UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

DESARROLLOY EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA'Y
CITOTOXICA DE UN COLUTORIO BASADO EN NANOPARTICULAS DE
PLATA BIOSINTETIZADA CON EXTRACTO DE Curcuma Longa

Por

C.D.José Roberto De la Garza Gonzélez

Como requisito parcial para obtener el Grado de
Maestria en Odontologia Avanzada.

SEPTIEMBRE, 2022

Maestria en Odontologia Avanzada.



DESARROLLOY EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTI MICROBIANA'Y
CITOTOXICA DE UN COLUTORIO BASADO EN NANOPARTICULAS DE
PLATA BIOSINTETIZADA CON EXTRACTO DE Curcuma Longa

C.D. JOSE ROBERTO DE LA GARZA GONZALEZ

Comité de Tesis

Presidente

Secretario

Vocal



Maestria en Odontologia Avanzada.

DESARROLLO Y EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y
CITOTOXICA DE UN COLUTORIO BASADO EN NANOPARTICULAS DE
PLATA BIOSINTETIZADA CON EXTRACTO DE Curcuma Longa

FIRMA
TESISTA
JOSE ROBERTO DE LA GARZA GONZALEZ

Comité de Tesis

DIRECTOR DE TESIS
DRA. ROSA ISELA SANCHEZ NAJERA

~ CODIRECTOR DE TESIS
DRA. MARIA ARGELIA AKEMI NAKAGOSHI CEPEDA

ASESOR METODOLOGICO
DR. RENE HERNANDEZ DELGADILLO

ASESOR METODOLOGICO
DR. SERGIO EDUARDO NAKAGOSHI CEPEDA

ASESOR METODOLOGICO
DR. JUAN MANUEL SOLIS SOTO



AGRADECIMIENTOS

Primeramente, agradecer a Dios por guiarme en cada paso que doy en mi vida profesional y

hoy terminar un logro mas.

A mi Mama y a mi Pap4, que sin su apoyo y amor incondicional no hubiera podido concretar
este logro que también es suyo, y que a pesar de los momentos dificiles siempre me apoyaron
para dar lo mejor de mi como siempre lo han hecho.

A mis hermanos, que estuvieron siempre a mi lado aconsejandome y echandome porras todos
los dias, este logro también es suyo.

A mi novia que desde el primer dia hace 5 afios, estuvimos para apoyarnos y demostrarnos

que con dedicacion, esfuerzo, sacrificio y amor todo sale y todo saldra.

Quiero expresar mi mas sincero agradecimiento al Dr. Rene Hernandez Delgadillo asesor de
mi tesis, agradeciendo siempre su paciencia, disposicion, atencion y dedicacion. Asi como
también a la Dra. Rosa Isela Sdnchez Najera, a la Dra. Maria Argelia Akemi Nakagoshi
Cepeda, al Dr. Casiano del Angel Mosqueda y al Dr. Claudio Cabral Romero por formar
parte del apoyo brindado y su confianza durante estos 2 afios, asi como también por sus

valiosas sugerencias e interés, en la revision del presente trabajo.

A mi familia y mis amigos por el apoyo moral que siempre me han brindado y a todas las

personas que contribuyeron de una forma u otra en la realizacion de este trabajo.

Al Posgrado de la Maestria en Odontologia Avanzada, a mis comparieros, a todo el personal
docente y no docente, por hacerme crecer tanto profesionalmente como personalmente. Por
ser mi otra familia estos 2 afos.

A lainstitucion de CONACyYT que me brindé apoyo econdémico los Gltimos 2 afios para seguir

desarrollandome como profesional de la salud.

A mis futuros proyectos y suefios porque todo lo que he hecho hasta el dia de hoy ha sido

dificil, pero sienta las bases para una vida personal y profesional, plenay feliz.



