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1. Introduccioén

El tratamiento de conductos es una alternativa conservadora a la extraccion dental
ante la invasion bacteriana en la pulpa dental, que la gran mayoria de las veces se
extiende hasta el perigpice, produciendo primero pulpitis, necrosis pulpar v,
posteriormente, enfermedades periapicales. Este tratamiento consiste en varias
etapas, en las cuales el conducto es ensanchado, limpiado y desinfectado para
posteriormente ser obturado. (1) Es importante realizar las diferentes etapas del
tratamiento para que el medio intraconducto quede libre de bacterias, en la medida
que sea posible, con ayuda de diferentes sustancias irrigantes y medicamentos

antibacterianos, para que el tratamiento sea efectivo y evitar reinvasion bacteriana.

(@)

1.1 Marco teodrico

1.1.1 Irrigantes

La irrigacion es una parte crucial del tratamiento de conductos ya que en ella se
realiza la limpieza quimica del tejido dental en aquellas zonas donde no es posible
hacer una instrumentacion mecanica, como en los conductos accesorios. Existen
sustancias que cumplen con algunos o la mayoria de los requisitos que debe tener

una sustancia irrigante como el hipoclorito de sodio, la clorhexidina y el EDTA. (3)

1.1.1.1Hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio (NaOCI) es un compuesto halogenado utilizado como
irrigante debido a sus propiedades antibacteriales, proteoliticas y de desbridamiento

al ser utilizado en un rango de concentracion que va del 0.5% al 6%. Su accién
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antibacteriana radica en la interrupcion de la sintesis del ADN de las bacterias.
Ademas, el NaOCI tiene la capacidad de disolver el tejido pulpar y restos de tejido
dentinario. (3,4,5)

1.1.1.2Gluconato de clorhexidina

La clorhexidina es una de las sustancias irrigantes de mayor uso por detras del
hipoclorito de sodio, siendo una alternativa para este por ser poseer actividad
antimicrobiana de amplio espectro y ser menos citotoxico. Normalmente es utilizado
en una concentracion de 2% para obtener efectos bactericidas, si se emplea a una
menor concentracion solo provee un efecto bacteriostatico. Sin embargo, la

clorhexidina no diluye restos orgénicos a diferencia del hipoclorito de sodio. (5,6)

1.1.1.3 EDTA

El &cido etilendiaminotetraacético es un agente quelante que se utiliza en conjunto
con NaOCI, ya que este ultimo no remueve por completo la capa de barrillo
dentinario y requiere de un auxiliar, ademas el EDTA promueve la lubricacion del

conducto y la reduccion de microorganismos de este. (7)

1.1.2Medicamentos intraconducto

La instrumentacion y la irrigacion del conducto radicular en el tratamiento de
conductos no es suficiente para eliminar el tejido infectado y las bacterias, por lo
gue el uso de medicamentos intraconducto son recomendados. El estandar de oro
como medicamento es el hidréxido de calcio por sus propiedades antibacterianas,

antiinflamatorias y analgésicas. (8,9)

1.1.2.1Hidroxido de calcio

Fue presentado en 1920 por Hermann como recubrimiento pulpar y desde entonces

su uso ha sido muy extendido por sus propiedades antimicrobianas, debido a su pH



alto; su capacidad para disolver material organico, inhibir la reabsorcién dental,
formar tejido duro, y en endodoncia es conocido por promover una cicatrizacion
perirradicular con pocos efectos adversos. A pesar de ser un agente antibacteriano
se ha reportado que, de las bacterias evaluadas, la enterococcus faecalis es la que
tiene mayor resistencia frente al hidroxido de calcio, lo que la hace menos
susceptible a este medicamento y por lo tanto nos enfrentamos a un mayor riesgo

de fracaso del tratamiento endoddntico. (9,10)

1.1.3 Enterococcus faecalis

La enterococcus faecalis es una bacteria oportunista, Gram-positiva, anaerobia
facultativa que est4d asociada a enfermedades perirradiculares persistentes
postratamiento, pues se ha encontrado en un 22 a 77 % de los casos de
tratamientos endodonticos fallidos y compone la mayor parte de la flora bacteriana
encontrada en conductos ya tratados. Su habilidad para vivir en situaciones
adversas es debida a la capacidad de formar un biofilm y adherirse a los tubulos
dentinarios, lo que la hace resistente a la fagocitosis, anticuerpos y agentes
antimicrobianos. Por lo anterior, esta bacteria representa un gran reto para la

endodoncia en el éxito de sus tratamientos. (10,11)

