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RESUMEN 

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y ANTIBIOFILM DEL CEMENTO SELLADOR 

AH PLUS SUPLEMENTADO CON NANOPARTÍCULAS LIPOFÍLICAS DE 

BISMUTO SOBRE Enterococcus faecalis ATCC y E. faecalis AISLADO DE 

CONDUCTOS RADICULARES. 

Jesús Alejandro Torres Betancourt¹; Claudio Cabral Romero2; Jorge Jaime Flores Treviño1, 

Rene Hernández Delgadillo2. Universidad Autónoma de Nuevo León, Facultad de Odontología, 

Posgrado de Endodoncia¹, Laboratorio de Biología Molecular², alejandro_bt@outlook.es 

Introducción: La presencia de biofilm intraconducto se ha asociado al fracaso, 
debido a la evasión de los agentes desinfectantes como hipoclorito de sodio o 
clorhexidina, por ello es urgente sintetizar nuevos agentes antimicrobianos de 
amplio espectro y bajo costo para el tratamiento de patógenos multirresistentes. 
La nanotecnología ofrece un gran potencial para el tratamiento de infecciones 
causadas por microorganismos localizados intraconducto. Objetivo: Evaluar la 
actividad antimicrobiana y antibiofilm del cemento sellador AH Plus suplementado 
con nanopartículas de bismuto (BisBAL NPs) para inhibir el crecimiento de 
biofilms de Enterococcus faecalis ATCC, cultivo mixto y E. faecalis aislado de 
conductos radiculares. Materiales y métodos: La caracterización del sellador AH 
Plus con BisBAL NPs se realizó por SEM. La actividad antimicrobiana del 
cemento sellador se determinó mediante el ensayo de difusión en disco, la 
actividad antibiofilm se analizó mediante microscopía de fluorescencia. La 
citotoxicidad se evaluó en cementoblastos humanos empleando el ensayo de 
viabilidad celular MTT. Resultados: El sellador AH Plus con BisBAL NPs mostró 
una actividad antimicrobiana mayor (18.7 mm) en comparación con el sellador 
AH Plus sin suplementar con nanopartículas (10.33 mm), tanto en la cepa de E. 
faecalis como en aislados de pacientes (17.85 mm AH Plus-BisBAL NPs y 10.01 
mm AH Plus) (P 0.0001). Se demostró que el sellador AH Plus no posee 
propiedades antibiofilm, mientras que suplementado con 50 µM BisBAL NPs 
inhibió por completo la adhesión de E. faecalis. La adición de las BisBAL NPs al 
cemento AH Plus no modifico las propiedades del sellado hasta por 12 días 
inhibiendo la filtración bacteriana. Finalmente, no se observó aumento en la 
toxicidad de los cementoblastos humanos cuando se suplementó el sellador AH 
Plus con BisBAL NPs. Conclusión: Los resultados obtenidos sugieren que la 
suplementación con BisBAL NPs otorga actividad antimicrobiana y antibiofilm 
significativa sin alterar las propiedades básicas del sellador y viabilidad de 
cementoblastos humanos. 

Palabras clave: Fracaso endodóntico, enterococcus faecalis, nanotecnología, 
bismuto, AH Plus, bacterias. 
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ABSTRACT 

ANTIMICROBIAL AND ANTIBIOFILM ACTIVITY OF AH PLUS SEALER 

SUPPLEMENTED WITH BISMUTE LIPOPHILIC NANOPARTICLES ON 

Enterococcus faecalis ATCC MIXTURE CULTURE and E. faecalis 

ISOLATED FROM ROOT CANALS. 

Jesús Alejandro Torres Betancourt¹; Claudio Cabral Romero2; Jorge Jaime Flores Treviño1, 

Rene Hernández Delgadillo2. Universidad Autónoma de Nuevo León, Facultad de Odontología, 

Posgrado de Endodoncia¹, Laboratorio de Biología Molecular², alejandro_bt@outlook.es 

Introduction: The presence of root canal biofilm has been associated with failure, 

due to the avoidance of disinfectant agents such as sodium hypochlorite or 

chlorhexidine, for this reason it is urgent to synthesize new broad-spectrum and 

low-cost antimicrobial agents for the treatment of multidrug-resistant pathogens. 

Nanotechnology offers great potential for the treatment of infections caused by 

microorganisms located in the root canal. Objective: Evaluate the antimicrobial 

and antibiofilm activity of AH Plus sealer supplemented with bismuth 

nanoparticles (BisBAL NPs) to inhibit the growth of biofilms of Enterococcus 

faecalis ATCC, mixed culture and E. faecalis isolated from root canals. Materials 

and methods: The characterization of the AH Plus sealer with BisBAL NPs was 

carried out by SEM. The antimicrobial activity of the sealer was determined by the 

disk diffusion test, the antibiofilm activity was analyzed by fluorescence 

microscopy. Cytotoxicity was evaluated in human cementoblasts using the MTT 

cell viability assay. Results: The AH Plus sealer with BisBAL NPs showed a 

higher antimicrobial activity (18.7 mm) compared to the conventional sealer 

(10.33 mm), both in the E. faecalis strain and patient isolates (17.85 mm AH Plus-

BisBAL NPs and 10.01 mm AH Plus) (P 0.0001). The AH Plus sealer was shown 

to have no antibiofilm properties, while supplemented with 50 µM BisBAL NPs it 

completely inhibited the adhesion of E. faecalis. The addition of the BisBAL NPs 

to the AH Plus sealer did not modify the sealing properties for up to 12 days, 

inhibiting bacterial leakage. Finally, there is no increase in the toxicity of human 

cementoblasts when AH Plus was supplemented with BisBAL NPs. Conclusion: 

The results obtained suggested that supplementation with BisBAL NPs provides 

significant antimicrobial and antibiofilm activity without altering the basic 

properties of the sealer and viability of human cementoblasts. 

Keywords: Endodontic failure, enterococcus faecalis, nanotechnology, bismuth, 

AH Plus, bacteria. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El fracaso del tratamiento endodóntico resulta en una carga financiera para el 

paciente y frustración tanto para el paciente como para el médico (Chatzopoulos, 

2017). La identificación de los factores asociados podría ayudar a los 

profesionales dentales en la planificación del tratamiento. La causa principal del 

fracaso del tratamiento, es, como ya se ha mencionado, la presencia de 

microorganismos aislados como planctónicos o biofilms que quedan en un 

conducto obturado y pueden filtrarse a los tejidos periapicales. Aunque sabemos 

que los biofilm intraconducto son complejos, desafortunadamente la literatura no 

parece ofrecer la debida credibilidad para comprender la dinámica entre los 

componentes de la misma Neelakantan, 2017). Enterococcus faecalis es un 

microorganismo predominante que a menudo se aísla de los conductos 

radiculares infectados (Barbosa, 2016),  tiene el potencial de adherirse para 

formar un biofilm que no puede eliminarse solo por preparación biomecánica. 

(Singh, 2019 y Bolhari, 2018) Para eliminarlo se emplean irrigaciones con 

hipoclorito de sodio y clorhexidina, además se utiliza hidróxido de calcio, sin 

embargo, su actividad antimicrobiana es muy cuestionada sobre todo contra E. 

faecalis. La ausencia de nuevas alternativas para tratar eficazmente a los 

patógenos multirresistentes es un problema grave de salud pública y es urgente 

sintetizar nuevos agentes antimicrobianos de tipo no-antibiótico, amplio espectro 

y bajo costo (Hernández, 2014). Actualmente la nanotecnología ofrece un gran 

potencial tanto para el diagnóstico, así como para el tratamiento de 

enfermedades causadas por microorganismos patógenos (Zhu, 2015). Es 

urgente desarrollar nuevas alternativas de tratamiento que remuevan e inactiven 

el biofilm intraconducto. En este estudio se propone evaluar la actividad 

antimicrobiana y antibiofilm del cemento sellador AH Plus suplementado con 

BisBAL NPs para inhibir el crecimiento y formación del biofilm de E. faecalis 

ATCC 11420, cultivo mixto y E. faecalis aislado de conductos radiculares. En 

caso de ser exitosos se contará con un biomaterial innovador para el tratamiento 

de las infecciones endodónticas y retratamientos con propiedades sostenidas 

aún y después de concluir el tratamiento.  



2. HIPÓTESIS 

La actividad antimicrobiana y antibiofilm del cemento sellador AH Plus fue 

elevada suplementado con BisBAL NPs para inhibir el crecimiento del biofilm de 

E. faecalis ATCC 11420, cultivo mixto y E. faecalis aislado de conductos 

radiculares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo General 

• Evaluar la actividad antimicrobiana y antibiofilm del cemento sellador AH Plus 

suplementado con BisBAL NPs para inhibir el crecimiento del biofilm de E. 

faecalis ATCC 11420, cultivo mixto y E. faecalis aislado de conductos 

radiculares. 

 3.2 Objetivos Específicos 

• Desarrollar un cemento sellador AH Plus suplementado con nanoparticulas 

lipofílicas de bismuto y caracterizarlo por microscopía electrónica de barrido. 

• Identificar la presencia de E. faecalis en las muestras aisladas de conductos 

radiculares mediante qPCR. 

• Estudiar la actividad antimicrobiana del AH Plus cargado con 50 µM de 

BisBAL NPs contra E. faecalis ATCC 11420, cultivo mixto y E. faecalis aislado 

de conductos radiculares mediante ensayos de difusión en disco. 