Tabla de Contenido

Seccion Pagina
LISTA DE TABLAS Y GRAFICOS..mvummrsrmrsssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssasssssassssasssssasess 6
LISTA DE FIGURAS.....o o csccssssssmsssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssasass
RESUMEN wosicmmsmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssassssssssssssssssses 9
ABSTRACT wtusssesmsmssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessasssssssessasssssssssssasssssssssssssssssssssssssns 10
1.- INTRODUGCCION.uuueruseessssseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssasssees 11
2.~ HIPOTESIS oovtuuuseeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 13
3.mOBUIETIVOS . ismsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssassssssssssasassssssssasassss 14
ODJEUIVO GENEIAL....ceeeeeeeeeereersseeeeessseseessssssessssesssssssesessssssssssss s s £ SRR RS AR SRS R AR RS0 14
O D JETIVOS ESPECITICOS. uuuumrereeesssssseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssessssss 14
4, ANTECEDENTES. ..cossismsesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssasassssaes 15
4.1 Enfermedades INfecCiosas BUCOUENTAIES........wreeemmreesmmmresssmsessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 15
4.2 NANO-PATTICUIAS 8 PIALA......oouereeeeeesseseresssssessesssssssessessssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessesssssssesssssssssnns 21
4.3 CUNCUIMEB LLONQB.tttu11rrrrrerrussseseeessssssssseessssssssesesssssssssesessssssssssssssssssssessssssssssessssssssssesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssessessssssnns 22
4.4 NaNOCOMPUESTOS ......vvurmrrsssssssssssssssssssssssssssssssssssaness 23
4.5 CitotoxiCidad de NANOCOMPUESTOS .....cceeuuussreessssssseseesssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssesssssssssnns 23
4.7 COIULOTIOS OFAIES....ccuurerrsmresssssessssesessssssesssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssss s sssssssassssssssessssssssssssassssssessessssssssssssssssnss 24
. IVIETODOS....oteeesssusssssessssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssassssee 25
5.1 Preparacion del Extracto de CUrcuma LONQA . smssssssssssnsssssnsssnsssssasssssssnsnsasasnsnsns 25
5.2 Biosintesis y caracterizacion de nanoparticulas de Plata (AgNPS) ccoesmsesssasens 25
5.3 Evaluacidn de actividad antimicrobiana de las Nanoparticulas AgNps-CL sobre
patdgenos orales de interés 0dONtOIOGICO. cuuumumsmsmsmsmsssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssassssssssas 26
5.4 Sintesis de COlULOrio BUCA ... resesesmssssesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssasassssssssasasnss 26
5.5 Actividad Antimicrobiana del Colutorio AGNP-CL ..smmsmsmsssssssssssssssssssssssns 27
5.6 Citotoxicidad del colutorio AgGNp-CL en cultivo Celular ....mmmmsmsnsssssaes 27
. RESULTADOS . ..cuisissmsmsmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 28
6.1 Biosintesis de Nanoparticulas de Plata con Extracto de Circuma como Agente
570 004 0] 28
6.2 Evaluacion de actividad antimicrobiana de las Nanoparticulas AgNps-CL sobre
patogenos orales de interés 0doNtOIAQICO. cummrmrmsmsmsmsssssnsssnsnsssnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsasssnses 30
6.3 Actividad Antimicrobiana del Colutorio AGNP-CL .cussmmsssmsssmsssssssssssssssssssasens 32
6.4 Citotoxicidad del colutorio AgNp-CL en cultivo celular ... 33
. DISCUSION..rrvevvusssseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssasssssssssssasssssssssssssssssssssssassssses 34
. CONCLUSION cvursrsssssrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssasssssssssssssssssssan 37

RESUMEN BIOGRAFICO .....couurersseessssessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssassssssss 44



LISTA DE TABLAS Y GRAFICOS

Graéficos Pagina
Gréfico 1: Actividad Antimicrobiana de AgNps-CL sobre patégenos Pag. 31
orales

Gréfico 2: Determinacion de CIM sobre patogenos orales Pag. 31
Gréfico 3: Actividad Antimicrobiana de AgNps-CL sobre Cultivo Mixto | Pag. 32
Grafico 4: Determinacion CIM de AgNps-CL sobre Cultivo Mixto Pag. 32

Gréfico 5: Viabilidad Celular: AgNp-CL

Pag. 33




LISTA DE FIGURAS

Figuras Pagina
Figura 1. Biosintesis de nanoparticulas de Plata con Extracto de Curcuma | Pag.28
Figura 2. Actividad antimicrobiana de AgNps-CL Pag.28
Figura 3. SEM: AgNps-CL- 20nm Figura Pag. 29
Figura 4. Espectro EDX: AgNps-CL Pag. 30

NOMENCLATURA




Ag

Plata

AgNO3 Nitrato de Plata
AgNp Nanoparticula de Plata
AgNp-CL Colutorio de Nanoparticulas de Plata y Extracto de Carcuma
C.Longa Cdrcuma Longa
S.mutans Estreptococos mutans
S.gordonii Estreptococos gordonii
S. sobrinus Estreptococos
sobrinus
C. albicans Candida albicans
E. faecalis Enterococos faecalis
E. coli Eschericha
coli
CHX .12% Clorhexidina al .12%
SEM Scaning Electron Microscope
EDX Energy Dispersive X-Ray
CIM Concentracion Minima Inhibitoria
SARS-CoV-2 | Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2




TESISTA: José Roberto De la Garza Gonzalez

DIRECTOR DE TESIS: Dra. Rosa Isela Sanchez Najera

CODIRECTOR DE TESIS: Dra. Maria Argelia Akemi Nakagoshi Cepeda
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

DESARROLLO Y EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y
CITOTOXICA DE UN COLUTORIO BASADO EN NANOPARTICULAS DE
PLATA BIOSINTETIZADA CON EXTRACTO DE Curcuma Longa

RESUMEN

INTRODUCCION: Las enfermedades bucodentales se encuentran presentes en la mayoria
de la poblacién mundial, teniendo de mas alta prevalencia a la caries y la enfermedad
periodontal, entre otras derivadas de microorganismos orales. La nanotecnologia ha
constituido un cambio fundamental en varios aspectos bioldgicos, entre ellos, la medicina.
Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han sido utilizadas con proposito médico para
potencializar la actividad antimicrobiana de materiales dentales. Curcuma longa es una
especie de planta utilizada en paises tropicos asiaticos a la que se le atribuye actividad
bioldgica antioxidante y antimicrobiana. Sin embargo, se desconoce el potencial
antimicrobiano de la combinacion de estos agentes sobre patdégenos orales. OBJETIVO:
Evaluar la actividadad antimicrobiana de un colutorio con AgNPs biosintetizadas con
extracto de Curcuma longa (AgNPs-CL). METODOLOGIA: Se sintetizaron AgNPs a partir
de la reduccién de nitrato de plata con extracto acuoso de Curcuma longa. Se evaluo la
presencia de AgNPs y se caracterizaron por medio de un analisis de SEM y espectros EDX.
Posteriormente, se evalud la actividad antimicrobiana mediante difusion en disco con los
microorganismos: S. mutans, S. gordonii, S. sobrinus, C. albicans, E. faecalis y E. coli
individualmente. Posteriormente, se determind la CIM en una placa de 96 pozos y se
cuantifico la absorbancia a una longitud de onda de 600nm. Después, en un cultivo mixto de
todos los microorganismos mencionados, se evalud la efectividad antimicrobiana del
colutorio con principio activo de AgNPs-CL. RESULTADOS: Se obtuvieron AgNPs con
un tamafio promedio de 20nm. Al evaluar la actividad antimicrobiana de AgNPs-CL, sé
encontraron halos de inhibicion con un tamario aproximado de 13.3 mm comparado con los
controles negativos (p<0.001). La CIM del colutorio de AgNPs-CL fue de 300ug/mL.
CONCLUSION: El colutorio con principio activo de AgNPs-CL, constituye efectividad
antimicrobiana contra microorganismos patogenos orales.
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DEVELOPEMENT AND EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND
CYTOTOXICITY OF AN ORAL MOUTHWASH BASED ON SILVER
NANOPARTICLES BIOSINTHESIZED WITH A Curcuma Longa EXTRACT