1.1.4 Propoleo

El propdleo es una sustancia muy compleja fabricada por las abejas, las cuales
recolectan resina y cera de flores, arboles y hojas y la mezclan con su saliva para
crear un agregado pegajoso. Las abejas o utilizan para alisar las paredes y sellar
las grietas de su colmena. Entre los componentes el propoleo, ademas de la cera 'y
resina, estan el polen, fenoles, hidrocarburos, terpenos, vitaminas y minerales. Al
propéleo se le ha dado uso en la medicina y en la odontologia debido a sus
propiedades en la terapéutica ya que son antiinflamatorias, cicatrizantes,
analgésicas y, por supuesto, antibacterianas. (11,12) En la endodoncia ha
comenzado a estudiarse su uso como irrigante y medicamento intracanal ya que
sus efectos han sido comparables a las sustancias convencionales como el

hipoclorito de sodio, la clorhexidina y el hidroxido de calcio. (12)



1.1.5 Nanoparticulas de plata

La nanotecnologia surgio en este siglo y trajo consigo un paradigma para la ciencia,
y la odontologia no se queda atras. Las nanoparticulas son aquellas que miden de
1-100 nm y existen en la naturaleza o se sintetizan por procedimientos quimicos.
Debido a sus propiedades antibacterianas han llamado la atencion de médicos y
odontdlogos. Su mecanismo de accidn radica en la alteracion de la membrana
celular y se han utilizado diferentes metales en forma de nanoparticulas, entre los
que encontramos el oro, el cobre, el zinc y la plata. Este Gltimo ha sido reconocido
como uno de los mejores agentes antimicrobianos, al actuar sobre una variedad de
bacterias. Es por ello que en endodoncia se ha buscado emplear las nanoparticulas
de plata como una alternativa a los irrigantes, selladores de conductos y productos

farmacéuticos intraconducto. (5,12)

1.2. Planteamiento del problema

A pesar de que se han aplicado y estudiado diversas sustancias antibacterianas
para el tratamiento de enfermedades pulpares y periapicales, estas realmente no
son tan efectivas contra la E. Faecalis, pues se siguen presentando fracasos en los
tratamientos de conductos, y tal es el caso de las soluciones convencionales como
el hipoclorito de sodio y el hidréxido de calcio. Es necesario buscar nuevas
alternativas que nos ofrezcan una mejora en los tratamientos. Sustancias naturales
como el propdleo brindan una esperanza para usarse en el tratamiento de
conductos, pues ha demostrado actividad antimicrobiana contra la E. faecalis. Las
nanoparticulas de plata han demostrado una alta actividad antibacteriana frente a
dicha bacteria. Sin embargo, hay muy poca informacién disponible sobre los efectos
antibacteriales de la combinacion del propoleo con nanoparticulas de plata sobre la
E. faecalis y no hay una comparacion entre el efecto antimicrobiano del propdleo y

las nanoparticulas de plata por separado.



1.3. Antecedentes

El propdleo ha sido estudiado para su aplicacion endodoéntica, en estudios recientes
se ha sugerido su uso debido a su alta actividad contra la enterococcus faecalis, la
cual ha sido comparable con el hipoclorito y la clorhexidina. Pero sigue estando por
debajo de este ultimo. (11,14) Incluso en otro estudio ha sido comparable con el
MTA y el hidroxido de calcio para la creacion de tejido duro y se ha destacado una
de sus principales ventajas al ser un material biocompatible al ser menos citotéxico
que el Ca(OH)z. (15,16).

