomiales en todo el mundo son causadas
por enterococos. Son resistentes a la mayoria de los antibidticos y pueden
provocar enfermedades como faringitis, otitis, meningitis, endocarditis,
bacteriemia, infecciones del tracto urogenital, de piel, de tejidos blandos,
intraabdominales, en neonatales y pediatricos e incluso enfermedades

sépticas.
4.1 Caracteristicas morfolégicas de Enterococcus faecalis

Una bacteria se define como microorganismos procariotas unicelulares,
presentan un tamano diverso que abarcan de 0,5 y 5 pym, incluye diversas
formas como son esferas, bastones y espirales (15), son vitales para los

ecosistemas del planeta.

Entre los diferentes géneros de bacterias existentes contamos con los
enterococos estos son células esféricas u ovoides, cocos gram positivos, se
encuentran aislados, de a pares, o formando cadenas cortas, son catalasa
negativa, anaerobios facultativos con metabolismo fermentativo(16) y son
capaces de crecer en situaciones extremas, estos habitan en el interior del

tracto gastrointestinal asi como en el tracto urinario y saliva.

En la ultima década, estos organismos han adquirido cada vez mas
importancia como patdogenos nosocomiales, a pesar de su baja

virulencia.(17)
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El género enterococcus cuenta con ciertas caracteristicas: a) es resistente a
varios antibacterianos de uso frecuente, b) la resistencia antimicrobiana le
permite su supervivencia en un medio ambiente con alto uso de
antibacterianos; c) puede contaminar el medio ambiente hospitalario y

sobrevivir en él por periodos prolongados (18)

Estos microorganismos forman parte del microbiota comensal en el ser
humano, se les consideraba de baja patogenicidad, sin embargo, en los
ultimos afos se ha reportado un problema de salud publica debido a la
resistencia que las bacterias presentan a los antibiéticos, pudiendo causar

infecciones severas.

Las especies de enterococos clinicamente importante son: E faecalis, E
faecium, E durans, E avium, E gallinarum, E casseliflavus, E raffinosus, E

malodoratus, E hirae, E mundltii, E solitarius, E pseudoavium.

En los humanos, la especie mas frecuente es E. faecalis pues causan, entre
ambos, aproximadamente del 60% al 90 % de los aislamientos clinicos de

enterococos.(19)

E. faecalis se encuentra presente en cavidad bucal, en el interior del tracto

gastrointestinal y el sistema urinario. (20)

Su reciente alerta no radica solo en el incremento en las infecciones
nosocomiales, sino también por su resistencia a penicilinas, cefalosporinas y
a la adquisicion de altos niveles de resistencia a los aminoglucosidos,
especialmente a la vancomicina, el antibidtico que ha sido usado para tratar
las infecciones causadas por los cocos grampositivos. Esto es el resultado de

su habilidad para bloquear el sitio de unién de la droga a la pared celular.(21)

Esto hace que debamos ser muy cuidadosos con esta bacteria, ademas de

las diversas caracteristicas que posee:
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a) Es capaz de unirse para formar una delgada capa creando una
biopelicula que es capaz de adherirse firmemente a una

superficie.

b) Puede sobrevivir un gran periodo de tiempo sin una fuente

nutricional
c) Sobrevive a ambientes con pH acidos o alcalinos.

d) Proteinas de union a la penicilina (PBP) : Estas proteinas hacen

que E. faecalis sea naturalmente resistente a la penicilina. (22)

E. faecalis es un coco grampositivo, dispuestos en pares o cadenas cortas,
cuenta con una pared celular constituida por peptidoglicanos y acido teicoico,
son anaerobios facultativos con metabolismo fermentativo, que poseen la

capacidad de crecer en la presencia o ausencia de oxigeno. (23)

Crecen en un rango de temperatura de 10 a 45°C, sobreviven a entornos
extremos que incluyen altas concentraciones de alcalinidad (pH de 9.6) y

salinidad, resisten detergentes, sales biliares, etanol, metales pesados.(24)

Metabolizan carbohidratos, glicerol, lactato, malato, citrato, arginina,
agmatina y muchos cetoacidos, produce &acido lactico a partir de la

fermentacién de glucosa. (23)