ABSTRACT

INTRODUCTION: Oral diseases are present in the majority of the world population, with
the highest prevalence being caries and periodontal disease, among others derived from oral
microorganisms. Nanotechnology has constituted a fundamental change in several biological
aspects, including medicine. Silver nanoparticles (AgNPs) have been used for medical
purposes to enhance the antimicrobial activity of dental materials. Curcuma longa is a species
of plant used in tropical Asian countries to which antioxidant and antimicrobial biological
activity is attributed. However, the antimicrobial potential of the combination of these agents
on oral pathogens is unknown. OBJECTIVE: To evaluate the antimicrobial activity of a
mouthwash with AgNPs biosynthesized with Curcuma longa extract (AgNPs-CL).
METHODOLOGY: AgNPs were synthesized from the reduction of silver nitrate with
aqueous extract of Curcuma longa. The presence of AgNPs was evaluated and they were
characterized by means of SEM analysis and EDX spectra. Subsequently, the antimicrobial
activity was evaluated by disk diffusion with the microorganisms: S. mutans, S. gordonii, S.
sobrinus, C. albicans, E. faecalis and E. coli individually. Subsequently, the MIC was
determined in a 96-well plate and the absorbance at a wavelength of 600nm was quantified.
Then, in a mixed culture of all the aforementioned microorganisms, the antimicrobial
effectiveness of the mouthwash with the active ingredient of AgNPs-CL was evaluated.
RESULTS: AgNPs with an average size of 20nm were obtained. When evaluating the
antimicrobial activity of AgNPs-CL, inhibition halos with an approximate size of 13.3 mm
were found compared to negative controls (p<0.001). The MIC of the AgNPs-CL mouthwash
was 300ug/mL. CONCLUSION: The mouthwash with the active ingredient of AgNPs-CL
constitutes antimicrobial effectiveness against oral pathogenic microorganisms.
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1.- INTRODUCCION

La salud bucodental se define como la ausencia de cualquier dolor orofacial derivado de
cancer, infecciones, enfermedades periodontales, caries, pérdida de dientes u otros trastornos
que limiten a la persona en cuestion de su bienestar psicosocial. Las enfermedades
bucodentales se encuentran presentes en la mayoria de la poblaciéon mundial teniendo
enfermedades infecciosas oportunistas como la caries, la enfermedad periodontal, moniliasis
bucal entre otros. En muchas ocasiones estas patologias representan un alto riesgo para
pacientes sistémicamente comprometidos por lo que es de suma importancia brindar la
atencion que ameritan.

La cavidad oral humana recolecta alrededor de 700 especies de microrganismos incluyendo
bacterias, arqueas, hongos y virus. Por lo consiguiente estos microorganismos tienden a
formar parte de una arquitectura compleja llamada Biopélicula definida como un tapiz o
ecosistema conformada por diversas bacterias que recubren superficies de una cavidad.

La caries y la enfermedad periodontal son de las principales enfermedades bucodentales
presentes en la mayoria de la poblacién mundial provocando. Aunado a estas enfermedades
los hongos oportunistas han escalonado a posicionarse dentro de las enfermedades que
tienden un alto indice de mortalidad, particularmente en personas que tienen alguna
comorbilidad o que son sometidas a tratamientos inmunosupresivos.

Los métodos para prevencion de estas enfermedades van desde el uso correcto de productos
dentales tales como cepillos, hilo dental y colutorios. Con la finalidad de que mantener y
controlar la actividad de la microflora de la cavidad oral. Los cepillos e hilo dental son
barreras fisicas que nos auxilian en la higiene oral y los colutorios son considerados barreras
fisico-quimicas sin embargo la evolucién de los ecosistemas bacterianos se encuentra en
constante evolucidn y cada vez los colutorios actuales son menos efectivos.

La nanotecnologia es considerada como la manipulacién de la materia a escala nanometrica,
esto hace que larelacién superficie- volumen se aumente teniendo mayor actividad biologica.
Podemos observar que las aplicaciones de la nanotecnologia son diversas y en la odontologia
no esta ausente. Dentro de a amplia gama de elementos quimicos, la Plata (Ag+) es
considerado un mineral con funciones biolégicamente especificas, ha sido empleado en
diversos productos con la finalidad de observar un potencializacion de la funcién del

producto.Las nanoparticulas activas de cualquier elemento encontrado en la naturaleza nos
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brindan la posibilidad de alcanzar a realizar cambios a niveles microscopicos en cuestion de
la salud.

Por lo mencionado con anterioridad se plantear el siguiente cuestionamiento ¢Podra un
colutorio a base de nano particulas de Plata en combinacién con Extracto de Cldrcuma tener
actividad antimicrobiana contra patdégenos orales?