En otro estudio de Parolia (2020) el propdleo se ha combinado con nanoparticulas
de quitosan, en el cual se evalla la actividad antibacteriana contra el biofilm
producido por Enterococcus faecalis y se obtuvieron resultados equiparables a la
clorhexidina al 2%. Por lo que el propdleo en combinacion con otros compuestos
puede acercarse al efecto antibacteriano de la clorhexidina, agente antimicrobiano

por excelencia. (17)

Las nanoparticulas de plata, por su parte, en un estudio reciente se destaca su
eficacia antimicrobiana contra bacterias endo-perio, tales como la Porphyromona

gingivalis y E. faecalis. (18)

Existen pocos estudios que analizan la actividad antibacteriana del propéleo
combinado con nanoparticulas de plata, y son enfocados sobre todo al ambito
meédico. En uno de ellos se aplica en suturas de seda y se destaca su actividad
antibacteriana contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli y su
biocompatibilidad. (19) En otro estudio muestra la actividad antimicrobiana de esta
combinacion en vendas frente a diversas bacterias tales como E. faecalis, S. aureus,
Staphylococcus epidermidis, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans,

entre otros. (20)

1.4 Justificacion

El estudio del propoleo en combinacion con nanoparticulas de plata como un

material potencialmente efectivo en el combate de los fracasos endodonticos
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derivados de una infeccion persistente por la bacteria E. faecalis, va a abrir el
panorama para la creacion de nuevos medicamentos intraconducto e irrigantes
econdémicos, de origen natural y biocompatibles. Se reduciria el nuamero de
retratamientos endodoénticos por lo que disminuiria considerablemente el gasto
econdmico y desgaste fisico y emocional de los pacientes y de los clinicos. Ademas,
esto brindard informacion para futuras investigaciones en el ambito de la

odontologia y especialmente en la endodoncia.

1.4. Hipotesis
1.4.1 Hipotesis de trabajo (H1)

El propbleo en combinacién con nanoparticulas de plata tiene una mayor actividad
antibacteriana frente a la E. faecalis que el propdleo y las nanoparticulas de Ag por

si mismas.

1.4.2 Hipotesis nula (Ho)
El propdéleo en combinaciéon con nanoparticulas de plata no tiene una mayor
actividad antibacteriana frente a la E. faecalis que el propoéleo y las nanoparticulas

de Ag por si mismas.

1.4.3 Hipotesis alterna (Ha)

El propdleo en combinacion con nanoparticulas de plata tiene mayor actividad

antibacteriana frente a Fusobacterium nucleatum.

1.5. Objetivos

1.5.1 Objetivo general
Determinar el nivel antimicrobiano del propdleo combinado con nanoparticulas de

plata con la E. faecalis.

1.5.2 Objetivos especificos
e Sintetizar las nanoparticulas de plata y combinarlas con propdleo.

e Cultivar a la bacteria E. faecalis



e Comparar el efecto antibacteriano con nanopatrticulas de plata y propoleo

en combinacién y por separado contra la E. faecalis.

2. Materiales y Métodos

2.1 Diseno del estudio

Se realizara un estudio experimental, transversal y comparativo y se recolectara la
muestra bacteriana de Enterococcus Faecalis ATCC 29212 mediante un muestreo

no probabilistico de conveniencia en el laboratorio de Microbiologia de la UACJ.

2.2 Variables

Independientes

Nombre Tipo Subtipo | Conceptual Operacional

Propéleo Cuantitativa Razoén Sustancia fabricada por las pg/mL

continua abejas compuesta por resina y

cera de flores, hojas y arboles.

Nanoparticulas Cuantitativa Razon Particulas que miden entre 1-  pg/mL

de plata continua 100nm

Propdleo con Cuantitativa Razon Solucion de propdleo y pg/mL

Nanoparticulas continua nanoparticulas de plata

de plata

CaOH Cuantitativa Razon Sustancia alcalina obtenida de  pg/mL
continua la reaccion de oxido de calcio

con agua. Se utiliza como
principal medicamento

intraconducto.

Dependientes
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Concentracion Cuantitativa Razon Concentracién mas baja de
minima un  antimicrobiano  que
Inhibitoria inhibe el crecimiento de

determinada bacteria.

Halo de Cuantitativa Razoén Zona alrededor de un disco
inhibicién de antibidtico en el que no
se produce crecimiento

microbiano.
Densidad Cuantitativa Razon Cantidad de Iluz que
Optica absorbe la muestra

(absorbancia).