Su virulencia esta determinada por su capacidad para adherirse a las
superficies de acogida y formar biopeliculas, asi como por su alta resistencia
a los antibidticos. Se sabe que la proteina de superficie del encotococo (esp)
aumenta la adherencia y la colonizacién de células y superficies abioticas. La
gelatinasa (gelE) es una metaloproteasa extracelular, capaz de hidrolizar
gelatina, colageno y hemoglobina, contribuye a la adherencia bacteriana y
formacion de biopeliculas. La sustancia agregada (AS) se encontré que

estaba involucrada en el apego microbiano e invasion de células eucariotas,
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y contribuyen a la formacion de biopeliculas. La hialuronidasa (hyl) se ha
asociado con la virulencia de enterococos en la invasion del tejido del
huésped. Y finalmente, citolisina(cyl, beta-hemolisina) es una potente
bacteriocina que exacerba infecciones por enterococos en humanos. Es
capaz de lisar muchas células procariotas, asi como eritrocitos y otras células

eucariotas. (25)
4.2 Enterococcus faecalis en sistema de conductos radiculares.

La literatura ha reportado una prevalencia de E. faecalis proveniente de
infecciones endodonticas y su presencia en otros sitios de la boca, como el
surco gingival, la lengua y tonsilas, se sugiere que estos sitios anatomicos se
convierten en un reservorio que facilita la invasion de este microorganismo

hacia los conductos radiculares.

Enterococcus faecalis esta asociada a infecciones persistentes que son
dificiles de tratar como lo son periimplantitis infecciones pulpares como

periodontitis apical cronica.

La presencia frecuente de E.faecalis en canales radiculares donde el
tratamiento de endodoncia ha fracasado propone que es un patdégeno
oportunista cuya persistencia en los canales representa un problema
terapéutico significativo. La eliminacién bacteriana del conducto radicular se
consigue mediante la accidon mecanica de los instrumentos y el riego, asi
como los efectos antibacterianos de las soluciones irrigadoras. Enterococcus

faecalis se ha encontrado en los retratamientos endodénticos (26).

Pinheiro et al.(27) encontr6é E. faecalis en el 52,94% de los conductos con
crecimiento bacteriano. Este microorganismo ha demostrado su capacidad
para sobrevivir en un medio en el que existen nutrientes disponibles y en el

que la comensalidad con otras bacterias es minima. Enterococcus faecalis es
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el microorganismo mas comunmente detectado por reinfecciones

persistentes y endoddnticas,

Stuart et al.(28) Identificé que su prevalencia oscila entre el 24% y el 77%. E.
faecalis posee varios factores de supervivencia y virulencia que la convierten

en una bacteria resistente.

Gomes et al.(29) obtuvieron muestras microbianas de 50 dientes con pulpas
necroticas no tratadas (infeccion primaria) y de 50 dientes con retratamiento
endodontico (infeccion secundaria). La detecciéon por PCR identifico E.
Faecalis en 41 (82%) en infecciones primarias y 38 (76%) en retratamientos

de 50 dientes analizados respectivamente.

Los factores de virulencia mas citados de E. faecalis que pueden estar
relacionados con la infeccibn endodéntica y la respuesta inflamatoria
periradicular son la sustancia de agregacion, las adherencias superficiales, el
acido lipoteicoico, la produccion de superdxido extracelular, las enzimas

liticas gelatinasa e hialuronidasa y la toxina citolisina(30).

Cada uno de ellos puede estar asociado con diversas etapas de una
infeccion endododntica, asi como con la inflamacién periapical. Mientras que
algunos productos de la bacteria pueden estar directamente relacionados
con el daino de los tejidos perirradiculares, una gran parte del dafo tisular es
probablemente mediada por la respuesta del huésped a la bacteria y sus

productos(31).
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5. Estrategias utilizadas de medicacion intraconducto para

infecciones endodonticas.

Uno de los pasos fundamentales de la terapia endodéntica es la eliminacion
de las bacterias y sus productos del interior de los conductos radiculares. La
mayoria de las bacterias infectantes pueden ser removidas por los
procedimientos endododnticos de rutina, tales como la instrumentacion e
irrigacion del espacio pulpar; sin embargo, en algunos casos la
instrumentacion quimico-mecanica sola, es incapaz de desinfectar
completamente el sistema de conducto radicular (32). Ademas de las
variaciones y complejidades anatomicas que presenta la camara pulpar por
lo cual debemos usar un medicamento intraconducto con actividad

antimicrobiana antes de la obturacion del conducto.