• Determinar la actividad antibiofilm del AH Plus cargado con 50 µM de BisBAL 

NPs sobre el biofilm de E. faecalis ATCC 11420, cultivo mixto y E. faecalis 

aislado de conductos radiculares mediante microscopia de fluorescencia. 

• Examinar la capacidad de sellado en piezas obturadas in vitro en un modelo 

de cámara dividida. 

• Analizar el efecto citotóxico del AH Plus cargado con BisBAL NPs sobre 

cementoblastos humanos mediante el ensayo de viabilidad celular MTT. 

 

 

 



4. ANTECEDENTES 

4.1 Obturación del conducto radicular. 

El procedimiento final de la terapia endodontica es lograr una obturación 

homogénea y tridimensional para evitar la futura filtración apical y coronal, que 

se traduce en invasión de microorganismos en el sistema del conducto radicular 

(Schilder, 1967). La obturación tiene la intención de restringir el movimiento de 

las bacterias sobrevivientes y sus productos fuera del conducto, así como el 

movimiento inverso de fluidos y nutrientes que lo acompañan (Sundqvist, 1998). 

Se ha sugerido que cualquier bacteria sobreviviente debe de ser sepultada por 

medio de la obturación, para minimizar su capacidad de proliferación y liberación 

de subproductos tóxicos hacia los tejidos perirradiculares del huésped que 

rodean la raíz (Katebzadeh, 2000). Idealmente, lograr dicho entorno requiere un 

material de obturación radicular que pueda fluir en todos los espacios del sistema 

de conductos para crear un sello hermético a los fluidos (Orstravik, 2005), que no 

se ha demostrado que logre ningún material de obturación (Li, 2014). 

4.2 Materiales de obturación 

Los requisitos de los materiales de obturación en endodoncia fueron descritos 

por Grossman en 1988. Estos requisitos son ampliamente aceptados en la 

actualidad, deben ser: fácil de manipular, amplio tiempo de trabajo, estabilidad 

dimensional después de su colocación, capaz de sellar los conductos de manera 

lateral y apical conforme a la anatomía del conducto radicular, no deben ser 

irritantes para los tejidos periapicales (compatibles con los tejidos), deben ser 

impermeables a la  humedad y no ser porosos, no se deben ver afectados por 

los fluidos tisulares, así como poseer resistencia a la corrosión y oxidación, 

bacteriostático o bactericida con radiopacidad que lo haga fácil de discernir en 

una radiografía, no deben pigmentar o decolorar la estructura dental, deben estar 

estériles o ser fácil de esterilizar y si es necesario no debe ser complicado 

retirarlo, entre estas propiedades (Grossman, 1988). 



La gutapercha ha sido utilizada para la obturación con un historial muy largo (Xu, 

2007). Sin embargo, debido a la pobre adhesividad de la gutapercha, se ha 

utilizado en conjunto con cementos selladores para lograr este objetivo 

(Salehrabi, 2004). Independientemente de la técnica utilizada, los cementos 

selladores son responsables de las principales funciones en la obturación 

(Orstravik, 2005). 

Deben contar con propiedades antimicrobianas y antibiofilm para erradicar el 

biofilm remanente después de una preparación quimio-mecánica (Kapralos, 

2018), además, cumplen una importante función en el control de infecciones 

endodónticas sepultando las bacterias residuales, así como también previene la 

filtración de nutrientes (Orstravik, 2005). 

Se ha reportado que los selladores recién preparados o durante su fraguado son 

efectivos para eliminar microorganismos como Enterococcus Faecalis, sin 

embargo, la actividad antimicrobiana disminuye conforme pasa el tiempo 

(Kapralos, 2018). 

Sería ventajoso si los materiales de obturación del conducto radicular tuvieran 

una sustantividad antimicrobiana para eliminar los microbios residuales que 

sobreviven al proceso inicial de desinfección del conducto radicular dentro de los 

túbulos dentinarios o como una biopelícula en superficies dentinarias intactas 

(Spangberg, 2002). 

4.3 Tipos de cementos selladores 

Los selladores endodónticos son una parte esencial de la obturación ya que no 

solo proporcionan un sellado adecuado entre el material del núcleo y las paredes 

de la dentina, sino que también son antimicrobianos efectivos dentro del sistema 

de conductos (Ruparel, 2014). Se pueden dividir en los siguientes ocho grupos, 

de acuerdo con sus componentes principales: Óxido de zinc y eugenol (ZOE), 

polímeros, hidróxido de calcio Ca (OH)2, siliconas, ionómero de vidrio, cementos 

como medicación, materiales de adhesión a la dentina y los cementos 



biocerámicos. (De Munck et al., 2005). Los más utilizados comúnmente se 

describen a continuación. 

4.3.1 Óxido de zinc 

El tipo de sellador más común se basa en cemento de óxido de zinc-eugenol. Los 

cementos de óxido de zinc-eugenol son generalmente tóxicos. A través de la 

hidrólisis siempre hay alguna pérdida de eugenol u óxido de zinc. Su efecto 

antimicrobiano del óxido de zinc tanto en los conos de gutapercha como en 

muchos selladores será de bajo nivel y larga duración (Spangberg, 2002). 

4.3.2 Hidróxido de calcio 

La actividad antimicrobiana de los materiales a base de hidróxido de calcio, 

depende de la liberación de iones hidroxilo causando un aumento en el pH. Un 

pH superior a 9 puede inactivar de manera reversible o irreversible las enzimas 

de la membrana celular del microorganismo, lo que resulta en una pérdida de 

actividad biológica de la membrana citoplasmática (Estrela, 1995). 

4.3.3 Biocerámicos 

Se basan químicamente en silicatos de calcio, fosfato de calcio y óxido de calcio 

(Hes, 2011). Su capacidad antibacteriana de larga duración puede deberse al 

sílice disuelto en un ambiente de pH alto ya que inhibe directamente la viabilidad 

bacteriana (Zehnder, 2006). Además, por la difusión continua de hidróxido de 

calcio expandido en los túbulos dentinarios lo cual puede explicar la muerte 

continua de bacterias durante el período de 30 días.  (Heling, 1996). 

4.3.4 Polímeros 

Los cementos basados en polímeros se usan comúnmente en endodoncia. Estos 

se encuentran en la categoría de los selladores a base de resina epóxica como 



el AH 26 y AH Plus (Dentsply, Konstanz, Alemania). AH 26 fue desarrollado por 

Schroeder en 1957 para su uso como cemento con un núcleo de gutapercha, o 

como una pasta de obturación radicular (Cohen, 1998). La formulación original 

del cemento de resina AH 26 se modificó en los últimos años para reducir la 

citotoxicidad. Dando como resultado a su más reciente presentación nombrada 

AH Plus (Huang, 2002). AH26 y AH Plus son tóxicos cuando están recién 

preparados. Esta toxicidad disminuye rápidamente durante el fraguado, y 

después de 24 h los cementos tienen uno de los niveles más bajos de toxicidad 

de los selladores endodónticos (Spangberg 2002). Esta toxicidad se atribuye a la 

liberación de una cantidad muy pequeña de formaldehído como resultado de una 

reacción química en el momento del fraguado. Además, el bisfenol liberado 

durante el fraguado se identificó como un agente mutagénico (Heil et al., 1996).  

El efecto antimicrobiano de AH Plus puede estar relacionado con la liberación de 

bisfenol-A diglicidil éter en los túbulos dentinarios durante el proceso de 

polimerización (Slutzky, 2008). 

4.4 Propiedades ideales de un cemento sellador 

4.4.1 Efectos antimicrobianos y antibiofilm 

Los cementos selladores han incorporado componentes antimicrobianos para 

evitar el rebrote de bacterias residuales, y se han informado diferentes efectos 

inhibitorios para varios tipos de selladores. Eugenol, óxido de zinc, timol, 

hexametilentetramina, óxido de calcio, bisfenol-A diglicidil éter y 

paraformaldehído son algunos de ellos. Estos deben liberarse de la matriz del 

sellador para que sean efectivos. Sin embargo, se ha informado que pueden 

exhibir efectos tóxicos en los tejidos del huésped debido a la falta de toxicidad 

selectiva contra los microorganismos (AlShwaimi, 2016). 

Un estudio realizado en 2018 evaluó la actividad antimicrobiana y antibiofilm de 

AH Plus, TotalFill BC sealer, RoekoSeal y Guttaflow 2, indicó que la actividad 

antimicrobiana del cemento AH Plus era mayor que la de otros cementos en todas 



las especias bacterianas evaluadas tanto en su estructura tridimensional (biofilm) 

como en estado planctónico, sin embargo, su actividad es solo por 24 horas 

posteriores a la obturación (Kapralos, 2018). 

4.4.2 Biocompatibilidad 

El éxito del tratamiento solo puede lograrse si el material de obturación es 

biocompatible y crea un sello biológico en la región periapical. La 

biocompatibilidad es una de las propiedades más importantes que deben 

presentar los selladores endodónticos, ya que estarán en contacto cercano con 

los tejidos periapicales (Cintra, 2017). Los selladores pueden extruirse en el tejido 

perirradicular cuando se compacta el material del núcleo de obturación. Por lo 

tanto, la extrusión del sellador puede estimular una respuesta inflamatoria y 

activar las neuronas sensoriales, tal vez causando dolor persistente después de 

la terapia endodóntica. (Ruparel, 2014). 