2.3. Criterios de Seleccion

2.3.1 Criterios de inclusion

e Muestra de bacteria Enterococcus faecalis

2.3.2 Criterios de exclusion

e Muestras contaminadas

2.4. Grupos de estudio

AgNPs

PPS
PPS-AgNPs
PPS- CaOH
Control — (SF)

o bk 0N E

pg/mi

mm

UA
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6. Control + (CaOH)

3. Procedimientos

3.1 Lugares de obtencién

La obtencion y caracterizacion de nanoparticulas de plata y la solucién de propoleo

se realizara en un laboratorio del Instituto de Ciencias Biomédicas.

La obtencion de muestras bacterianas se realizara en laboratorio de del Instituto de
Ciencias Biomédicas.

La muestra de absceso alveolar agudo en paciente con tratamiento endododntico

previo se obtendra de la clinica de Odontologia del Instituto de Ciencias Biomédicas.

3.2 Sintesis y caracterizacion de AgNPs

Se disolvi6 AgNO3 0,01 M en 100 ml de agua desionizada durante 5min con
agitacion magnética en un vaso de precipitado de 250 ml. Después se agrego a la
solucién 10 mL de agua desionizada con 0,1 g de acido galico; luego, el pH se ajusto

inmediatamente usando NaOH 1,0 M elevandolo a 11.

Para la caracterizacion de las AgNPs se utilizo la dispersion de luz dinamica (DLS,
Nanoparticle Analyzer, Nanoparticle SZ-100 series, HORIBA Scientific, Ltd., Nueva
Jersey, EE. UU.) operando con un laser DPSS a una longitud de onda de 532 nm
usando un angulo de dispersién de 90 grados. Se realizé a una temperatura de 25
°C y una viscosidad del medio de dispersion de 0,895 mPa/s durante 60 segundos

para cada muestra para evaluar el tamafo y el potencial zeta.

3.3 Preparacion de soluciones de prueba

Se prepar6é una solucion de 4 ml con concentracion 1:1 de propdleo con

nanoparticulas de plata de tamafio pequefio en un tubo de ensayo de 10 ml.
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El hidroxido de calcio se prepar6 en una concentracion de 100000 ppm en 4 ml de
agua desionizada y se preparo otra solucién con propdleo y CaOH en concentracion
de 1:1. Para la combinacion de PPS/AgNPs se mezclaron soluciones 1:1. Las

mezclas anteriores se colocaron en tubos Falcon.

3.4 Realizacion de concentrado bacteriano

Se solicitd la bacteria E. faecalis ATCC 29212 liofilizada al laboratorio de Quimica
del Instituto de Ciencias Biomédicas de la UACJ, se tomo un granulo con un asa
previamente esterilizado y se incubé en 5 mL de agar Mueller Hinton (MH, BD™
Difco™, Estados Unidos) a 37 grados Centigrados durante 24 horas. Transcurrido
el tiempo se inocularon ahora cuatro tubos con 5mL de agar MH y con 100 pl de la
bacteria inoculada un dia antes y se incubaron por 24 horas. Posteriormente los
tubos se sometieron a centrifugacion y con lo separado de este proceso se realizo
un concentrado de la bacteria en una mezcla de medio agar MH y glicerol en tres
tubos Eppendorf. Estos tubos se llevaron al ultracongelador para su conservacion.

3.5 Suspensiones bacterianas

Para las pruebas de concentracion minima inhibitoria (CMI), sustantividad y halo de

inhibicién se utilizaron suspensiones bacterianas.

Se inocularon 5L de la muestra de E. faecalis en un tubo con 5mL de caldo MH y
se incubd por 24 horas. Pasado este tiempo, se dispersaron 100l de bacteria en
3mL de solucion buffer de fosfato (PBS por sus siglas en inglés, pH 7,4). La
preparacion anterior se analizé en un espectofotdmetro (EppendorfBioPhotometer
Plus, Alemania) configurado a una longitud de onda de 550 nm para estandarizar la
concentracion de la bacteria (1.3 x 108 UFC/mL) a una densidad 6ptica de 0.126 UA
de acuerdo a la escala de McFarland.