Existen diversos medicamentos intraconducto entre los que podemos

mencionar:

a) Hidréxido de calcio: El hidroxido de calcio Ca(OH)2 es, actualmente, la
medicacion intracanal mas empleada, la literatura reporta que el pH del
hidroxido de calcio puro es de 14 a 15, y en virtud de este alto pH es
considerado un Optimo bactericida.(33) El hidroxido de calcio es
actualmente considerado como la medicacion intracanal de primera
opcidon porque ademas de promover la reparacion de los tejidos
periapicales es barato y de facil manejo. Sin embargo, su profundidad de
penetracién en los tubulos dentinarios es desconocida y varias especies
bacterianas, incluyendo Enterococcus faecalis son resistentes a él, (34)
por ello en los ultimos afos se han realizado investigaciones con el uso
de nanotecnologia para potenciar la actividad antimicrobiana del hidroxido

de calcio.
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b) Clorhexidina: El efecto antimicrobiano de la clorhexidina es intermediado
por diversos mecanismos. Esta sustancia se une electrostaticamente a
sitios de cargas negativas de la bacteria, causando desequilibrio
osmotico, dafos a la bomba de sodio y potasio ademas de bloquear el
transporte de calcio y magnesio. Atacando la membrana citoplasmatica
bacteriana, la CHX causa perdida del balance osmotico resultando en

dafio al material intracelular.(35)

c) Paramonoclorofenol: es un compuesto fendlico ampliamente usado como
medicacion intracanal, tiene fuerte efecto antibacteriano in vitro pero in
vivo no ha mostrado ser efectivo. EI PMNF es volatil, su accion es a
distancia y cuando aplicado en bolita de algoddn en la camara pulpar es
rapidamente perdido especialmente cuando entra en contacto con los
fluidos de los tejidos. Si el PMNF no es efectivo en este periodo, las
bacterias sobreviven y pueden, multiplicarse dentro de los sistemas de
canales radiculares. En un estudio clinico el PMN fue menos efectivo que
el hidroxido de calcio y la clorhexidina ademas de mostrar que su

actividad es dosis-dependiente. (35)

Recientemente se ha demostrado que existe actividad antimicrobiana por
parte de las nanoparticulas de plata al desinfectar el sistema de conductos

radiculares.

Las nanoparticulas de plata tienen la habilidad de anclarse a la pared celular
bacteriana y subsecuentemente entrar en su interior, de modo que causan
cambios estructurales en la membrana celular como su permeabilidad y
muerte. (35) Por lo que en los ultimos afos se ha buscado afadir
nanoparticulas de plata a diversos medicamentos intraconducto con el fin de

potenciar el efecto antimicrobiano que estos poseen.

Sin embargo, se ha reportado que una de las desventajas de las NPs de

plata es su efecto toxico especifico en una variedad de 6rganos incluyendo
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los pulmones, rifiones, cerebro, organos reproductores y el higado, siendo
este ultimo el érgano principal de acumulacion de las AgNPs, la toxicidad
esta determinada por la via de exposicion, absorcién, transporte, distribucion,
acumulacion en el organismo y el tipo de mecanismo de entrada a nivel
celular. (35) Cuando las AgNPs son administradas por contacto dérmico, via
oral, inhalacién o circulaciéon sanguinea, pueden tener un nivel de toxicidad
que depende de los iones de plata liberados, el tamafo, forma, solubilidad, la
carga superficial y el estado de aglomeracion que tengan. Sin embargo, se
requieren aun estudios integrales para entender mejor la toxicidad asociada

con la exposicion de las AgNPs. (36)
Il. Justificacién y planteamiento del problema

En la actualidad la resistencia bacteriana es considerada un problema de
salud publica, en los ultimos afnos se ha reportado un incremento en la
aparicion de cepas resistentes o multirresistentes de bacterias. En el campo
odontologico, las infecciones por Enterococcus faecalis, demandan
alternativas de tratamiento mas efectivas para la medicacion intraconducto.
Es por ello que los nanomateriales ofrecen una opcién potencial para que
sean utilizados como agentes antimicrobianos eficaces y ofrecer nuevas
alternativas que inhiban el crecimiento bacteriano con técnicas que permitan

el uso de estos biomateriales nanoestructurados.
lll. Hipétesis

Las nanoparticulas de MgO tienen efecto antibacteriano en dos cepas de

Enterococcus faecalis.
IV. Objetivo

e Sintetizar, caracterizar y evaluar el efecto antibacteriano NPs de MgO

en dos cepas de Enterococcus faecalis

22



V. Materiales y Metodologia.

5.1 Mecanosintesis de NPs de MgO

Tipo de estudio descriptivo, experimental, cualitativo, prolectivo transversal:

Mecanosintesis de NPs - MgO

En este caso se llevo a cabo la obtencion de las nanoparticulas de magnesio
a través del proceso de mecanosintesis, moliendo hidroxido de magnesio
(MgOH2) por 30 minutos cada muestra, siendo un total de 6 muestras, el
resultado se calcind en aire a 800°C durante 2 horas en una mufla
Thermolyne marca Thermo Scientific modelo FB1414M para la calcinacion de
productos organicos y el secado del producto. Posteriormente se lavo con
agua y después con acetona, este ciclo se realizé primero 3 veces con agua
y posteriormente 3 veces con acetona, separando en cada ocasion por una
centrifugadora de mesa de 6 tubos para la eliminacion de materiales

organicos.

g00 2C x 2h

Lavados de

agua +

centrifugacion

Molienda

20 min

Figura 1 Esquema general de la metodologia llevada a cabo para obtener

diferentes nanoestructuras de 6xidos metalicos.
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5.2 Caracterizacion de nanoparticulas de MgO

Todas las nanoparticulas se caracterizaron por la difracciéon de rayos X
(DRX). Se us6 un difractémetro en el cual se irradia con un haz de rayos X
monocromatico con el cual se permiti6 conocer las diferentes fases
cristalograficas formadas de los compuestos en estudio. Por ultimo se usé la
microscopia electronica de transmisién (TEM). EI TEM esta compuesto por la
columna que genera el haz de electrones, un sistema de alto vacio, un
sistema de enfriamiento, corrientes de alimentacidn y un sistema de registro
de la imagen. La imagen formada por los electrones es proyectada en dos
dimensiones sobre una pantalla fluorescente y de una camara digital en una

computadora. (37)
5.3 Evaluacion antibacteriana de NPs de MgO

Para el estudio de la susceptibilidad antibacteriana se empled estrictamente
el método del NCCLS (por sus siglas en inglés del Comité Nacional de
Estandares de Laboratorio de los Estados Unidos): M07-A8: Métodos de
dilucion para determinar la sensibilidad a los antimicrobianos de bacterias
aerobias. (NCCLS). Se emplearon dos cepas del American Type Culture:
Enterococcus faecalis (ATCC 51299) y Enterococcus faecalis (ATCC 29212).
Como control del extracto a probar se utilizaron diluciones de ampicilina
(Cuadro 1).
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Nanoparticulas (NPs MgO)

Solucién madre 50 mg/ml.

5 mg/ml.

2.5 mg/ml.

Concentraciones | 1-2% mg/ml.

Finales
Probadas

0.6 mg/ml.

0.3 mg/ml.

0.15 mg/ml.

0.075 mg/ml.

0.0375 mg/ml.

0.0187 mg/ml.

0.0093 mg/ml.

Cuadro No. 1 Diluciones de ampicilina.

De las bacterias crecidas en los tubos Falcon, se coloc6 0.2 ml en cada pozo
de la microplaca de microtitulacion para determinar la densidad éptica en un

espectrofotometro.

Una vez listos los indculos, se llenaron las microplacas de la siguiente
manera: Se llené una microplaca para cada bacteria, los pozos de la fila 1 se
llené con 0.2 mll de caldo Mueller — Hinton hasta 1H, los pozos de las
columnas 2 a la 10 se llenaron con los tubos de las dispersiones de las NPs
de MgO.
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VI. Resultados

Sintesis y caracterizaciéon de NPs-MgO.

Se lograron sintetizar NPs-MgO a través de un método mecanoquimico y
libre de solventes. Segun los resultados por XRD, se muestran picos de
fuerte intensidad en (111), (200), (220), (311) y (222) que se atribuyen a la
fase de MgO cubico. Los picos de difraccion son muy agudos (Figura 1), lo
que indica que la fase de las NPs-MgO esta bien cristalizada y con alto nivel
de pureza, sin registrarse otros picos que indican la presencia de otros

elementos que no pertenecen a la estructura cristalina del MgO.