4.5 Cemento AH Plus 

Este sellador ha sido ampliamente utilizado con frecuencia para comparar debido 

a sus buenas características fisicoquímicas y su adaptabilidad a las paredes del 

conducto radicular (Marciano, 2011). Cuenta con alta compatibilidad tisular, baja 

solubilidad y un tiempo de fraguado relativamente corto (Guinesi, 2014). En vista 

de estas características, AH Plus se considera actualmente como el sellador 

endodóntico estándar de referencia clínica (Keles, 2014). Es un sellador de resina 

epoxi de uso común que se dispensa en 2 pastas. (Sarkar, 2005). 

 

Pasta A (Ámbar) Pasta B (Blanco) 

Resina epóxica de bisfenol A 

Resina epóxica de bisfenol B 

Tungsteno de calcio 

Sílice 

Óxido de hierro 

Dibenzil-diamina 

Aminoadamantano 

Tungsteno de calcio 

Óxido de zirconio 

Sílice 

Aceite de silicona 

Tabla #1. Composición química del cemento sellador AH Plus (Cohen, 2011). 



4.6 Fracaso endodóntico 

El tratamiento endodóntico es un procedimiento razonablemente predecible con 

tasas de éxito de entre 86% y 98%. El éxito o el fracaso de este tratamiento se 

evalúan por los signos y síntomas clínicos, así como por los hallazgos 

radiológicos del diente tratado. Los síntomas y signos clínicos que definen el éxito 

son: la ausencia de dolor, la desaparición de la inflamación y las fístulas, si 

existían antes del tratamiento, así como el mantenimiento del diente funcional y 

firme en su alveolo. Radiográficamente, la curación completa de la lesión ósea 

periapical existente y la apariencia normal de la lámina dura durante un período 

de 6 meses a 24 meses, definirán el éxito. Histológicamente, sin embargo, debe 

producirse una reparación completa de las estructuras periapicales con ausencia 

de células inflamatorias (Tabassum, 2016). 

La causa principal de las infecciones endodónticas, y por lo tanto también del 

fracaso del tratamiento, es, como ya se ha mencionado, la presencia de 

microorganismos aislados como planctónicos o biofilms (Ricucci, 2010).  

Estudios recientes informaron una tasa de éxito del 95% después del tratamiento 

convencional del conducto radicular en casos de pulpitis irreversible. El 85% de 

los dientes con pulpa necrótica fueron tratados con éxito utilizando un tratamiento 

endodóntico no quirúrgico. Sin embargo, la tasa de éxito del retratamiento no 

quirúrgico es notablemente menor, con un 74% (Yoon, 2018). 

Normalmente, los factores etiológicos en el fracaso del tratamiento endodóntico 

se pueden ubicar en 4 grupos: microorganismos intrarradiculares persistentes o 

reintroducidos, infección extrarradicular en la cual se forma una biopelícula en la 

superficie de la raíz externa que rodea los agujeros apicales (Ricucci, 2015; 

Hinrichs, 2015), reacción de cuerpo extraño y quistes verdaderos. (Sundqvist, 

1998). Entre ellos, muchos estudios informaron que los microorganismos en los 

conductos radiculares o las lesiones perirradiculares juegan un papel importante 

en la persistencia de las lesiones de periodontitis apical después de un 

tratamiento del conducto radicular (Gomes, 2008). 



El rol de las bacterias creciendo en biofilms intraconducto, túbulos dentinarios y 

ramificaciones han sido asociadas a fracaso del tratamiento endodóntico debido 

probablemente a la evasión de los desinfectantes (hipoclorito de sodio o 

clorhexidina) (Maurer, 2011), o a un tiempo muy corto de exposición a estos 

(Mohammadi, 2013).  

En un estudio realizado en Corea en 2011 se evaluaron 557 casos que requerían 

cirugia apical por fracaso del tratamiento endodóntico y arrojó como resultados 

que la mayor causa de fracaso es la filtración microbiana del conducto radicular 

con un 30.4%, seguido de conductos no encontrados con un 19.7% (Minju y 

Hyeon, 2011). 

4.6.1 Infecciones persistentes 

Se cree que la persistencia de microorganismos dentro del sistema de conductos 

radiculares después del tratamiento endodóntico es la mayor causa de fracaso 

(Alves, 2016). La periodontitis apical posterior al tratamiento puede clasificarse 

como persistente (persistente a pesar del tratamiento), emergente (apareció 

después del tratamiento) o recurrente (reconstruida después de haberse curado) 

(Siqueira, 2011). Posiblemente, la enfermedad persistente es causada por una 

infección intraconducto con bacterias que sobreviven a los efectos del 

tratamiento, mientras que la enfermedad emergente es causada por una 

infección secundaria (contaminación durante el tratamiento o filtración coronal 

después del tratamiento) (Siqueira, 2009). La enfermedad recurrente a menudo 

representa un fracaso tardío del tratamiento endodóntico, y la causa está 

supuestamente relacionada con un nuevo evento que surge años después de la 

conclusión del tratamiento (por ejemplo, una infección secundaria debido a una 

filtración coronal o fractura de raíz) (Ricucci, 2011). Sin embargo, una infección 

persistente también podría desempeñar un papel en causar la recurrencia de la 

enfermedad, siempre que las bacterias residuales logren sobrevivir en el 

conducto durante años después del tratamiento y, en respuesta a los cambios 

ambientales, puedan verse favorecidas, prosperando nuevamente y reactivando 



la infección. Las bacterias que causan infecciones persistentes generalmente se 

encuentran en áreas no afectadas por instrumentos y sustancias antimicrobianas, 

incluidos los conductos laterales, las ramificaciones apicales y los istmos 

(Ricucci, 2010). Además, las bacterias pueden permanecer incluso en el 

conducto principal, especialmente en las paredes del conducto dentinario que no 

han sido tocadas por los instrumentos (Alves y Versiani, 2011). 

Por otra parte, se ha informado que la infección del túbulo dentinario ocurre en 

70% a 80% de los dientes con periodontitis apical primaria (Matsuo, 2003). 

Aunque una penetración intratubular superficial es más común, las células 

bacterianas pueden alcanzar hasta 300 mm de profundidad en algunos dientes 

(Siqueira, 2002). Debido a que algunas células bacterianas dentro de los túbulos 

se han observado aparentemente en proliferación activa (Siqueira, 2002) hay 

razones para creer que los nutrientes están disponibles en estas áreas. Los 

procesos odontoblásticos degradantes, el colágeno desnaturalizado, las células 

bacterianas que mueren durante el curso de la infección y los fluidos 

intraconducto que ingresan a los túbulos por capilaridad pueden servir como 

fuentes de nutrientes para las bacterias intratubulares. Se ha demostrado que 

varios agentes patógenos endodónticos putativos pueden penetrar y colonizar los 

túbulos dentinarios (Love 2002, Matsuo 2003, Peters 2001, Waltimo 2000, 

Siqueira 2002, Siqueira 1996, Pérez 1993). Las células bacterianas que invaden 

los túbulos dentinarios son definitivamente más difíciles o incluso imposibles de 

alcanzar durante el tratamiento. 

4.6.2 Enterococcus Faecalis 

Thiercelin había acuñado el término Enterococcus a fines del siglo XIX una vez 

que representó una bacteria saprófita de origen orgánico interno que era de 

naturaleza infecciosa (Lebreton, 2014). Enterococcus faecalis se ha convertido 

en un agente infeccioso humano muy importante debido al aumento dentro del 

rango de infecciones causadas por este organismo y la aparición de cepas 

multirresistentes a fármacos. Los enterococcus son cocos grampositivos 



anaerobios facultativos y tienen el potencial de causar enfermedades graves y, 

con frecuencia, potencialmente mortales en los seres humanos, incluidas 

infecciones del tracto urinario, infecciones intraabdominales, bacteriemia y 

endocarditis. (Singh, 2019). 

Enterococcus faecalis puede adherirse a estructuras extracelulares y puede 

formar biofilm, que es uno de los procesos más importantes en la infección y 

colonización en el huésped. La virulencia de Enterococcus faecalis se debe 

principalmente a varios factores secretados además de las propiedades 

localizadas en la superficie. Estos factores de virulencia pueden desempeñar un 

papel importante en la adherencia de Enterococcus faecalis a los tejidos del 

huésped, su invasividad y la formación de abscesos, así como la secreción de 

diferentes productos que mejoran la formación de biopelículas. También pueden 

afectar las respuestas inflamatorias del huésped. Dentro de los factores de 

virulencia se incluyen; sustancia de agregación (AS), serina proteasa (sprE), 

antígeno de polisacárido enterocócico (epa), gelatinasa (gelE), proteína de 

superficie enterocócica (esp) y proteína de estrés general (gls24); sin embargo, 

gelE, sprE y esp no se han encontrado sistemáticamente en aislamientos 

clínicos. El antígeno de endocarditis por Enterococcus faecalis (efaA) es un factor 

de virulencia muy potente que se puede encontrar en cepas de Enterococcus 

faecalis detectadas en los conductos radiculares de infecciones endodónticas 

resistentes al tratamiento y se identificó por primera vez desde el antisuero de un 

paciente con endocarditis por faecalis (Bolhari, 2018). 