13



3.6 Determinacion de CMI

Para investigar concentracion minima inhibitoria de AgNPs, PPS, PPS/AgNPs,
CaOH, CaOH/PPs, en dos placas de 96 pocillos y se agregaron 200 pL de
soluciones prueba por triplicado en la primera fila (control negativo). Se colocaron
100pul de medio (caldo MH) a partir de la segunda columna. Se hicieron
microdiluciones con micropipetas de la columna 1 a la columna 11. La columna 12
fue el control positivo. Se colocaron 100ul de bacteria estandarizada a 1.5 x108 en
todas las filas. Se incubaron las placas en un recipiente con humedad a 37 grados

centigrados durante 24 horas.

3.7 Prueba de sustantividad

En 24 tubos de ensayo de 10 mL se colocaron 4ml de caldo agar MH. Se reservaron
cuatro de los tubos ya mencionados para el grupo control. Al resto de los tubos se
les coloco 20 pL de cada tratamiento (PPS, AgNPs, CaOH, PPS/AgNPs y
PPS/CaOH). Eligié en cada uno de los grupos un tubo blanco a los que no se les
proporcioné muestra bacteriana, al resto se les colocé 100y L de una suspensiéon
estandarizada (1.3x10 8CFU/mL) de E. faecalis. Todos los tubos fueron incubados
a 37°C y analizados usando un espectrofotémetro UV-Vis para determinar los
cambios en la densidad éptica a 550 nm después de 30 minutos, una hora, 3 horas,
6 horas, 8 horas, 10 horas, 24 horas, 48 horas y 72 horas. La actividad de
sustantividad se determiné con los cambios en los valores de absorbancia segun la
inhibicién del crecimiento de la bacteria expuesta y no expuestas a las sustancias
antimicrobianas. Cada grupo se analizé por triplicado, teniendo asi cuatro tubos por

tratamiento (uno blanco, y tres con muestra bacteriana).

3.8 Prueba de halo de inhibicion
En placas Petri con agar Infusiéon Cerebro- Corazén (BHI) se inocularon con 100 pL

de muestra bacteriana estandarizada con un asa micolégica-bacteriologica. Se
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colocaron cuatro discos de difusion apilados por cada tratamiento en cada caja
(PPS, AgNPs, CaOH, PPS/AgNPs, PPS/CaOH, NaOCL y Solucion Fisioloica (SF).
Los discos fueron embebidos en muestra antibacteriana y colocados de la manera
mas distribuida posible. Se incubaron cuatro cajas Petri a 37 grados C durante 24
horas. Se midieron los halos de inhibicién con la formula (Di — Dd)/ 2.

3.9 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos de todas las pruebas que se realizaron, se
utilizoé el software SPSS (IBM ®SPSS® Statistics, Version 22.0, 2013).

4. Resultados

4.1 Caracterizacion de AgNPs por Dispersion de Luz
Dinamica (DLS)

En el cuadro 1 se observan las caracteristicas de las nanoparticulas sintetizadas y
después caracterizadas por Dispersion de luz dinamica (DLS por sus siglas en
inglés). Se obtuvieron AgNPs de tamafio pequefio (6.6 + 0.8 nm)(Figura 1) y con un
potencial Zeta que mostro cargas negativas estables y definidas (-35 £ 3.3 mV). Con
las caracteristicas ya mencionadas, se asegura que se obtuvo un material
nanoestructurado a base de plata y por su carga eléctrica se propone un buen

comportamiento en una solucién acuosa.

Frecuencia

Tamanfo de AgNpS (Nm)

Fig. 1 Distribucién del tamafio de AgNPs sintetizadas por DLS
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Cuadro 1. Caracterizacion de AgNPs

AgNPs Diametro (DLS) (nm) | Concentracion inicial Potencial Z (mV)
(Mg/mL)
Pequeias 6.6 £ 0.8 1070 -35+£3.3

4.2 Caracterizacion de AgNPs por Dispersion de Luz
Dinamica (DLS)

Se sintetizaron AgNPs de tamafio pequefio (6.6 = 0.8 nm) y de potencial Zeta que
mostrd cargas negativas estables y definidas (-35 + 3.3 mV). Con las caracteristicas
ya mencionadas, se asegura que se obtuvo un material nanoestructurado a base de

plata y por su carga eléctrica se propone un buen comportamiento en una solucién

acuosa.

