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Nanoparticulas de plata contra bacterias presentes
en biofilm dental de pacientes pediatricos.

Silver nanoparticles against bacteria present in dental biofilm of pediatric patients.
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RESUMEN

Introduccion: el biofilm dental microbiano es el precursor de diversas
enfermedades orales, una de ellas la caries, ésta representa la enferme-
dad oral mas significativa a nivel mundial, con una incidencia de 1.76
billones de nifios afectados. Las nanoparticulas de plata (AgNPs) se
estan usando como alternativa para el control y prevencion del biofilm
dental, ya que poseen propiedades antimicrobianas contra bacterias
relacionadas a estas enfermedades. Sin embargo, no hay estudios que
evallen este comportamiento en pacientes pediatricos. Objetivo: eva-
luar la actividad antimicrobiana de las AgNPs en bacterias de aislados
clinicos tomados de pacientes pediatricos. Material y métodos: se tom6
muestra del biofilm dental de 22 pacientes pediétricos, el efecto micro-
biolégico se evalué mediante ensayos microbiol6gicos estandarizados
internacionalmente por triplicado, usando dos diferentes tamafios de
AgNPs. Resultados: los dos tamafios de AgNPs mostraron inhibicion
bacteriana, sin embargo, s6lo se vio una diferencia estadisticamente
significativa entre el género (p < 0.05), ademas, en general, hubo
una correlacion positiva significativa en relacion a la concentracion
de las AgNPs y la velocidad del crecimiento bacteriano (p < 0.05).
Conclusion: las AgNPs se pueden considerar como una alternativa
para la prevencion del biofilm dental y de esta manera para el control
de diferentes enfermedades orales.

Palabras clave: biofilm dental, nanoparticulas de plata, caries, odon-
topediatria.

ABSTRACT

Introduction: dental biofilm is the precursor of oral diseases, one of
them dental caries, this represents the most significant oral disease
worldwide with an incidence of 1.76 billion affected children. Silver
nanoparticles (AgNPs) are being used as an alternative for the control
and prevention of dental biofilm since they have antimicrobial properties
against bacteria related to these diseases. However, there are no studies
evaluating this behavior in pediatric patients. Objective: to evaluate
the antimicrobial activity of AgNPs in bacteria from clinical isolates
taken from pediatric patients. Material and methods: a sample of dental
biofilm was taken from 22 pediatric patients, the microbiological effect
was evaluated by international standardized microbiological tests in
triplicate, using two different sizes of AgNPs. Results: the two sizes
of AgNPs showed bacterial inhibition, however, only a statistically
significant difference was seen between gender (p < 0.05), in addition,
in general, there was a significant positive correlation in relation
to the concentration of AgNPs and the speed bacterial growth (p <
0.05). Conclusion: AgNPs can be considered as an alternative for
the prevention of dental biofilm and thus for the control of different
oral diseases.
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INTRODUCCION

| biofilm dental es considerado hoy en dia como el

precursor de diferentes enfermedades orales como
lo son la caries y las enfermedades periodontales." Esta
es una microcomunidad compleja de diversas especies
bacterianas que se reproducen y se adhieren firmemente
a las diferentes superficies de los dientes, formando una
estructura bien organizada.? Particularmente, la caries
representa una de las enfermedades orales mas significa-
tivas y frecuentes a nivel mundial con una incidencia de
1.76 billones de nifos, principalmente afectando dientes
deciduos.? Estudios han demostrado que una dieta rica
en azucares aumenta considerablemente el riesgo de
padecer esta enfermedad.* Se sabe que la cavidad oral
esta constituida por diversas especies de microorganismos,
entre ellos se destaca el Streptococcus mutans, la cual es
una bacteria Gram positiva anaerobia facultativa asociada
con el inicio y desarrollo de la caries.® El principal meca-
nismo de cariogenicidad de esta bacteria se presenta por
la capacidad que tiene de sintetizar grandes cantidades
de polimeros extracelulares denominados glucano y se-
cundariamente de fructuanos a partir de sacarosa, lo cual
ayuda a la colonizacién permanente de superficies duras y
en el desarrollo de la matriz polimérica extracelular insolu-
ble principalmente, ademds de metabolizar y transportar
un amplio nimero de carbohidratos en acidos organicos
(teicoico y lipoteicoico) y adicionalmente sobrevivir en
ambientes significativamente bajos.”