Los componentes de la pared celular, como los carbohidratos y los ácidos 

teicoicos, también son factores de virulencia que funcionan al superar varias 

defensas del huésped (Weidenmaier, 2008). A su vez, se informó que 

Enterococcus tiene elementos genéticos móviles (MGE) que incluyen plásmidos 

y transposones responsables del aumento de la resistencia antimicrobiana 

(Raven, 2016). 

Otro de sus factores de virulencia es la secreción la citolisina, un miembro de la 

categoría lantibiótica de bacteriocinas (Van Tyne, 2013). 



Es reconocida como la tercera causa principal de endocarditis infecciosa (EI) en 

todo el mundo (Pericas, 2017). 

En el campo de la endodoncia y es la especie más prevalente aislada de los 

conductos radiculares de los dientes previamente obturados con periodontitis 

apical crónica, afectada hasta en un 77% de los casos (Carbajal, 2013). 

4.6.3 Biofilms humanos 

Las biopelículas son estructuras altamente organizadas de células bacterianas 

envueltas en una matriz polimérica extracelular unida a una superficie (Flemming, 

2016). 

Las propiedades de las bacterias dentro de un biofilm son diferentes a las de las 

células planctónicas, en parte porque los microorganismos de estas primeras 

están protegidos del estrés ambiental gracias a su matriz (Caggianiello, 2016). 

Esta matriz ofrece protección a cambios de pH, shock osmótico, radiación 

ultravioleta y desecación (Flemming, 2016). Además, proporciona una barrera 

física estructural y protectora contra las malas condiciones de vida como el 

sistema de defensa del huésped (Abdelhady, 2014). Una subpoblación conocida 

como persistentes a menudo se encuentra dentro de la comunidad de 

biopelículas. Estas persistencias pueden pertenecer a cualquier tipo de bacteria 

y se encuentran en un estado fenotípico altamente resistente a la muerte por 

muchos agentes antimicrobianos (Kaldalu y Zhao, 2016). 

Se han propuesto tres mecanismos por los cuales los biofilms contribuyen a la 

resistencia. Primero, se ha postulado que las células bacterianas embebidas en 

matrices de polisacáridos que constituyen el biofilm son menos accesibles a la 

difusión del antibiótico (Anderl, 2000). La segunda razón es que se trata de una 

forma indiferenciada del fármaco a causa de los nutrientes y otros limitantes, pues 

muchas células bacterianas dentro del biofilm no se replican ni metabolizan lo 

suficiente para que el antibiótico funcione de manera eficaz (Anderl, 2003). La 

tercera hipótesis, y actualmente la más apoyada, es que las bacterias dentro de 



los biofilms se diferencian a estados refractarios a los antibióticos; es decir, una 

combinación de indiferencia y persistencia al fármaco (Southey-Pillig, 2005).  

Por otra parte, las bacterias dentro de una biopelícula pueden tolerar altas dosis 

de antibióticos y sustancias antimicrobianas (Graziano, 2015). El uso de 

fármacos de larga duración permite que los microorganismos expresar genes que 

les otorgue resistencia haciéndolo ineficaz (Barbosa, 2016). 

Otra de sus características es que, mediante el uso de moléculas de señalización 

química, las bacterias pueden comunicarse entre sí. El quorum sensing permite 

a las bacterias monitorear el ambiente en busca de otras bacterias y permite 

alterar el comportamiento de uno a escala de toda la población (Mangwani, 2016). 

Estudios de susceptibilidad han demostrado que las bacterias son 1,000 veces 

más resistentes a tratamientos antibióticos cuando la biopelícula se ha formado 

(Dong, 2015). 

La apreciación de las bacterias que viven en biopelículas de múltiples especies 

en lugar de en comunidades de monoespecies, o en un estado de vida libre, ha 

cambiado la forma en que se estudian las bacterias en el laboratorio. Se están 

creando modelos para replicar entornos de biopelículas (Lebeaux, 2013), 

ingresando así a tiempos de reaprendizaje del comportamiento bacteriano a 

medida que viven y sobreviven en biopelículas. 

Una biopelícula muy común es la placa dental, iniciada por Streptococcus spp. 

Incluyendo S. gordonii, S. mitis, S. Sanguinis y S. Oralis. (Jenkinson, 1994). 

Debido a los avances en tecnología y biología computacional, es posible estudiar 

la expresión de genes y proteínas en tales comunidades, revelando así el papel 

que cada especie tiene en esa comunidad específica (Qayyum, 2016). 

4.6.4 Biofilm endodóntico 

La formación del biofilm intraconducto es probablemente iniciado después de la 

infección a la cámara pulpar por microorganismos plantónicos después de la 

ruptura del tejido (Svensater, 2004). El desarrollo de biopelículas incluye 5 



etapas: fijación primaria (fijación reversible), fijación irreversible, formación de 

microcolonias, desarrollo y maduración de la biopelícula, y el despolímero final 

(Chen, 2016). Esto llama la atención sobre la dispersión de la biopelícula, durante 

la cual, la actividad metabólica de las células cambia a un estado inactivo 

(D'Acunto et al.2019). Las características de los biofilms están influenciadas por 

las interacciones complejas entre los organismos componentes en una amplia 

variedad de entornos ambientales, incluida la nutrición, la naturaleza del sustrato, 

las moléculas de detección de quórum, los factores de virulencia y metabolitos 

secundarios (Roder et al. 2016, Gao et al. 2016). Microorganismos como el 

estafilococo aureus (Gram +), P. aeruginosa (Gram−) y C. albicans colonizan 

comúnmente la cavidad oral humana, donde producen biofilms en superficies 

bióticas y abióticas. Además, dichos microorganismos se consideran entre las 

especies más resistentes detectables en los conductos radiculares infectados, 

por lo que a menudo se asocian con fallas en el tratamiento endodóntico. (Meto, 

2019). Se han observado biopelículas bacterianas de grosor variable en la 

mayoría de las paredes del conducto radicular, a veces llenando completamente 

la luz. (Ricucci, 2017). 

4.7 Métodos para estudiar el biofilm endodóntico. 

Placas de microtitulacion, microscopia confocal laser, microscopia de 

fluorescencia, SEM. La mayoría de los modelos para formar y estudiar biofilm 

han sido desarrollados para usar el flujo de nutrientes sobre una superficie donde 

las bacterias puedan ser fijadas. Otros utilizan el método estático como discos de 

hidroxiapatita o esmalte inmerso en medio de cultivo utilizando ligeros 

movimientos sobre placas de poliestireno, mica o vidrio sumergidos en el medio 

de cultivo inoculado con la bacteria.  Los reactores de flujo continuo fueron 

desarrollados para crecer biofilms dentro de flujo laminar lento y fueron validados 

en el 2009. Se han realizado varias modificaciones para que el modelo de biofilm 

de flujo continuo se pueda aplicar intraconducto, permitiendo así la formación de 

biofilm en la superficie de la dentina y se pueda explorar de manera reproducible 

tal como sucedería en la vida real del paciente (Neelakantan, 2017). 



4.8 Bismuto 

El bismuto es un metal que pertenece al grupo 15 de la tabla periódica junto con 

arsénico, antimonio, fosforo y nitrógeno. Pose un número atómico de 83 y masa 

atómica de 209, presenta dos estados de oxidación; +3 y +5, siendo el +3 el más 

estable (Kirk, 1998).  México es el segundo productor más importante de bismuto 

a nivel mundial, después de China. Ha sido utilizado para diversas aplicaciones 

que incluyen; cosmética, balas, soldadura, aleaciones, síntesis de compuestos 

orgánicos, etc. En el área médica el bismuto fue utilizado por primera vez por 

Louis Odier en 1786 para tratar la dispepsia. Actualmente se utiliza en 

medicamentos tales como; Pepto Bismol para malestar estomacal y diarrea, 

Synalar rectal para el tratamiento de hemorroides, Labcatal para afecciones del 

tracto respiratorio y Gastronedol  como gastroprotector.  

El bismuto sus compuestos no son cancerígenos, son menos bioacumulables y 

tóxicos en comparación con elementos como el arsénico, antimonio o plomo 

(Hernández, 2013). Se estima que, para un adulto de 70 kg de peso, la dosis letal 

de bismuto sería de alrededor de 15 g. Los compuestos de bismuto son poco 

absorbidos y por lo tanto son considerados de baja toxicidad. Una vez que es 

absorbido, el bismuto es transportado a través del suero por la transferrina y 

excretado por vía urinaria. Los aspectos toxicológicos del bismuto y sus 

compuestos son bien conocidos y después de consumir dosis altas por más de 

14 días se puede presentar; nefropatía, hepatitis, encefalitis, gastroenteritis y 

osteoartrofia (Karahan, 2013).  

4.9 Nanotecnología 

El desarrollo de alternativas de amplio espectro para tratar eficazmente los 

microorganismos patógenos resistentes a múltiples fármacos es un enfoque de 

investigación en curso para reducir nuestra dependencia a los antibióticos. Una 

de esas opciones es la nanotecnología, que ofrece un gran potencial para el 

diagnóstico y el tratamiento de enfermedades (Linkov, 2008).  