La importancia y finalidad de realizar esté experimento es la revision de nuevas alternativas
para el cuidado de la cavidad oral y la prevencion de enfermedades bucodentales.

Teniendo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana de este nuevo colutorio y su
potencial para prevenir enfermedades orales.

El experimento se llevd a cabo primeramente mediante la sintesis de nanoparticulas de plata
utilizando una biosintesis con un extracto de C. Longa. Obteniendo la solucion con
concentracion de nanoparticulas de plata, se realizaron cultivos bacterianos de 6 patdgenos
orales colocando en los mismos cultivos clorhexidina al .12% como control positivo, H20
como control negativo y nuestras las AgNp-CL con extracto de curcuma en pozos de 50um
dejando inocular por 24 horas. Posterior a las 24 horas se observan y se miden los halos de
inhibicién por cultivo bacteriano tomando un promedio de inhibicion. Posteriormente se
realiza una evaluacion de CMI (Concentracién Minima Inhibitoria) en una placa de 96 pozos
en un lector de placas Elisa (Biotech) a una longitud de onda de 600nm evaluando el nivel
de absorbancia a diversas concentraciones de AgNp-CL sobre los diferentes patdgenos.
Finalmente se realiz6 un cultivo mixto de los patdgenos orales y se evaluaron los halos de
inhibicion con las AgNp-Cl, clorhexidina al .12% y H2O.

Se pudo demostrar la actividad antimicrobiana de las AgNp-CL ante los diversos patégenos

orales.
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2.- HIPOTESIS

La solucidn antiséptica hecha a base de Nano-particulas de Plata (Ag-NPs) con Extracto de

Curcuma Longa tiene actividad antimicrobiana en contra de patdgenos orales.
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3.-OBJETIVOS

Objetivo General

e Evaluar la actividad antimicrobiana del colutorio basado en AgNPs biozintetizadas

con extracto de Curcuma longa sobre patdgenos orales.

Objetivos Especificos

Biosintetizar y caracterizar AgNPs biozintetizadas con extracto de Curcuma
longa.

Desarrollar un colutorio oral con AgNPs biozintetizadas con extracto de
Curcuma longa. Establecer la actividad antimicrobiana y antibiofilm del
colutorio sobre el crecimiento microbiano de, S. mutans, S. gordonii, S.
sobrinus, C. albicans, E. faecalis y E. coli.

Establecer la actividad antimicrobiana y antibiofilm del colutorio sobre el
crecimiento microbiano mixto de, S. mutans, S. gordonii, S. sobrinus, C.
albicans, E. faecalis y E. coli.

Evaluar la citotoxicidad de AgNPs biozintetizadas con extracto de Curcuma

longa sobre células epiteliales.



15

4. ANTECEDENTES

4.1 Enfermedades Infecciosas Bucodentales

Las enfermedades infecciosas como la caries, la enfermedad periodontal, infecciones
endodonticas son altamente prevalentes en el mundo y las consecuencias que representan en
la sociedad y su calidad de vida una necesidad para realizar tratamientos que beneficien y
resuelvan los problemas de los pacientes (Qi et al., 2020).

La apreciacién de la naturaleza mostrando compleja estructuras de las biopeliculas orales se
destacd hace décadas por el trabajo de Listgarten y sus colaboradores que describieron la
arquitectura de las biopeliculas mediante microscopia éptica y electronica en coronas de
resina epoxica y dientes extraidos (Zijnge et al., 2010).

Pacientes sistémicamente comprometidos tienden a resaltar enfermedades infecciosas
bucodentales debido a su pobre sistema inmunitario. La cavidad oral parece ser un sitio de
patogénesis del VIH y un reservorio potencial para la enfermedad, ya que las formas de ARN
y ADN del VIH estan presentes en la saliva, asi como en el liquido crevicular gingival, y las
células epiteliales orales son susceptibles a la infeccion por VIH libre de células o asociada
a células (Gonzélez et al., 2009).

La placa dental es una especie de biopelicula que se acumula en las superficies de los dientes.
Se podria clasificar en dos categorias segin la ubicacion: placa dental supragingival por
encima del margen gingival y placa subgingival por debajo del margen gingival (He et al.,
2014).

Por tanto, la microbiota asociada a un estado saludable se considera méas generalista, mientras
que la microbiota asociada a la enfermedad esta influenciada por microorganismos especiales
que poseen funciones metabdlicas y un potencial de virulencia elevado que estan en gran
parte ausentes en la salud (Lamont et al., 2018).

Las infecciones bacterianas de la cavidad oral son cada vez mas comunes en todo el mundo.
Generalmente se deben a los siguientes factores: resistencia debilitada del huésped que
resulta en un crecimiento excesivo de microorganismos; adultos mayores con enfermedades

sistémicas; uso de medicamentos inmunosupresores; mantenimiento deficiente de la higiene
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oral con deficiencias nutricionales; traumatismos mecanicos o ulceraciones que conducen a
infecciones mucosas secundarias (Gondivkar et al.,2018).

El impacto general de la COVID-19 en la salud bucodental parece ser multidireccional,
relacionado con el sistema inmunitario y muy probablemente indirecto, actuando a través de
varias vias, lo que refleja la naturaleza patolégica de la invasion de las vias respiratorias del
coronavirus a través de las membranas mucosas (Dziedzic A. et Wojtyczka R. 2021)

El SARS-CoV-2, que revela sus ciertas habilidades neurotrépicas y mucotropicas, puede
afectar potencialmente el funcionamiento de las glandulas salivales, las sensaciones del
gusto/olfato y la integridad de la mucosa oral, interfiriendo con el entorno oral dinamico y
ejerciendo influencia en el equilibrio de la microbiota (Lovato de Filippis et Marioni 2020;
Sabino-Silva J. et Siqueira, 2020).