Hoy en dia, existen diferentes tratamientos para
controlar la formacion y organizacion del biofilm dental.
En los Gltimos afos, el uso de terapéuticas a base de fluo-
ruros (agua, sal comun, enjuagues bucales, pasta dental,
barnices, cementos dentales y otros) han demostrado
ser una de las principales terapéuticas mas eficientes
en la prevencion de la caries;"*° sin embargo, otros
tratamientos preventivos a base de colutorios antimi-
crobianos, profilaxis realizadas por profesionales, dieta
baja en azlcares, selladores de fosetas vy fisuras, habitos
y uso adecuado de herramientas durante la higiene bu-
cal, entre otros, también han demostrado un adecuado
control en la formacién y constitucién de la biopelicula
dental.® A pesar de la gran disponibilidad de estas medi-
das de higiene bucal, el control de la biopelicula dental
para la prevencién de la caries, continda siendo un reto
considerablemente alto, debido a que la prevalencia e
incidencia de la caries es considerada todavia un serio
problema de salud publica en el mundo, principalmente
en pacientes pedidtricos.” Por esta razén, es necesario
explorar nuevas alternativas que ayuden al control en

la formacién de la biopelicula dental como responsable
directo del desarrollo de la caries.

La nanotecnologia ha ayudado al estudio, sintesis, dise-
fio, manipulacion y aplicacion de materiales a una escala
nanomeétrica (1-100 nm), potencializando sus caracteristi-
cas quimicas y fisicas para el mejoramiento de las terapéu-
ticas dirigidas al drea biomédica.®'" Las nanoparticulas de
plata (AgNPs) representan uno de los principales materiales
utilizados para el control de diversas enfermedades, debi-
do a su gran efecto antimicrobiano en distintas especies,
incluyendo bacterias orales como el Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus, Streptococcus oralis, Streptococcus
salivarius, Streptocococcus sanguis, Enterococcus faecalis,
entre otros."" Aunque diversos estudios han demostrado
que las AgNPs pueden actuar en la inhibicion de creci-
miento de diversas biopeliculas bacterianas, incluyendo
algunos tipos de biofilm oral,”"'actualmente no existe
informacién cientifica disponible que haya determinado
el efecto antimicrobiano de las AgNPs en muestras de
biofilm dentales tomados directamente de pacientes pe-
diatricos con enfermedades relacionadas a la presencia de
biopelicula dental, principalmente la caries. El propésito
de este estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana de
las AgNPs contra muestras de biofilm dental aislada de
pacientes pediatricos con y sin caries

MATERIAL Y METODOS
Sintesis de nanoparticulas de plata

Se prepararon dos tamafios de AgNPs siguiendo un méto-
do modificado reportado por Martinez-Castaion.” Todas
las preparaciones se realizaron a 0.001 M AgNO3 en 250
mL de solucién salina. Con agitacion magnética se afiadié
alasolucion de Ag 10 mL de agua desionizada con acido
gélico. Después de anadir el &cido gdlico, el valor del pH
de la solucién se ajusté inmediatamente, (para las AgNPs
pequeiias el pH se elevéa 11 con NaOH 1.0 My para las
AgNPs grandes el pH se elevé a 10 con NHOH).

Caracterizaciéon de AgNPs. Las nanoparticulas de
plata obtenidas se caracterizaron utilizando dispersién
dindmica de luz en un Malvern Zetasizer Nano ZS.

Pruebas antimicrobianas

La muestra de la biopelicula dental fue recolectada con la
ayuda de un palillo de madera previamente esterilizado,
se tom6 de 22 pacientes infantiles, de una edad prome-
dio de 7.4 £ 3.5, algunos pacientes presentaban caries y
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otros no. Una vez cultivada la muestra, se estandarizé la
concentracién de la suspensién a través de espectrometria
hasta obtener una concentracién de 1.3x10° unida-
des formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). Las
muestras de biopelicula dental fueron cultivadas en caldo
Muiller-Hinton (MH) 18 horas a 37°C antes de la prueba. La
concentracion minima inhibitoria (CMI) se hizo en placas
de microdilucién de 96 pocillos, se colocaron 200 pl de
AgNPs en la primera columna y se realiz6 la dilucién 1:1
con MH, se inocularon con suspensiones estandarizadas
de cada muestra que contenian 1.3 x 10® UFC/mL; final-
mente, las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas.
El Gltimo pozo que present6 turbidez se consideré como
la concentracion minima inhibitoria (CMI)."?