La nanotecnología es la ciencia que trata con partículas pequeñas, con tamaños 

de milésimas de millón de metro, a esa escala los materiales o componentes 

químicos, muestran propiedades y aplicaciones que no siempre muestran a 

escalas mayores y pueden ser aplicados a muchas ciencias y disciplinas 

(Shelley, 2006), algunas de estas disciplinas están en vínculo directo con la vida, 

como lo es la biomedicina, en donde este tipo de tecnología se aplica para 

resolver problemas en cuestión de formulación de materiales, máquinas de 

biotecnología y máquinas de sistemas moleculares (Seifalian, et al., 2014). 

Una de las aplicaciones de esta tecnología, se expuso en el tercer encuentro de 

nanotecnología en medicina, en la cual se menciona la producción de 

medicamentos basados en nanotecnología, los cuales se administran por uno 

métodos más estudiados en los últimos años, la emergente terapia inhalada, en 

donde por medio de humidificadores, se amplifican y reciben estos 

medicamentos (Azzawi, et al., 2016). Así mismo mencionan una tecnología a 

base de nanopartículas de oro que pueden, no solo diagnosticar cáncer a través 

de una T.C., si no que puede entregar tratamiento específico en la zona afectada, 

con mínimo daño al huésped, esta tecnología aún está en proceso de 

investigación, pero promete una terapia segura para el tratamiento de esta 

enfermedad que ha tenido un aumento de incidencia en los últimos años 

(Karponis, et al., 2016). 

Algo que llama particularmente la atención de las nanopartículas es la diferencia 

de propiedades químicas y físicas con respecto a los macrocristales. Estas 

diferencias han obligado a retomar la investigación de muchos compuestos 

simples que creíamos conocer a la perfección (Poole y Owens 2003; Elaissari 

2008). 

4.10 Nanotecnología en Odontología 

La nanotecnología está muy involucrada hoy en día en la odontología, desde la 

producción de materiales dentales, hasta el uso de nanopartículas como métodos 

de estudio de estructuras dentales.  



Las nanopartículas (Np) son partículas ultrafinas de componentes insolubles con 

un diámetro inferior a 100 nm (DaSilva, 2013). En la última década, han abierto 

nuevas posibilidades y un interés significativo en la atención de la salud, 

principalmente debido a sus características químicas, biológicas y 

antibacterianas de amplio espectro (Kishen, 2008). 

Se ha intentado implementar la nanotecnología en materiales de uso cotidiano 

en la odontología, como son el Ionómero de vidrio, al cual se la ha modificado 

con nanopartículas cerámicas, con el objetivo de disminuir el desgaste de este 

material, ya que en su fórmula original, resulta un material óptimo para la 

restauración dental por su alta afinidad a la dentina y su constante liberación de 

fluoruro, pero tiene un desgaste mayor al de la resina, amalgama o el mismo 

diente (Najeeb et al., 2016). Otra aplicación en materiales dentales, es en resinas 

con nanopartículas cerámicas no previamente recubiertas con sílice, estas ahora 

modificadas con sílice con el fin de proporcionar una mejor adhesión al 

polimerizar después de ser silanizadas (Kaizer et al., 2016; Rezvani, et al., 2016). 

Dentro de los campos más estudiados en la odontología esta la osteointegración 

de los implantes, actualmente existen estudios que demuestran que el uso de la 

nanotecnología, en forma de recubrimientos de implantes como el de nano-

hidroxiapatita o nanopartículas de fosfato de calcio en diferentes concentraciones 

(Jimbo et al., 2012) permiten una osteointegración más uniforme, densa y estable 

que en la colocación de implantes sin nanopartículas adicionadas. Inclusive, 

implantes tratados con nanopartículas de fibrina de seda, que no solo inducen a 

la osteointegración, sino que también liberan por un tiempo prolongado un efecto 

antibacterial, proporcionando un espacio libre de bacterias para la correcta 

osteointegración del implante (Sharma et al., 2016). 

4.11 Nanopartículas de bismuto 

Actualmente la nanotecnología ofrece un gran potencial tanto para el diagnóstico, 

así como para el tratamiento de enfermedades causadas por microorganismos 

patógenos (Zhu, 2015). La ausencia de nuevas alternativas para tratar 



eficazmente a los patógenos multirresistentes es un problema grave de salud 

pública y es urgente sintetizar nuevos agentes antimicrobianos de tipo no-

antibiótico, amplio espectro y bajo costo. El área de la terapia basada en 

nanopartículas recibe una atención particular para revolucionar el tratamiento 

médico con terapias "inteligentes" que son simultáneamente más potentes con 

menos efectos secundarios. Parecen ser tan buenas como los antibióticos para 

matar las bacterias planctónicas, y más efectivas para inhibir la formación de 

biopelículas de microorganismos patógenos (Hernández, 2014). Recientemente 

se describieron las propiedades antimicrobianas de nanopartículas lipofílicas de 

bismuto (BisBAL NP’s ) sobre patógenos orales inhibiendo la formación de su 

biofilm, obteniendo una concentración mínima inhibitoria de 5 µM, valor que 

compite con los antibióticos más comúnmente empleados (Cabral, 2012). 

Estudios previos han evidenciado el potencial de inhibición de crecimiento 

bacteriano de las nanoparticulas de BisBAL contra S. mutans, S. gordonii y 

Lactobacillus casei (Mosmann, 1983) y C albicans (Hernández, 2014) con 

ensayos MTT, Así como también su eficacia antibiofilm mediante microscopia de 

fluorescencia (Yue, 2001). Recientemente nuestro grupo de trabajo y otros 

hemos descrito que las nanopartículas lipofílicas de bismuto (BisBAL NP’s ) se 

liberan lentamente, lo que induce una actividad antimicrobiana in situ persistente 

durante periodos de tiempo prolongado superando el efecto de fármacos como 

clorhexidina, nistatina y terbinafina para controlar el crecimiento y formación de 

biopelículas de S. Mutans y C. Albicans (Hernández, 2013). Además, las BisBAL 

NP’s fueron capaces de inhibir rápidamente la formación del biofilm de 

Pseudomonas aeruginosa (Shakibaie, 2019) mostrando así su alta capacidad 

para actuar sobre bacterias gram-positivas y gram-negativas. De igual manera 

hemos descrito que la adición de BisBAL NP’s a cultivos de células epiteliales o 

sanguíneas humanas no causa citotoxicidad a las 24 y 48 horas de exposición 

(Hernández, 2016). Un estudio realizado en el año 2014 determinó la 

concentración mínima inhibitoria (MIC) de las nanoparticulas de BisBAL, la 

concentración más baja de NP’S de BisBAL analizados (0.1 μM) disminuyó el 

crecimiento bacteriano en más del 70% en comparación con 1.2 mM de 



clorhexidina, lo que disminuyó el crecimiento solo en un 50%, lo que sugiere su 

mayor potencial para inhibir el crecimiento microbiano. El mecanismo 

antimicrobiano de BisBAL NP’s aún no está completamente determinado. Según 

su naturaleza lipofílica, es posible que puedan interactuar con la membrana 

plasmática de los microorganismos, alterando su permeabilidad y causando lisis 

celular. Una vez dentro de la célula, los BisBAL NP’S pueden modificar la 

expresión de proteínas o dañar el ADN genómico (Hernández, 2014). Al evaluar 

su efectividad antibiofilm, se obtuvo como resultado una inhibición casi completa 

en cultivos mixtos de S. mutans, L. casei, S. gordonii y C. albicans a 

concentraciones de 100 μM desde la hora 0 (Hernández, 2014). Parecen ser 

agentes antimicrobianos más efectivos con MIC más bajas que iones o 

nanoparticulas de plata (Badireddy, 2013). 

4.12 Suplementación de cemento sellador AH Plus 

En diferentes estudios se ha evaluado el uso y suplementación de diferentes 

componentes al cemento sellador AH Plus, muchos de ellos se enfocan en la 

efectividad antimicrobiana, algunos en toxicidad y otros más en la alteración de 

las propiedades físicas originales del cemento. En 2017 se incorporó 

nanoparticulas de plata al cemento AH Plus y se examinó su actividad 

antimicrobiana frente a Enterococcus faecalis por difusión en disco, en sus 

resultados obtuvieron halos de inhibición de máximo 8.69 mm (Teixeira A, et. al. 

2017), En otro estudio publicado en el 2020 establecieron la toxicidad de AH Plus 

+ AgVO3 frente a fibroblastos gingivales humanos revelando un aumento 

significativo en la toxicidad al ser suplementado con un porcentaje de viabilidad 

celular de 34% a las 24 horas y 2% a los 7 días (Teixeira A, et. al. 2020). 

Otro nanomaterial utilizado con el mismo propósito es el quitosano, en 2019 se 

probó su efectivad antimicrobiana frente a Enterococcus faecalis por ensayo de 

contacto directo, mientras que el cemento AH Plus convencional arrojo resultados 

de 7.7 mm, al ser suplementado su actividad aumento, no de forma significativa 

a 8.5 mm (Loyola, et. al. 2019). 



 

La actividad antibiofilm se ha probado con AH Plus suplementado con 

nanopartículas de quitosano, mediante microscopia confocal laser determinaron 

un daño significativo a la membrana bacteriana y disrupción bacteriana con 

disminución del grosor del biofilm (Loyola et al, 2019).  También se ha empleado 

el uso de nanoparticulas de polietilenimina de amonio cuaternario mediante 

ensayo de microplacas con cristal violeta, se encontró una diferencia significativa 

al suplementar AH Plus con las nanopartículas (Barros et al, 2014). 