50000
40000 -
T 30000 o al JL
-
= A .. a_M\
2 20000 4
E
=
10000 -
. b l
o _I_.—A_JL s M
1 b 1 I I
30 a5 &0 75
24

Figura 2. Patrones de difraccién de a) MgO y b) NPs de MgO.
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Después se analizé por XRD el tamafo de nanoparticula que se obtuvo con
esta sintesis. Se utilizé la formula de Debye Scherer con la que se puede

estimar el tamafo promedio de cristal:

B kxA
-~ FWHM (5) x Cos®

B

Donde:

e [3 es el tamafo promedio de una nanoparticula.

e Kes el factor de forma del cristal y su valor es de 1.0.

e ] esla Longitud de onda de la radiacion utilizada (A Cu) 0 es la
posicion del pico de difraccion.

e FWHM (S) es el ancho a la altura media del pico de difraccion de la
muestra El resultado de este analisis indicé que el tamafio promedio

de los nanocristales de MgO es de 21.25 + 2.5nm.

De esta manera se continué la caracterizacion de las NPs-MgO por TEM,
obteniéndose la siguiente micrografia (Figura 2) en donde se muestra que las
NPs-MgO tienen diversas formas destacandose formas poliédricas y

alargadas con tamafios menores a 100 nm.

G
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Figura No. 3 Micrografia de las NPs de MgO.

6.1 Ensayos antibacterianos in vitro.

En este ensayo se observd una actividad antibacteriana de las NPs-MgO
sobre las bacterias evaluadas. Las concentraciones minimas inhibitorias

determinadas fueron: 0.6 mg/mL para ambas cepas.

- 0 5 25 12 06 03 015 0.075 0.037 0.018 + mg/mi

E. foecolis ATCC* 51299

E. foecolis ATCC* 29212

Figura No. 4 Concentraciones minimas inhibitorias: 0.6 mg/mL

VII. Discusion.

Debido a la creciente resistencia bacteriana que es considerada un
problema de salud publica,se han investigado soluciones alternativas. Se han
observado resultados positivos de antimicrobianos y antibidticos con la
adicion de nanoparticulas en diferentes materiales dentales. Esto ha

alentado nuevas tecnologias como el uso de nanoparticulas para la
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desinfecciéon de los conductos radiculares durante la terapia endodontica,
utilizandose en medicamentos intraconducto o irrigantes. En este trabajo se
propuso poner a prueba nanoparticulas de 6xido de magnesio (MgO) para

observar el efecto antibacteriano en dos cepas de Enterococcus faecalis.

Sundrarajan et al. (2012) encontré que en calcinaciones de 300°C y 500°C
los patrones de XRD mostraron algunos picos no identificados, lo que sefala
que habia presencia de impurezas pero a 700°C ya habia ausencia de estos
picos no identificados, en este estudio la calcinacién se hizo a 800°C.
Sundrarajan et al. (2012) también reporté que las NPs de MgO de menor
tamano, 30 nm- 50 nm, tienen actividades antimicrobianas tanto en
grampositivos, como en gramnegativos, mientras que las nanoparticulas de
MgO de mayor tamafio 70 nm-130 nm tienen efecto sélo en gramnegativos
aunque Iram et al. (2015) reporté que las NPs de MgO son mas eficaces
contra E. faecalis si miden <50 nm y son combinadas con antibi6ticos. El
tamano medio de las NPs-MgO de este estudio es 21.25 + 2.5 similar al que
reportd De Silva et al. (2017) en donde obtuvo un tamafio medio de cristalito
de nanoparticulas de MgO de 23 nm. Monzavi et al. (2015) reporté que no
hubo diferencia estadisticamente significativa entre las colonias de S. aureus,
E. faecalis y Candida con las mismas concentraciones de NPs de MgO,
NaOCIl y CHX después de las 6 h, sin embargo el grupo de NPs-MgO mostré
una disminucion significativa en las unidades formadoras de colonias por
mililitro 24 h después del riego y a las 72 h 'y 168 h posteriores al riego no se
observd crecimiento bacteriano detectable, lo que indica una actividad

antibacteriana a largo plazo de las NPs-MgO.

VIIl. Conclusiones y Perspectivas

En este estudio evaluamos el efecto antimicrobiano in vitro de nanoparticulas

de 6xido de magnesio en dos cepas de Enterococcus faecalis (de la cual una
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es resistente a antibidticos y la siguiente cepa no presenta esta
caracteristica). Con los resultados obtenidos podemos llegar a las siguientes

conclusiones:

e Las NPs-MgO presentan una actividad antibacteriana prometedora in
vitro contra el E. faecalis.

e La difraccién de rayos X y la microscopia electronica de transmision
indicaron la obtencion de nanoparticulas de MgO con caracteristicas y
morfologia nanoestructuradas.

e Las nanoparticulas de 6xido de magnesio podrian usadas como

antimicrobiano en el area dental.
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