4.3 Prueba de concentracion Minima Inhibitoria (cmi)

En la figura 2 y 3 y en el cuadro 2, se muestran los resultados de la prueba de
concentracion minima inhibitoria de diferentes tratamientos contra la bacteria E.
faecalis. En general, la distribucion de las concentraciones fue muy variada.
Particularmente, las AgNPs en combinacion PPS mostraron un efecto inhibitorio
mayor a comparacion del resto de los tratamientos. Por otro lado, en el PPS el efecto
inhibitorio es menor, requiriendo una mayor concentracion para inhibir el crecimiento
bacteriano (2916.66 + 1262.95 ug/mL). Tanto AQNPS/PPS, PPS y AgNPs mostraron
una actividad bactericida estadisticamente signficativa frente a los otros grupos
Dicho lo anterior, las AQNPs combinadas mostraron en esta prueba tener un buen
efecto antibacteriano a la menor concentracion (4.179 + 0 ug/mL) que el resto de

los tratamientos empleados.
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TS W

Fig. 2. Placas de 96 pocillos donde se realizé prueba de CMI

Cuadro rojos indican zonas donde se inhibio crecimiento bacteriano

17



6,000.00

5,000.00—

4,000.00-

3,000.00

2,000.004

1,000.00
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Figura 3. Prueba de Concentracion Minima Inhibitoria

PPS=Propdleo, AgNPs =Nanoparticulas de Plata, CaOH= Hidroxido de calcio

Los signos +, @ y * indican diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con

todos los grupos

Cuadro 2. Concentracion Minima Inhibitoria

Tratamiento

Concentracién Minima

Inhibitoria (ug/mL)*

PPS 2916.66 *+1262.95
AgNPs 55.72 +£19.305
CaOH 562.5+0

PPS/AgNPs 27343 %0
AgNPs/PPS 417 £0
PPS/CaOH 546.875+0
CaOH/PPS 78525+ 0
Control 0+0
Valor p 0.003

*Valores mostrados de promedio y desviacidn estandar
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4.3 Prueba de sustantividad

En la figura 3 se observa la cinética de actividad antibacteriana de los tratamientos
aplicados en la bacteria E. faecalis a través del tiempo (inicial, 0.5, 1, 3, 6, 8, 24, 48
y 72 horas). De manera general, se aprecia una actividad variable entre un
tratamiento y otro. Especificamente, el grupo de PPS mostré una actividad
antibacteriana la mayor parte del tiempo y, en comparacion del grupo control ( Sin
tratamiento), tuvo un crecimiento bacteriano muy bajo. Por su parte las AgNPs
mostraron un crecimiento bacteriano muy a la par del grupo control. Lo anterior
sugiere que PPS tienen un efecto antibacteriano prolongado (72 hrs) frente a la E.
faecalis. Sin embargo, esta prueba no fue concluyente para el resto de los grupos,
CaOH, PPS/AgNPs y PPS/CaOH ya que hubo inconvenientes técnicos para medir
la turbidez.

Tratamienta

I SinTx

L Propolec
AghPs

I CaCH
PPSiAgMPs

I PPSiCadH

2.00004

1.00007

0.00007

Media Unidades de Absorbancia

-1.0000-

-2.0000 T T T T T T T T T T
0o S0 100 300 B00 800 1000 2400 45300 7200

Horas

Barras de errar; +- 2 5D
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Figura 4. Prueba de sustantividad

4.4 Prueba de difusion en agar

En el cuadro 3y figuras 5 Y 6 se muestran las medidas promedios de los halos de
inhibiciébn en agar de los diferentes tratamientos. NaOCIl y PPS presentaron
estadisticamente mayor inhibicion en comparacion con el resto de los tratamientos.
La combinacién de PPS/AgNPs mostré un halo de inhibicibn mas grande que las
AgNPs, pero menor que el propdleo. En esta prueba se mostré que PPS/AgNPs
tuvieron un mayor efecto antibacteriano que el de las AgNPs, sin embargo fue

menor que el del PPS.