4.1.1 Caries Dental

La Caries Dental definida por la Organizaciéon Mundial de la Salud como un proceso
localizado de origen multifactorial que se inicia después de la erupcién dentaria,
determinando el reblandecimiento del tejido duro del diente y que evoluciona hasta la
formacion de una cavidad. Se estima que alrededor de 2.3 billones de personas en el mundo
sufren de esta enfermedad piezas permanentes y 500 millones de nifios sufren de caries
temprana de la infancia (W.H.O., 1987; Petersen PE. 2008; Qi et al., 2020).

Es una enfermedad dinamica, prevenible, reversible, compleja y multifactorial mediada por
biopeliculas que involucra una serie de desmineralizacién/neutralidad/remineralizacion del
tejido duro dental en la denticion primaria y permanente (Dayo et al. 2021)

La actividad de caries es un concepto que refleja el balance mineral, en términos de pérdida
neta de mineral, ganancia neta de mineral o estasis a lo largo del tiempo. La caries activa
implica el inicio y progresién de la caries; caries inactiva implica detencion y regresion de
caries (Thylstrup et al., 1994).

Por lo tanto, la necesidad de restaurar el dafio causado por esta enfermedad y otras patologias
que afectan a los 6rganos dentarios, como el bruxismo, radica en los odontélogos y en los
materiales restaurativos que han ido evolucionando conforme a los afios, siendo mas

resistentes, accesibles y estéticos. (G.B.D., 2017)
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La caries dental es una enfermedad compleja. Durante las Ultimas décadas, se han
desarrollado varios criterios de medicion para identificar la presencia de caries dental. Sin
embargo, a medida que avanzo la comprension de la caries dental, los sistemas de criterios
clinicos se mantuvieron enfocados en la evaluacion del proceso de la enfermedad en una sola
etapa. (Ismail et al., 2007)

La caries dental en los nifios es una enfermedad importante que puede ser muy preocupante
si no se atiende. Los médicos pueden jugar un papel importante en la prevencién de su inicio,
identificacion temprana y limitacion de las secuelas progresivas de la caries dental en los
nifios (Mathur et Dhilon, 2018)

Las especies bacterianas aciddgenas-aciduricas méas relevantes conocidas hasta la fecha son
Streptococcus mutans, bifidobacterias y lactobacilos. Mientras que los estreptococos mutans
son iniciadores, las bifidobacterias y los lactobacilos son mas potenciadores de la progresion.
Los impulsores de la actividad microbiana son condiciones ambientales especificas, como la
presencia de azUcares dietéticos fermentables y la ausencia de oxigeno (Conrads et About,
2018)

Los especialistas dentales deben estar capacitados para evaluar el riesgo de caries dental de
un paciente para que se puedan emplear estrategias preventivas efectivas y minimamente
invasivas para abordar la etiologia de la caries dental. Las estrategias de evaluacion validadas,
como el modelo de evaluacion del riesgo de caries, permiten a los especialistas dentales
implementar un enfoque sisteméatico y basado en la evidencia para evaluar y registrar
astutamente los cambios en el estado de riesgo de caries de los pacientes en un esfuerzo por
prevenir la enfermedad (Gannam et al., 2018)

Que el desarrollo de la caries dental sea progresivo, estatico o inverso depende de un
equilibrio entre la desmineralizacion y la remineralizacion. Por lo tanto, cualquier factor que
pueda empujar este equilibrio hacia el proceso de remineralizacién puede ser utilizado como
arma en la batalla contra la caries dental (Chen et Wang, 2010)

Ademas de las rutinas establecidas de cepillado de dientes regular con productos de fluoruro,
existe la oportunidad de tecnologias adicionales, basadas en principios ecoldgicos, para
abordar y modificar la biopelicula oral. Los métodos para reducir la ingesta de azucar en la

dieta, ralentizar el metabolismo de la placa y apoyar las funciones de la saliva deben
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desarrollarse e investigarse mas en términos de eficacia, cumplimiento y rentabilidad
(Twetman S., 2018).

4.1.2 Abscesos Orales y Periapicales

Las causas de las lesiones periapicales son diferentes lo que involucra inmunolégicas,
idiopaticas, etc., por lo que todas las lesiones periapicales pueden actuar de forma especifica
en la evolucion de la inflamacién (Syed et al., 2020).

Un absceso consiste en una acumulacion de pus en una cavidad formada por licuefaccion de
tejido. Los términos absceso dental, absceso dentoalveolar y absceso odontogénico se
utilizan a menudo como sinénimos para describir los abscesos formados en los tejidos
alrededor del diente. La causa puede ser una infeccion endoddntica como absceso apical
agudo o una infeccion periodontal como absceso periodontal y pericoronitis (Siquera et al.,
2013).