RESULTADOS
Caracterizacion de nanoparticulas de plata (DLS)

Se obtuvieron dos tamafios diferentes de AgNPs, pe-
quefias (10.2 + 22.71 nm) y grandes (29.3 * 36.35 nm)
de forma esférica. La concentracion de AgNPs que se
usé fue de 1,070 pg/mlL, en cuanto al potencial Zeta
mostraron tener cargas eléctricas negativas, bien defini-
das, intensas y estables que ofrecen caracteristicas para
evitar la aglomeracion (-48.4 £ 6.96 y -52.6 + 8.51 mV,
respectivamente). Lo anterior confirma la presencia de
particulas nanoestructuradas a base de plata con tamarnos
y forma bien definidos, asi como caracteristicas eléctricas
que sugieren una buena estabilidad y distribucién de las
particulas en el medio acuoso.

Tabla 1: Distribucion de la poblacion. N = 22.

Variables n (%)
Edad* 74%35
Sexo
Hombres 11 (50.0)
Muijeres 11 (50.0)
Caries 14 (63.6)
Hombres 6 (42.9)
Mujeres 8 (57.1)
Sin caries 8 (36.3)
Hombres 5(62.5)
Mujeres 3(37.5)

*La edad es expresada en promedio y desviacion estandar de acuerdo
con los afios cumplidos.
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Figura 1: Crecimiento inicial bacteriano.

En la tabla T se muestra la descripcion general de la
poblacién estudiada que fue de 22 pacientes pediatricos.

El crecimiento inicial bacteriano se evalué mediante
densidad o6ptica, no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los pacientes que presentaron caries
y los que no (Figura 1A). Sin embargo, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre hombres
y mujeres, lo cual apunta a una tendencia en la que los
hombres presentan mayor resistencia bacteriana compa-
rado con las mujeres (Figura 1B).

Se evalu6 el crecimiento bacteriano entre los dos
tamanos de AgNPs (10.2 nmy 29.3 nm) y a pesar de que
las AgNPs grandes (29.3 nm) mostraron mayor resistencia
antimicrobiana, no hubo diferencias significativas (Figura
2A), asu vez se compararon los dos tamafos de nanopar-
ticulas con respecto al sexo, las AgNPs de menor tamafio
(10.2 nm) no evidenciaron diferencias estadisticamente
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significativas entre los pacientes hombres y mujeres, sin
embargo, los microorganismos presentes en las muestras
de los pacientes hombres mostraron una diferencia es-
tadisticamente significativa en cuanto a la resistencia a
las AgNPs mas grandes (29.3 nm) (Figura 2B). Ademas,
se encontré una correlacién positiva significativa (0.000,
p < 0.05) en cuanto a la concentracion de tratamiento
con la velocidad de crecimiento bacteriano (Figura 3).

DISCUSION
Este estudio determiné que las AgNPs pueden inhibir el
crecimiento bacteriano de la biopelicula dental de pa-
cientes pedidtricos, en la comparacién de nifos y nifas,

los nifos mostraron mayor resistencia a las AgNPs. Ambos
tamafos de AgNPs tuvieron propiedades antimicrobianas
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Figura 2: Actividad antimicrobiana.

en todas las muestras, pero no mostraron diferencias
significativas en su tamafio ni en la presencia de caries.
Particularmente en las nifias, las particulas mds grandes
tuvieron mejor actividad que los nifos. En general, las
AgNPs mostraron una eficiente actividad antibacterial
para todas las muestras de aislados clinicos; sin embargo,
el efecto antimicrobiano de las AgNPs podria relacionarse
directamente con las caracteristicas sociodemograficas de
los sujetos, propiedades fisico-quimicas de las particulas
y condiciones microbioldgicas de las muestras.