5. MATERIAL Y METODOS 

 

Resumen gráfico de la metodología empleada. 



5.1 Cultivo microbiano. 

Para el crecimiento de Enterococcus faecalis (ATCC; 11420), Porphyromonas 

gingivalis (ATCC; 53978), Candida Albicans (ATCC; 90029), Streptococcus 

gordonii (ATCC; 10558), Streptococcus mutans (ATCC; 700611), Streptococcus 

sobrinus (ATCC; 27607), se cultivaron en medio de tripticaseína de soya (TSB, 

BD DIFCO, Sparks MD, EE. UU.) A 37°C durante 24 horas en condiciones 

aeróbicas. Se emplearon microorganismos en fase exponencial para evaluar la 

actividad antimicrobiana y antibiofilm.  

5.2 Obtención de microorganismos aislados de pacientes. 

La metodología del presente trabajo fue aprobada por el comité de bioética. A 

todos los pacientes que participaron en este estudio se les entrego un 

consentimiento informado. Se tomaron muestras de pacientes adultos con 

tratamiento endodóntico fallido, dichos aislados son una representación de los 

patógenos constitutivos del biofilm endodóntico.  

Se realizó la recolección de muestras de 50 dientes humanos que cumplieron con 

los siguientes requisitos: Piezas unirradiculares o multirradiculares, integras, con 

diagnóstico de pieza previamente tratada y ápice cerrado. Todas las muestras 

fueron analizadas radiográficamente, se excluyeron aquella que presentaron 

reabsorción radicular, conductos calcificados, fracturas, ápices abiertos, 

diagnóstico pulpar diferente a pieza previamente tratada, pacientes bajo 

tratamiento médico sistémico, piezas con poste. 

Tal como lo realizaba el Dr. Siqueira, los dientes fueron aislados con dos diques 

de hule, se desinfecto la zona de trabajo con peróxido de hidrógeno al 30% y 

luego se colocó Isodine al 5%, se retiró el tejido carioso o restauraciones 

defectuosas con una fresa de carburo de bola #2, de tallo largo, posteriormente 

se retiró el primer dique y se utilizaron limas manuales tipo Hedstrom sin 

solventes para la remoción de gutapercha contaminada. Al eliminar la 

gutapercha, se colocó solución salina en el conducto, se realizó un limado con 

una lima #15 tipo K para extraer una muestra de tejido dentinario, realizando 

movimientos de cepillado a 1 mm menor de su longitud de trabajo, sumado a ello 



se colocaron dos puntas de papel estériles para recolectar el tejido desprendido 

con el limado, el mango de la lima fue separado del vástago y la parte activa 

mediante unos alicates para evitar la contaminación del material, se colocó junto 

con las dos puntas de papel en un tubo Eppendorf con tripticaseína de soya y se 

incubó por 7 días a 37°C. 

5.3 Síntesis de nanopartículas de BisBAL.  

Para la síntesis de nanoestructuras de bismuto, en base a los estudios previos 

(Hernández, et. al. 2017) se utilizaron los siguientes reactivos químicos: bismuto 

pentahidratado [Bi(NO3)3·5H2O], 2,3-dimercapto-1-propanol (BAL), borohidruro 

de sodio (NaBH4),  y propilenglicol fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO). Agua ultrapura (Barnstead Nanopure Diamond) fue utilizada para preparar 

soluciones y diluciones. Una solución concentrada de Bi3+ 50 mM fue preparada 

al disolver Bi(NO3)3·5H2O en 20 ml de propilenglicol calentado a 80°C y bien 

mezclado por 2 horas. Una relación molar 2:1 de Bi (Bis) a 2,3-dimercapto-1-

propanol (BAL) fue preparada al añadir 25 µl de BAL 10M a 10 ml de Bi3+ 50 mM. 

Una solución concentrada de nanopartículas BisBAL 25 mM fue preparada al 

diluir 5 ml de BISBAL 50mM en 4.25 ml de agua ultrapura fría al añadir la solución 

recién preparada de borohidruro de sodio (NaBH4 75mM), colocando 0.75 ml y 

mezclando vigorosamente. Durante el curso de esta reacción, el color rosa de la 

solución soluble BisBAL se transformó en una suspensión oscura compuesta de 

nanopartículas de BisBAL (Badireddy, 2014). 

5.4 Caracterización de nanopartículas de BisBAL. 

La distribución de nanopartículas fue medida por DLS (Dispersión de Luz 

Dinámica, ALV-GmbH, ángulo de dispersión a 90°). Información sobre la forma y 

tamaño de las nanopartículas se obtuvo mediante el uso de microscopía 

electrónica de barrido (SEM; FEI XL30 SEM-FEG, Hillsboro, OR). Las muestras 

para SEM fueron preparadas como sigue: una gota de nanopartículas fue 

capturada por una rejilla de cobre y se dejó evaporar antes de obtener la imagen 

en un acelerador de voltaje de 160 kV. Espectro de luz UV-Vis de una suspensión 

de 2 ml de BisBAL NP’s fue obtenido por un espectrofotómetro (SpectraMax 



Plus384 Absorbance Microplate Reader, Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, 

CA). Difractómetro de rayos X (XRD: Panalytical X´Pert PRO MRD) equipado con 

Cu Kα como fuente de rayos X (λ= 1.541874 Å) fue usado para determinar el 

tamaño cristalizado de la nanopartícula e identificar la fase romboédrica. 

Patrones XRD fueron obtenidos dejando secar al aire las BisBAL NP’s después 

de evaporar el agua de la solución de NP’s  (centrifugando tres veces a 16, 100 

g por 30 segundos en cada ocasión) depositada varias veces sobre un 

portaobjetos toda la noche.  

5.5 Desarrollo del cemento sellador AH Plus suplementado con BisBAL 

NPs. 

Partiendo de nanopartículas previamente sintetizadas en el laboratorio, 

realizamos la suplementación al cemento sellador AH Plus (Dentsply 

International Inc, York, PA)  en su fase liquida respetando las proporciones del 

fabricante, se suplemento con 50 µM de BisBAL NPs al cemento sellador AH Plus 

y se dejó secar al aire libre. Todos los experimentos fueron realizados con el 

mismo lote del producto y fueron realizados por triplicado para asegurar la 

veracidad de los resultados.  

5.6 Caracterización del cemento sellador AH Plus-BisBAL NPs por 

microscopía electrónica de barrido. 

El cemento sellador AH Plus suplementado con BisBAL NPs fue analizado con 

el objetivo de asegurar la presencia y distribución de las nanopartículas de 

bismuto, para lo que se empleó microscopía electrónica de barrido (SEM; FEI 

Tecnai G2 Twin, Hillsboro, OR; 160 kV accelerating voltage). La composición 

elemental química fue determinada por espectro EDS, análisis micro (1µ3) sobre 

varios puntos fue desarrollada sobre la muestra de cemento-sellador con 

nanopartículas.  



5.7 Detección de Enterococcus faecalis en muestras obtenidas mediante 

PCR en tiempo real (qPCR). 

Para determinar la presencia específica de E. faecalis en las muestras clínicas 

humanas, se utilizó el kit genesig Easy kit para Enterococcus faecalis (Primer 

Design, Reino Unido) (Pradeep, et. al. 2017) y PCR en tiempo real. El ADN 

genómico se extrajo del aislamiento clínico empleando el kit de ADN genómico 

Isolate II (Bioline, Reino Unido) siguiendo las instrucciones del proveedor. La 

mezcla de reacción estaba en un volumen final de 20 µl con 5 µl del ADN extraído 

o agua estéril como control negativo. La amplificación se desarrolló en The 

genesig q16 (Primer Design, Reino Unido) siguiendo las instrucciones del kit 

genesig Easy kit para Enterococcus faecalis (Williams, et. al. 2006). 

5.8 Actividad antimicrobiana del AH Plus-BisBAL NPs. 

Para determinar si la adición de las nanoestructuras de bismuto realmente le 

confería propiedades antimicrobianas al cemento sellador AH Plus, se empleó el 

ensayo de difusión en disco (Tsaur, et. al. 1993). Enterococcus faecalis (ATCC 

no’s. BAA-308), el cultivo mixto y E. faecalis aislado de muestras de conductos 

radiculares, fueron cultivadas en Tripticaseína de soya (TSB, BD DIFCO, Sparks 

MD, USA) a 37°C, durante 18 horas en condiciones aeróbicas con inóculos 

estándar (0.5 McFarland). 100 µL del cultivo bacteriano fue esparcido en placas 

Petri con agar TSB empleando un hisopo de algodón estéril. Luego se perforó el 

agar con anillos de poliestireno para generar pozos de 5mm de diámetro. Los 

grupos de AH Plus con 50 µM de BisBAL NPs fueron incrustados en los pozos 

de agar y se incubaron a 37ºC durante 24 horas. Se midió el halo de inhibición 

del crecimiento bacteriano mediante el uso de un Vernier. Los ensayos se 

realizaron por triplicado para asegurar la veracidad de los resultados.  