La evaluacion dental temprana y la derivacion de pacientes con fiebre persistente (incluso
sin sintomas orales) a un dentista desempefian un papel fundamental en la prevencion de
pruebas diagndsticas adicionales y procedimientos invasivos innecesarios, que consumen
mucho tiempo y son costosos. Una simple radiografia panoramica dentaria puede ser
suficiente para establecer el diagnostico. (Arslan et al., 2016)

La presencia de diferentes bacterias orales grampositivas y gramnegativas en el torrente
sanguineo puede inducir citoquinas interlucina-1 (IL-1 ), factor de necrosis tumoral (TNF-
o) y metaloproteinasas (MMP), lo que lleva a una respuesta aguda desregulada y en algunos
casos conduce a sepsis, una complicacion comin que pone en peligro la vida cuando el
sistema inmunitario del cuerpo responde a una infeccion y lesiona sus propios tejidos y
6rganos (Hassan et al., 2021)

Ca (OH)2 es el medicamento intracanal preferido para la desinfeccion de patdgenos
endoddnticos para ambas denticiones porque posee actividad antibacteriana de amplio
espectro, mejor estabilidad durante largos periodos, buena biocompatibilidad y puede
disolver restos de tejido necrético y bacterias y sus subproductos. Sin embargo, se encuentra
que el Ca(OH)2 no es efectivo contra Enterococcus faecalis y Candida albicans. Alternativa
al Ca(OH)2 , la pasta antibidtica triple que consiste en una mezcla de ciprofloxacina,

metronidazol y minociclina se ha recomendado como medicamento intraconducto, y se ha
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encontrado que tiene una actividad antimicrobiana excepcional que incluye E. faecalis y C.
albicans (Bashar et al., 2019)

Se inform6 una mayor prevalencia de abscesos periapicales en pacientes diabéticos en
comparacion con la demas poblacion hospitalaria. Por lo que, se debe administrar un
tratamiento dental integral a los pacientes diabéticos para maximizar el control glucémico y
disminuir las enfermedades bucodentales presentadas como consecuencia del estado

sistémico del paciente (Saleh et al., 2020)

4.1.3 Enfermedad Periodontal

La enfermedad periodontal es un trastorno inflamatorio crénico multifactorial que puede
provocar, si no se trata, un dafio irreversible de los tejidos de soporte (ligamento periodontal,
cemento y hueso alveolar) que rodean los dientes propiciando la pérdida de los mismos. Es
importante destacar que estudios recientes han demostrado claramente que estos efectos no
solo se limitan a la cavidad bucal, sino que pueden afectar la salud general de un individuo.
De hecho, los patogenos periodontales pueden destruir el epitelio de la bolsa periodontal
permitiendo asi la entrada de endotoxinas y exotoxinas nocivas en el torrente sanguineo. Este
proceso conduce a la diseminacion bacteriana y a la infeccion sistémica, con el consiguiente
aumento de la respuesta inflamatoria. Por ejemplo, se han detectado patdgenos periodontales
en tejidos y organos dispares del sistema cardiovascular, incluido tejido cardiaco humano,
fluidos pericardicos, valvulas cardiacas y lesiones ateroscleréticas. (Liccardo et al., 2019)

Aunque el tratamiento periodontal, como el raspado y alisado radicular, puede retrasar la
progresion de la enfermedad periodontal al eliminar la placa en la raiz de los dientes y reducir
la inflamacidn, una vez que se ha producido la pérdida de tejido y hueso, esta es permanente.
En los Estados Unidos, las encuestas nacionales de salud han informado de una alta
prevalencia de periodontitis sobre la base de exdmenes de salud bucal; se estima que la
prevalencia de periodontitis en adultos mayores de 30 afios es de alrededor del 47% y
aumenta al 70% en personas de 65 afios 0 mas. Los factores de riesgo de enfermedad
periodontal incluyen raza, sexo, ingresos, educacion y tabaquismo. (Michaud et al., 2017)

La enfermedad periodontal y las enfermedades cardiovasculares son problemas de salud
importantes. Ambas enfermedades son de naturaleza multifactorial y comparten un

importante nimero de factores de riesgo. La inflamacion juega un papel importante en el
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desarrollo de la enfermedad cardiovascular, y la enfermedad periodontal estd asociada con
un estado inflamatorio sistémico y patgenos orales (Carrizales et al., 2018)

La susceptibilidad a la periodontitis y la destruccion tisular resultante esta mediada por la
respuesta del huésped a las bacterias, y el exceso de inflamacién no controlada, pero hay
pocos estudios longitudinales que demuestren que la inflamacion predice la progresion de la
enfermedad y alin menos que la disbiosis ocurre después del inicio de la enfermedad (Curtis
et al., 2020).

4.1.4 Monoliasis Oral

Candida albicans es el hongo patégeno humano méas comun que causa enfermedades que van
desde la mucosa superficial encontrada en el tracto gastrointestinal, cavidad oral (Gleiznys
et al., 2015) y mucosa vaginal hasta infecciones sistémicas potencialmente mortales (Tong
et Tang, 2017; Lohse et al., 2018; Naglik et al., 2017).

Este patdgeno oportunista es parte de la microflora humana comensal que coloniza
asintomaticamente muchas areas del cuerpo humano donde su proliferacién esta controlada
por el sistema inmunologico del huésped (Gulati et Nobile, 2016; Tsui et al., 2016).

Los hongos patégenos oportunistas han surgido como una de las principales causas de
mortalidad humana, particularmente en personas con problemas de salud subyacentes o que
se someten a tratamientos inmunosupresores, con mortalidades atribuibles estimadas en 1,5
millones por afio. (Revie et al., 2018)

Algunos de los métodos diagndstico de las infecciones por candida albicans incluyen la
utilizacion de un hisopado oral de la lesion para ser cultivada en un medio selectivo, por
ejemplo, agar de Sabouroud y se incuba aproximadamente 48 horas. El otro método
confirmante se realizard mediante la valoracién clinica en combinacion con hisopado de la
lesion, confirmando el diagnéstico de candidiasis oral. (Farah et al.,2010)