Figura 5. Cajas Petri donde se realizé prueba de halos de inhibicion
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Cuadro 3. Resultados de halos de inhibicién

Tratamiento Halo de Inhibicién (mm)
PPS 557 +4.27
AgNPs 0.66 +0.28
CaOH 0.81 +1.62
PPS/AgNps 1 + 0.58
PPS/CaOH 0.96 +0.43
NaOCI 23.89 £5.48
Control 00
Valor p 0.003
40.00
*
o 30007 |
2 |
3 @
=
; 20.00
-l
o
£ T 1
% 10.00-
=
—— Il [ T ] 1 ki
0.00 — —t
-10.00 T T T T T T T
PPS AgNPs CaCH PPS/AgNPs  PPS/CaCH MNaOCl Control

Tratamiento

Barras de error: +/- 2 SD

Figura 6. Resultados de halos de inhibicion

Los signos +, @ y * indican diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con todos los grupos



5.Discusion

En este estudio se evidencid que la combinacibn PPS/AgNPs tiene efectos
bactericidas eficientes para mantener los niveles bajos de crecimiento de la bacteria
E. faecalis. También, el efecto antimicrobiano se vio aumentada en la combinacién
de PPS con CaOH, mientras que cada uno de ellos tiene una actividad antibacterial
menor por separado. Estos hallazgos ayudaran a promover la basqueda de férmulas
antimicrobianas que auxilien en el combate de las enfermedades endodonticas
persistentes en las que se ve involucrada la bacteria E. faecalis, teniendo mayor

éxito en los tratamientos de endodoncia.

Se han realizado estudios similares al presente, en los que se han comparado el
efecto antibacteriano de diversas sustancias con la bacteria E. faecalis, entre los
que se destacan el propdleo, las AgNPs y el CaOH (21-24). Un estudi6 evalu6 el
efecto antimicrobiano del propdleo en soluciones alcoholicas y el aloe vera frente a
la bacteria E. faecalis, y este ultimo también se puso a prueba contra Streptococcus
mutans y Staphylococcus aureus. Las CMI para los extractos etandlicos de
propdleo, gel de aloe vera y extracto acuoso de propoleo (0% alcohol) fueron 313
pg/ml, 750 pg/ml, 2250 pg/mly = 500 ug/ml respectivamente, mucho mas altas que
las de clorhexidina. En la prueba de contacto directo, a diferencia del Aloe vera, los
tres extractos de propéleo mostraron efectos antibacterianos sobre E. faecalis. El
gel de aloe vera también mostro un efecto antibacteriano significativo sobre
S.aureus y S.mutans. Los extractos hidroalcohdlicos de propdleo y gel de Aloe vera
tuvieron efectos antibacterianos sobre E. faecalis, sin embargo, el propéleo es mas
potente que el Aloe vera (21). En otro estudio se examino el efecto bactericida de
Pasta Doble Antibidtica (DAP), AgNPs y biovidrio multiporoso amorfo a medida
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(TAMP-BG) en biofilm de tres semanas de desarrollo de E. faecalis, en donde los
resultados mostraron que 1 mg/ml de DAP o AgNP al 0,02 % proporcionaron efectos
antibiofilm significativos en en 24 horas y en 7 dias (22). En un estudio se comparé
el efecto del CaOH, Pasta Triple Antibidtica y Bromelina, en el cual se midi6 la
densidad o6ptica (DO) de las virutas de dentina de dientes extraidos utilizando un
espectrofotometro, y se encontrd que la eficiencia antimicrobiana de la bromelina es
mas efectiva que la pasta de Ca (OH) 2 y comparable a la de TAP contra E. faecalis.
En el presente estudi6 se observo una actividad antibacteriana importante del
propodleo y de la AgNPs, en donde se obtuvo inhibicion de crecimiento bacteriano
en ambos casos. Sin embargo, las AgNPs fueron mas eficientes que el PPS, ya que
la concentracion requerida para inhibir a la E. faecalis fue menor. Lo anterior puede
explicarse, ya que las AgNPs poseen un mecanismo de accién en el que su carga
positiva interactda con las paredes celulares bacterianas con carga negativa, se
adhiere y penetra en la célula bacteriana, lo que provoca la pérdida de la integridad
y permeabilidad de la pared celular. Las AgNP exhiben actividad antibacteriana
potencial contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, incluidas cepas
resistentes a multiples farmacos(24). EI CaOH, por su parte, en este estudio no
demostré alta eficiencia en cuanto a actividad antibacteriana, tal y como se compara

en el estudio descrito.