5.9 Actividad antibiofilm del AH Plus-BisBAL NPs. 

Basados en el protocolo descrito previamente, el cemento sellador AH Plus-

BisBAL NP’S fue colocado en el fondo de placas de 24 pozos y su posible 

actividad antibiofilm fue explorada por microscopía de fluorescencia. Se utilizó un 

biofilm de 48 horas de E. faecalis ATCC, cultivo mixto y E. faecalis aislado de 



conductos radiculares. Se expusieron a los cementos selladores y se incubaron 

a 37 ºC durante 24h. El biofilm remanente se tiño con DAPI (4′,6-diamidino-2-

phenylindole) para medir la intensidad fluorescente mediante el uso de un lector 

de microplacas de Elisa (Promega, Madison, WI) a una longitud de onda de 525 

nm. 

5.10 Ensayo de microfiltración de AH Plus-BisBAL NPs. 

Con el fin de determinar si las BisBAL NPs le otorgan mayor resistencia al paso 

de bacterias a través del orificio de entrada de los conductos radiculares, se 

empleó un ensayo de penetración bacteriana de cámara dividida. Para ello se 

requirieron 50 dientes unirradiculares, de raíz recta y ápice cerrado, se 

estandarizaron a una longitud de la pieza a 16 mm seccionando la porción 

coronaria. Se examinó la superficie radicular remanente y se eliminaron piezas 

que presentaran líneas de fisura, piezas que, al estandarizar la longitud, 

presentaran remanente coronal y piezas con caries radicular, así como también 

piezas que al estandarizar la longitud no sea apreciable el conducto radicular. Se 

tomó la longitud de trabajo con una lima tipo K #15 restando un milímetro apical 

observado bajo microscopio. Se instrumentaron hasta una lima #50 y 

posteriormente se esterilizaron en autoclave en recipientes de vidrio con 5 ml de 

agua destilada para evitar su deshidratación. 

Una vez esterilizados se llevaron a una campana de flujo laminar donde se 

obturaron con gutapercha convencional y se dividieron en 4 grupos: 20 piezas 

con AH Plus-BisBAL NPs, 20 con AH Plus, 5 piezas se utilizaron como control 

positivo sin obturación y 5 como control negativo cubiertas de barniz en toda la 

región radicular. Se cubrieron con 3 capas de barniz con excepción a los últimos 

3 mm apicales. 

Se cortaron tubos Eppendorf por su punta y fueron insertados en tubos 

polipropileno estériles sellando la unión con cianocrilato y 3 capas de barniz, se 

insertaron las piezas en los tubos Eppendorf dejando libre la región apical y se 

selló con cera pegajosa y 3 capas de barniz. En los tubos de polipropileno se 

colocaron 11ml de medio de cultivo líquido y estéril de tripticaseína de soya que 

estuvieron en contacto con los 3 mm apicales de las piezas. Se dejó el dispositivo 



en incubadora a 37°C por 5 días para evaluar la ausencia de contaminación 

durante el ensamblaje del mismo. Pasados los 5 días y comprobando la ausencia 

de turbidez en los medios de cultivo, en la cámara superior se inoculó diariamente 

10 μL de E. faecalis y se observó diariamente, si se presenta filtración de la 

obturación el contenido de la cámara superior va a contaminar la cámara inferior 

tornándolo turbio. 

5.11 Citotoxicidad del AH Plus-BisBAL NPs. 

El efecto citotóxico del sellador AH Plus convencional y el suplementado con 

BisBAL NPs fue evaluado mediante el ensayo de viabilidad MTT sobre 

cementoblastos humanos. Se colocaron los cementos selladores al fondo de una 

placa de 96 pozos, posteriormente se le colocaron 1x104 de células a cada pozo, 

se incubaron a 37ºC y 5% de CO2 durante 24h. Se utilizaron los siguientes grupos 

experimentales, AH Plus + 10 μM BisBAL, AH Plus + 50 μM BisBAL, AH Plus + 

100 μM BisBAL y como grupos control AH Plus y cementoblastos humanos. 

Después de 24 horas de incubación, se añadieron 10 µl de MTT a cada pocillo y 

se incubaron a 37 ° C y 5% de CO2 por 2 horas en condiciones de oscuridad. Al 

concluir el tiempo mencionado se procedió a retirar el medio y se colocó 100 µl 

de dimetilsulfóxido (DMSO) para disolver el formazán MTT. El MTT reducido se 

cuantificó con un lector de placas de absorbancia a 595 nm, este ensayo se 

realizó por triplicado y los resultados obtenidos se analizaron estadísticamente. 

5.12 Análisis estadístico 

Los valores obtenidos en cada uno de los ensayos fueron comparados con los 

resultados de los controles, y además se compararon los resultados entre los 

diferentes tratamientos. Se utilizó la prueba estadística t de Student para obtener 

los valores de (p<0.05). 

 

 

 

 



6. RESULTADOS 

6.1 Caracterización de las nanopartículas de bismuto. 

Las nanoparticulas de bismuto individuales sintetizadas se identificaron de forma 

esférica en gran medida con un diámetro hidrodinámico promedio ponderado por 

número de 29,3 nm, pero se agregaron firmemente en grupos más grandes como 

se puede ver en las imágenes SEM (Figura #1). La identidad del bismuto fue 

corroborada por su espectro EDX y su patrón de difracción de rayos X. 

 

 

Figura #1. Caracterización de las BisBAL NP’s . A) Microscopía electrónica de barrido (SEM), B) Espectro 

EDS-SEM y C) difracción de rayos X.  

 

 

 



6.2 Caracterización del cemento sellador AH Plus suplementado con 

BisBAL NPs por microscopía electrónica de barrido (SEM). 

Se caracterizó el cemento sellador por SEM, en las imágenes superiores vemos 

el cemento AH Plus convencional, donde apreciamos la formación de 

macroestructuras poligonales correspondientes al cemento, en las imágenes 

inferiores se aprecia el sellador AH Plus suplementado con BisBAL NPs, las 

nanopartículas se visualizan como estructuras esferoidales con un diámetro 

promedio de 29,3 nm, con afinidad a los macrocristales. La identidad del bismuto 

en el cemento sellador fue corroborada por su espectro EDX y su patrón de 

difracción de rayos X (Figura #2). 

Figura #2. Caracterización por microscopia electrónica de barrido (SEM) (A) cemento sellador, (B) cemento 

sellador suplementado con BisBAL NP’s con su respectivo espectro EDS-SEM (C). Las flechas indican la 

presencia de nanopartículas de bismuto en el cemento sellador AH Plus. 
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6.3 Detección de Enterococcus faecalis en muestras obtenidas mediante 

PCR en tiempo real (qPCR). 

En cuestión a la identificación de enterococcus faecalis, se utilizó el kit genesig 

qPCR, en la figura #3 podemos observar la curva de color verde, como control 

positivo del kit genesig, la curva roja es el control positivo de nuestra cepa de 

laboratorio, la línea azul es el control negativo y la línea negra corresponde a la 

muestra de paciente, confirmando la presencia de Enterococcus faecalis. 

 

 

Figura #3. Identificación de E. faecalis en muestras aisladas de conductos radiculares mediante el kit genesig 

PCR en tiempo real 

 

 

 

 



6.4 Actividad antimicrobiana del cemento sellador AH Plus - BisBAL NPs 

por ensayo de difusión en disco. 

Los resultados mostrados nos indican que el cemento sellador de uso 

endodóntico AH Plus suplementado con 50 μM BisBAL NPs inhibió el crecimiento 

bacteriano tanto de E. faecalis ATCC, cultivo mixto y E. faecalis aislado de 

conductos radiculares con un halo de inhibición promedio de 18.75 ± 2.71 mm, 

18.45 ± 1.38 mm y 17.85 ±1.05 mm respectivamente con una diferencia 

significativa en comparación al sellador AH Plus convencional con halos de 

inhibición de 7.25 ± 0.81. 

 

Figura #4. Actividad antimicrobiana de AH plus suplementado con BisBAL NPs mediante ensayo de difusión 

en disco en cepa de E. faecalis ATCC y E. faecalis aislado de conductos radiculares. Se determinó el 

promedio de los experimentos por triplicado para evaluar la veracidad de los resultados. 

 

Tabla #2 Actividad antimicrobiana de AH Plus con BisBAL NPs. 

 



6.5 Actividad antibiofilm del cemento sellador AH Plus-BisBAL NPs. 

La act antibiofilm se evaluó mediante fluorescencia, se desarrollaron biofilms de 

48 horas y se expusieron a los cementos selladores, se puede observar que a 

las 24 horas en los grupos de AH Plus el biofilm mantuvo intensidad fluorescente, 

lo que indica su viabilidad microbiana post-exposición, mientras que en los 

grupos de ah plus suplementado con nanoparticulas se eliminó el 96% del biofilm, 

si proyectamos estos resultados a la clínica, estaríamos viendo que a las 24 horas 

de haber concluido la endodoncia, así es como se vería con AH Plus 

convencional y así es como se vería a con el cemento con nanoparticulas. 

 

Figura #5. Actividad antibiofilm de AH Plus suplementada con BisBAL NPs mediante microscopía de 

fluorescencia. AH Plus suplementado con nanopartículas de bismuto se expuso durante 48 horas a biofilms 

de E. faecalis o biopelículas de muestras aisladas. Se empleó AH Plus solo como control negativo y el 

crecimiento bacteriano (cepa ATCC y aislado clínico humano) se usó como control positivo. La barra indica 

65 µm. 