Las diversas formas de candidiasis oral son extraordinariamente frecuentes. A veces, el
régimen terapéutico consiste en la simple interrupcion del agente predisponente. Pero,
lamentablemente, los cofactores predisponentes, como la hipofuncién de las glandulas
salivales, las dentaduras postizas, los medicamentos, etc., son inherentemente duraderos e
inmutables. (Hellstein et al., 2019)



21

4.2 Nano-particulas de Plata

Las nanoparticulas de plata (AgNP) se utilizan cada vez més en varios campos, incluidos los
fines médicos, alimentarios, sanitarios, de consumo e industriales, debido a sus propiedades
fisicas y quimicas Unicas. Estos incluyen propiedades dpticas, eléctricas y térmicas, de alta
conductividad eléctrica y bioldgicas. Debido a su alta capacidad las nano-particulas han sido
utilizadas en diversos campos o para la creacion de productos como agentes antibacterianos,
en la industria, en el hogar, productos de salud personal entre otros (Zhang et al., 2016).
Descubrimientos actuales demuestran que las nano-particulas de plata (AgNPs) al ser
sintetizadas presentan diversidad en cuanto a su morfologia, tamario, distribucion y
propiedades de superficie, las cuales, pueden ser modificadas mediante diferentes procesos
de sintesis de las nano-particulas (Lee et al., 2019).

La incorporacion de nanoparticulas de plata en materiales dentales puede mejorar las
caracteristicas mecanicas y las propiedades antibacterianas de los materiales dentales.
Aunque el mecanismo de los efectos antibacterianos de las nanoparticulas de plata ain no se
comprende completamente, muchos investigadores creen que las nanoparticulas de plata
pueden liberar continuamente iones de plata para matar microorganismos. Se esta
desarrollando un nimero cada vez mayor de materiales dentales con nanoparticulas de plata
para el tratamiento protésico, restaurador, endoddntico, ortoddncico, periodontal e
implantoldgico (Yin et al., 2020).

Las AgNP son muy diversas en tamafio, forma y quimica de superficie, por lo que la
comprension integral de coémo estos factores estructurales afectan sus actividades
antibacterianas ayudard a ampliar ain mas sus aplicaciones biomédicas (Tang et Zheng,
2018)

La sintesis verde de nanoparticulas esta emergiendo progresivamente como una rama clave
de la nanotecnologia donde las nanoparticulas se producen con la ayuda de entidades
bioldgicas como microorganismos, extractos de plantas o biomasa vegetal y podrian ser un
sustituto de los métodos quimicos y fisicos de una manera ecoldgica (Mathur et al., 2018)
Los resultados de los enfoques basados en la sintesis verde de las nanopaticulas de plata se
compararon con los procedimientos quimicos y los datos obtenidos se examinan mediante

varios analisis, incluida la espectroscopia UV-visible, el microscopio electrénico de barrido
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(SEM), la espectroscopia de rayos X de dispersion de energia (EDX), el microscopio
electrdnico de transmision (TEM), microscopia de fuerza atdmica (AFM) y espectroscopia
infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) (Mousavi et al., 2018)

La biosintesis de nanoparticulas a partir de plantas emerge como nanofabricas ya que ofrecen
métodos no tdxicos, limpios y ecoldgicos con diversas propiedades fisicoquimicas. De todas
las nanoparticulas, las nanoparticulas de plata ganan especial atencion debido a sus diversas
aplicaciones terapéuticas y ambientales (Al-Otibi et al.2020, Roy A., 2021)

La capacidad antimicrobiana de las AgNP cubre bacterias Gram-negativas y Gram-positivas,
incluidas cepas multirresistentes. Los AgNP exhiben mecanismos de accion multiples y
simultaneos y en combinacidn con agentes antibacterianos como compuestos organicos o
antibidticos, ha mostrado un efecto sinérgico contra bacterias patdgenas como Escherichia
coli y Staphylococcus aureus (Bruna et al., 2021)

Es necesario estudiar la sintesis verde de nanoparticulas de plata en cuanto a sus propiedades
antimicrobianas. Los mecanismos de las nanoparticulas de plata antimicrobianas demuestran
su eficacia frente a bacterias grampositivas, bacterias gramnegativas, hongos, virus y
parasitos. Sin embargo, se necesita atencion con la aparicién de resistencia a estos
antimicrobianos (Backx et al., 2021)

La eficacia antibacteriana de las Ag NP sintetizadas se evalud frente a cepas bacterianas
patdgenas humanas. Comparado con otros metodos fisicos y quimicos, el presente método
es rentable y ambientalmente benigno usando bacterias no patdgenas (Sable et al., 2020)

La formulaciéon se utilizara como un apdsito intracanal aprovechando las propiedades
antimicrobianas de las AgNP, que son cruciales para prevenir infecciones y reinfecciones
bacterianas que pueden comprometer los tratamientos de endodoncia. En la sintesis verde, se
empleo nitrato de plata como sal precursora, maltosa como agente reductor y gelatina como

agente estabilizante (Bruniera et al., 2020)

4.3 Carcuma Longa

Cdrcuma por su nombre comin derivado del rizoma de la planta de Curcuma Longa
perteneciente a la familia jengibre de Zingiberaceae, especie comunmente utilizada en la

India proveniente de paises tropicos asiaticos, australianos y suramericanos. Se le atribuye
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diversas funciones biolégicas como actividades farmacoldgicas, antioxidantes vy
antimicrobianas (Jurenka J.S., 2009).

Autores han constatado que la curcumina se une directamente al TNF, bloqueando tanto su
sintesis como su actividad, lo que convierte a esta sustancia en un factor importante en la
prevencion y el tratamiento de muchas enfermedades de la civilizacion como la Diabetes
Mellitus, cancer y trastornos del sistema esquelético (Karlowicz-Bodalska et al., 2017).