Se realizaron estudios en donde se combinaron diferentes sustancias de manera
similar al presente para obtener una mayor accion antibacteriana contra diversas
bacterias (17,19,25,26). En un estudio se evalu6 la combinacion de CaOH con PPS
y el CaOH por si solo por la actividad antimicrobiana contra cultivos polimicrobianos
recolectados de 16 conductos radiculares necréticos y fistulas en molares primarios
de nifios de 4 a 8 afios de ambos sexos. La asociacion entre propdleo e hidréxido
de calcio resulté eficaz para controlar las infecciones dentales in vitro (25). Existen
también reportes donde el PPS se combina con nanoparticulas de diferentes
materiales. En un estudio se realizaron nanoparticulas de propéleo con quitosano y
se evalu6 su efecto antimicrobiano frente a E. faecalis en diferentes
concentraciones, siendo el de 250 pyL el que mostr6 mayor efectividad a

comparacion del PPS solo y una actividad antibacteriana comparable a la CHX al
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2%(17). En otro estudio se midi6 el resultado de suturas recubiertas de propéleo y
BioAgNPs al entrar en contacto con diferentes bacterias, las cuales mostraron una
potente actividad antibacteriana contra bacterias patdgenas gramnegativas y
grampositivas, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, respectivamente.(19) En
nuestro estudio, la combinacibn de PPS /AgNPs mostr6 buena actividad
antimicrobiana contra e. faecalis. Se sugiere que existe una sinergia al combinarse
PPS y AgNPs. EIl propdleo, entre sus componentes, contiene flavonoides que
pueden causar dafio a la pared celular e inhibicion de la funciéon de la membrana,
junto con una reduccion de la produccion de ATP y una disminucién de la movilidad
bacteriana. También se han determinado numerosos componentes quimicos
responsables de la actividad antibacteriana del propoleo, como pinocembrina,

naringenina, pb-3-o-ac y galangina.(26).

Se pueden resaltar distintas fortalezas, en lo que se refiere al tema de investigacion,
ya que se encuentran reportados muy pocos articulos en los que se aplique PPS
con AgNPs. También se puede destacar la fortaleza de la parte metodoldgica al
incluir dos métodos para evaluar el efecto antimicrobiano de diferentes sustancias
contra la E. faecalis. Asimismo las limitaciones del estudio fueron identificadas
primordialmente con la ausencia de toma de muestra clinica de pacientes con
alguna condicion endodontica. Ademas no se pudo concluir la prueba de
sustantividad debido a la excesiva turbidez que mostraron los grupos de
PPS/AgNPs y PPS/CaOH. Para agregar, este estudio puede recomendar el
desarrollo de otros estudios que incluyan evaluaciones microbiolégicas en pacientes
con diagndstico de por lo menos absceso apical crénico con o sin tratamiento de
endodoncia previo, y que posteriormente se evallen efectos antibacterianos a largo
plazo, citotoxicos, biocompatibles, cicatrizantes, teratogénicos, histopatologicos,
entre otros asociados al estar en contacto con las PPS/AgNPs. Aunque este estudio
podria recomendar el uso potencial de PPS/AgNPs para el tratamiento del
desarrollo de bacterias como E. faecalis en tratamientos de endodoncia realizados,
principalmente; es necesario proponer protocolos de investigacion que evaluen el
uso seguro de las PPS/AgNPs como auxiliar en la prevencion de enfermedades en

piezas dentales previamente tratadas.
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6.Conclusiones

La combinacion de PPS/AgNPs utilizada en este estudio demostré actividades
antimicrobianas aceptables contra la bacteria Enterococcus faecalis. Asi mismo, se
identifico una posible sinergia que potencialice el efecto antimicrobiano de las
AgNPs y del PPS al combinarse entre si que al actuar de manera individual. Hasta
nuestro conocimiento, es te es el primer estudio que evaluo la actividad bactericida
de la combinacion PPS/AgNPs contra la E. faecalis. Aunque PPS/AgNPs puede ser
una opcion complementaria para el tratamiento de enfermedades en piezas
previamente tratadas endoddnticamente, pxs, es recomendable continuar con el
desarrollo de nuevas investigaciéones utilizando diferentes y mejores modelos de
simulacién de los conductos radiculares en condiciones clinicas para proponer

manejos mas predecibles y seguros.
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