 

 

 



6.6 Ensayo de microfiltración. 

En el ensayo de microfiltración, concluimos que, a los 12 días de inoculación 

constante, ninguno de los cementos selladores presento filtración, lo cual indica 

que hemos conseguido añadir propiedades antimicrobianas y antibiofilm sin 

comprometer las propiedades de sellado al suplementar el cemento AH Plus. 

 

Figura #6. Ensayo de capacidad de sellado de AH Plus y AH Plus + BisBAL NPs evaluado por un periodo 

de 14 días. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6.7 Citotoxicidad del cemento sellador AH Plus-BisBAL NPs. 

Para constatar la selectividad del sellador AH Plus suplementado con BisBAL 

NPs, se analizó la viabilidad celular en cementoblastos humanos a diferentes 

concentraciones, los mejores resultados obtenidos son con la concentración de 

50 micromolar con un 93%. 

La figura #7 muestra el porcentaje de viabilidad de los cementoblastos expuestos 

a los diferentes grupos de cementos selladores ya fraguados. Se encontró que el 

cemento sellador AH Plus es el menos citotóxico, seguido del cemento AH Plus 

suplementado con 50 μM de BisBAL NPs con un 93%, posteriormente AH Plus 

+10 μM de BisBAL NPs con un 84% y el más tóxico fue el cemento AH Plus 

suplementado con 100 μM de BisBAL NPs con un 23%. 

Lo cual nos dice que, si colocamos el cemento AH Plus suplementado con 50 μM 

de BisBAL NPs en los pacientes, eliminaremos biofilms remanentes y no se verán 

afectados en gran medida los cementoblastos. 

  

Figura #7. Viabilidad celular mediante ensayo MTT de los cementos selladores ante 

cementoblastos. 

 

 



7. DISCUSIÓN 

Se han realizado varios enfoques para mejorar los materiales dentales 

empleados en el tratamiento de endodoncia y tratar de aumentar sus 

capacidades bactericidas y antibiofilm (Ferrando et. al., 2020 y Agnihotri et. al., 

2020). Curiosamente, todavía no hay nuevos materiales dentales disponibles en 

la práctica clínica. Aunque ha habido muchas investigaciones sobre los efectos 

antibiofilm de irrigantes y medicamentos, los selladores de conductos radiculares 

no se han estudiado de manera consistente. Se espera que los selladores de 

conductos radiculares ocupen y sellen el espacio del conducto preparado para 

evitar la recontaminación bacteriana. Una de las propiedades deseadas del 

sellador de conductos radiculares es la eficacia antibacteriana, que puede 

eliminar las bacterias que quedan en el sistema del conducto radicular y prevenir 

la penetración de bacterias en caso de filtración (Shrestha y Kishen, 2016 y 

Barros et. al., 2014). Una solución para esto es la mejora de los cementos 

selladores mediante la adición de nanopartículas que podrían ayudar a 

neutralizar los microorganismos que permanecen en el sistema del conducto 

radicular, mejorando el pronóstico y el éxito endodóntico (Loyola et. al., 2019). El 

uso del metal en odontología no es nuevo; oro, plata, zinc, platino, titanio, níquel, 

circonio, se han empleado en la cavidad bucal por sus propiedades mecánicas y 

de dureza (Gettleman 1991, Gavini et. al., 2018 y Hanawa 2020). Anteriormente, 

la nanotecnología ha surgido como una nueva disciplina que ofrece desarrollar 

“fármacos inteligentes” aumentando su relación de superficie a volumen, 

reactividad química y actividad biológica (Liao y Tjong 2019). Por lo general, las 

nanopartículas tienen menos de 100 nm con forma esférica y su reactividad está 

asociada con su tamaño (Morones et. al., 2005). Aunque se han informado varios 

estudios sobre el uso de la nanotecnología en el área dental, los selladores de 

conductos radiculares son un campo poco explorado (Song y Ge 2019 y 

Balhaddad et. al., 2019). El empleo de nanopartículas en materiales dentales 

para mejorar sus propiedades intrínsecas es más común en los últimos 5 años 

(Kavoosi et. al., 2018). En el presente estudio se describe el potencial 

antimicrobiano y antibiofilm del sellador de conductos radiculares AH Plus 



complementado con nanopartículas de bismuto lipofílico. Anteriormente, se 

informó sobre la actividad antimicrobiana de las nanopartículas de bismuto 

lipofílico (NP BisBAL) en grampositivos, gramnegativos y hongos (Badireddy et. 

al., 2014). También se demostró que la adición de BisBAL NP al cemento MTA 

confiere propiedades antimicrobianas contra el crecimiento de Enterococcus 

faecalis (Hernandez et. al., 2017). Barros et. al., 2014 evaluaron la actividad 

antimicrobiana y antibiofilm de AH Plus RCS con nanopartículas de 

polietilenimina de amonio cuaternario, en cepa ATCC y cepa endodóntica, 

mostrando que la suplementación provocó una reducción en la densidad óptica 

solo en la cepa ATCC. Las variaciones observadas en el comportamiento de las 

2 cepas subrayan la necesidad de utilizar cepas clínicas. En nuestros 

experimentos, se encontró que las adiciones de 50 mM de BisBAL NP al AH Plus 

RCS potencian sus propiedades antimicrobianas contra la cepa ATCC E. faecalis 

y especímenes aislados. Bashayer et al., 2019 describieron el efecto de un nuevo 

sellador de conductos radiculares que utiliza metacrilato de 

dimetilaminohexadecilo (DMAHDM) y nanopartículas de plata y redujo la UFC de 

biopelícula alrededor de 6 veces (Baras et. a., 2019). En nuestros experimentos, 

AH Plus suplementado con BisBAL NPs mostró una inhibición completa de la 

formación de biopelículas tanto de la cepa ATCC E. faecalis como de las 

muestras aisladas, en contraste con AH Plus solo. Este resultado está respaldado 

por la caracterización del AH Plus agregado con BisBAL NP que muestra una 

distribución homogénea de nanoestructuras de bismuto en AH Plus. Presumimos 

que las nanopartículas de bismuto mataron a las bacterias cuando están en 

contacto durante el proceso de adherencia al sellador de conductos radiculares 

AH Plus / BisBAL NP. Seung et al., 2018 describieron las propiedades 

bactericidas de AH Plus mezclado con metacrilato de dimetilaminohexadecilo 

(DMAHDM) y nanopartículas de plata y fue significativamente más bactericida 

contra E. faecalis durante 14 días (Seung et. al., 2018). Para analizar si la adición 

de BisBAL NP a AH Plus podría modificar sus propiedades básicas como 

sellador, se desarrolló un modelo de filtración bacteriana de microfiltración. A 

diferencia de otros estudios, en los que se produjo una filtración del sellador del 



conducto radicular AH Plus en el 40% de los grupos a los 7-12 días (Frasen et. 

al., 2008 y Yucel et. al., 2006). Los resultados obtenidos durante 12 días fueron 

la ausencia de penetración de bacterias, lo que indica que BisBAL NP mejoró la 

capacidad de sellado / antimicrobiana de AH Plus. Song et al., 2016 analizaron 

la microfiltración in vitro de varios selladores nuevos mediante tinción con una 

solución de azul de metileno al 1% durante dos semanas y los resultados no 

mostraron diferencias significativas entre todos los selladores probados (Song et. 

al., 2016). Desafortunadamente, todos los estudios que desarrollaron materiales 

dentales más agentes bactericidas no evaluaron la posible citotoxicidad para 

analizar si la mezcla del sellador del conducto radicular con el agente 

antimicrobiano podría promover la muerte celular en el huésped. Nuestros datos 

mostraron la ausencia de citotoxicidad de AH Plus-BisBAL NP en cementoblastos 

analizados por ensayo MTT después de 24 h de exposición. Por el contrario, 

varios estudios que emplearon nanopartículas de plata informaron una alta 

citotoxicidad en diferentes tipos de células (Zhang et. al., 2014). A pesar de su 

amplio uso, las nanopartículas de plata muestran muchos efectos adversos no 

deseados que incluyen; toxicidad aguda y genotoxicidad (Wen et. al., 2017). 

Anteriormente, se ha descrito que las nanopartículas de oro, plata y titanio de 

materiales dentales podrían atravesar la barrera hematoencefálica y promover la 

neurotoxicidad (Feng et. al., 2015). Nuestro grupo estudió de manera temprana 

la biocompatibilidad de nanopartículas de bismuto en ratones y los resultados 

obtenidos confirmaron la biocompatibilidad de nanopartículas de bismuto 

lipofílico sin signos de daño tisular en ninguno de los órganos analizados (riñón, 

hígado, cerebro, cerebelo, corazón y yeyuno) (Cabral et. al., 2020). 

 

 

 



8. CONCLUSIONES 

Con este trabajo podemos concluir que la suplementación con nanopartículas de 

bismuto otorga un efecto antimicrobiano y antibiofilm significativo, no alteran las 

propiedades de sellado convencionales, mantienen una selectividad frente a 

cementoblastos humanos y al observar que los resultados obtenidos en las cepas 

de laboratorio son muy similares a los obtenidos de las muestras aisladas de 

conductos radiculares, nos permite ver a corto plazo la aplicación de estas 

nanopartículas en el entorno clínico. 
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