Varios estudios han evaluado el efecto antimicrobiano
de las AgNPs contra microorganismos relacionados con
la cavidad oral;#1%12 Sin embargo, no existen estudios
cientificos disponibles en los cuales se haya evaluado la
actividad antimicrobiana de las AgNPs de biopelicula
dental tomada de pacientes pediatricos. Diversos auto-
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Figura 3: Correlaciones significativas de acuerdo a la concentracion
minima inhibitoria. *p <0.05.

res han demostrado que las AgNPs tienen un excelente
efecto antimicrobiano en microorganismos no orales'*-1>
y orales,'"1017 particularmente en bacterias asociadas
con caries dental.'®!? La mayoria de estos estudios
han utilizado microorganismos provenientes de cepas
internacionales estandarizadas (ATCC, CECT, DSMZ y
otras); s6lo un nimero limitado de estudios ha definido
cercanamente la actividad de las AgNPs en condiciones
muy similares al nuestro. Uno de ellos es el publicado en
el 2019, en el cual se determiné el efecto antimicrobiano
de las AgNPs en aislados microbiolégicos orales tomados
de pacientes de una edad promedio de 23 afos, donde el
tamano de las AgNPs y el potencial Z fue muy parecido al
de nuestro estudio, donde la evaluacién antimicrobiana
se hizo a través de concentracion minima inhibitoria y
ensayos de sustantividad, ellos encontraron que las AgNPs
de menor tamano tienen mayor actividad antimicrobiana,
los ensayos de sustantividad también demostraron que en
pacientes con caries activa y enfermedad periodontal las
AgNPs de menor tamaio también tienen mejor actividad
antimicrobiana.’® También en 2019 se public6 un estudio
en el cual se evalué la actividad antimicrobiana de las Ag-
NPs de dos diferentes tamafos de 5y 12 nm, con forma
esférica y buena distribucién en muestras de biopelicula
dental de pacientes con caries y enfermedad periodon-
tal, en este estudio encontraron que las AgNPs poseen
una buena actividad antimicrobiana; no obstante, las de
menor tamano fueron mas efectivas.' Los resultados de
nuestro estudio sugieren que el efecto antimicrobiano
de las AgNPs podria estar relacionado con la liberacién

de iones de plata que interrumpen la membrana y pared
celular de la bacteria, interrupcién de la produccién de
ATP, que afecta a la replicacién de ADN, y provoca la
muerte celular.” Las bacterias orales en su mayoria son
Gram positivas, esto reafirma la efectividad de las AgNPs,
ya que estas bacterias tienen una estructura compleja
caracterizada por una capa de peptidoglucano gruesa.'?

Adicionalmente, existe evidencia que ha sugerido va-
riaciones en los efectos antimicrobianos segln el género,
autores han reportado que los nifios tienen conductas y ca-
racteristicas individuales muy diferentes a las nifas.” La hi-
giene bucal es uno de los factores que hacen énfasis a estas
diferencias, debido a que existen variaciones en los niveles
de higiene bucal, frecuencia y severidad de caries dental,
entre otras anomalias bucodentales asociadas al género."”
Nuestros resultados indicaron que los nifos necesitaron
mayor cantidad de AgNPs en comparacion de las nifas y,
aunque no existieron diferencias significativas, existe una
gran tendencia en la resistencia presentada principalmente
por los nifos y una sensibilidad a las AgNPs mayormente
reflejada por las nifas. En otras palabras, el género podria
representar un factor interesante con un papel que podria
intervenir en el mecanismo antimicrobiano de las AgNPs.
Es probable que el comportamiento microbiolégico de las
especies bacterianas distribuidas en las muestras particu-
larmente en nifios se encuentre asociado con la capacidad
de reproduccién bacteriana aumentada en periodos mas
cortos en comparacién con las nifas (Figura 1B), pero
también particularidades relacionadas con los habitos de
higiene, genéticas, caracteristicas sociodemograficas, y por
supuesto, las caracteristicas fisico-quimicas de las AgNPs
podrian también estar involucradas.'®"”

Finalmente, se recomienda hacer estudios con un
mayor nimero de sujetos y muestras, la incorporacion
de un grupo de tratamiento considerado como estandar
de oro y el uso de herramientas para la identificacion y
distribucién de organismos especificos.

CONCLUSIONES

Las AgNPs se pueden considerar como una alternativa
para el control de la biopelicula dental y de esta manera
para la prevencion de diferentes enfermedades orales en
pacientes pediatricos.
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