Las especies de curcuma se utilizan con fines medicinales en Bangladesh, Malasia, India,
Nepal y Tailandia para tratar neumonia, molestias bronquiales, leucorrea, diarrea, disenteria,
heridas o abscesos infecciosos y picaduras de insectos (Dosoky et al., 2018)

Se sabe recientemente que la C. Longa tiene efectos antioxidantes, antiinflamatorios,
anticancerigenos y, gracias a estos efectos, tiene un papel importante en la prevencion vy el
tratamiento de diversas enfermedades que van, en particular, desde el cancer hasta
enfermedades autoinmunes, neurologicas, cardiovasculares y diabéticas (Kocaadam et
Saliner., 2017)

4.4 Nanocompuestos

El campo de la nanomedicina engloba la utilizacion de nanoparticulas con fines diagndsticos
y terapéuticos. En general, las nanoparticulas se utilizan como vehiculos de administracion
para agentes terapéuticos y de formacion de imagenes, p. moléculas pequefias, proteinas,
péptidos y acidos nucleicos. (Wolfram et al., 2015)

Los nanomateriales generalmente se refieren a particulas solidas diminutas con un diametro
de 1 a 100 nm, prometedores en las terapias antibacterianas debido a sus propiedades
fisicoquimicas unicas y mejoradas. Las nanoparticulas (NP) pueden proporcionar una nueva
estrategia para tratar y prevenir las infecciones dentales mediante la combinacion de
polimeros sobre las superficies de biomateriales. (Song et Shaohua, 2019)

La nano odontologia atrae a los pacientes hacia la odontologia, ya que sera rentable, ahorrara

tiempo y evitara que el paciente sufra un trauma mental. (Priyardasini et al., 2017)

4.5 Citotoxicidad de Nanocompuestos
Las pruebas de citotoxicidad son una parte obligatoria de los dispositivos en contacto con

tejidos vivos. (Vatani, 2020)
La evidencia sugiere que es probable que los fibroblastos de personas mayores sean mas

sensibles a los efectos adversos, ya que la fragilidad relacionada con la edad puede influir en
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la senescencia celular, la pérdida de estructuras teloméricas, la actividad mitocondrial, la
produccion de especies reactivas de oxigeno y la capacidad de reparacion del ADN. (Soares
etal., 2018)

4.6 Clorhexidina

La clorhexidina (CHX) es una bis-biguanida con efectos bacteriostaticos y bactericidas
documentados, tanto en bacterias Gram positivas como negativas, hongos y algunos virus
lipofilicos. La clorhexidina se une a la mucosa oral de la que se libera lentamente,
prolongando su efecto antibacteriano (Haydari et al., 2017)

La clorhexidina es un agente antimicrobiano que se usa comunmente en la preparacion
preoperatoria de la piel para prevenir infecciones posoperatorias, la prevencion de la placa
dental y la prevencion de la neumonia asociada al ventilador (Huang et Huang, 2021)

CHX tiene diferentes efectos sobre bacterias, virus y hongos, y el potencial de tener mas

beneficio clinico con algunas enfermedades bucales que con otras (Brookes et al., 2020)

4.7 Colutorios Orales

Los colutorios o enjuagues bucales han sido de mucha ayuda durante los afios para combatir
y reducir microorganismos presentes en la cavidad oral. Estos pueden ser usados antes,
durante o después de alguna sesion operatoria dentro del consultorio dental y en la mayoria
de los casos en la propia residencia del paciente.

Debido a la complejidad del ambiente microbiano de la cavidad oral y los posibles efectos
secundarios que los compuestos activos pueden llegar a tener en la boca del paciente. Siempre

sera recomendado la supervision de un profesional de salud oral. (Ardizzoni et al., 2018)
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5. METODOS

5.1 Preparacion del Extracto de Cdrcuma Longa

Polvo de Carcuma Longa fue adquirida en el mercado local de la ciudad. Para la produccion del
extracto, se afiadio 1g de C. Longa en un tubo de centrifuga de 15mL con 10mL de agua destilada
y mezclar por 4 horas a temperatura ambiente. Se deja reposar por 24 horas esperando que haya

una sedimentacion de los componentes.

5.2 Biosintesis y caracterizacion de nanoparticulas de Plata (AgNPs)

Para la elaboracién de la Sintesis de AgNPs fueron necesarios los siguientes reactivos:
Nitrato de Plata (AgNOs), Extracto de C. Longa (Agente reductor).

Una vez obtenido el Extracto de C.Longa se afiadieron sales de Nitrato de Plata a diferentes

concentraciones en 4 diferentes tubos de ensayo ( 1 x 10 ~3M) y se mezclé rigurosamente a

temperatura ambiente dejando reposar por 24 horas.

Las Nanoparticulas de Plata fueron gradualmente obtenidas durante el periodo de incubacion. Se
mantuvo en un ambiente oscuro para evitar cualquier reaccion fotoquimica. Se elaboraron 4
diferentes ensayos con la finalidad de observar algiin cambio en cuanto a concentraciones de

clrcuma:

1. .08g de sales de nitrato de plata (AgNOs3) a 5SmL de Exctracto de Carcuma y 10mL de
agua destilada.

2. .08g de sales de nitrato de plata (AgNOs) a 10mL de Exctracto de Cdrcuma y 5mL de
agua destilada.

3. 1g de sales de nitrato de plata (AgNOs) a 10mL de Exctracto de Carcumay 5mL de agua
destilada.

4. Se filtro el tercer ensayo mediante un filtro PTFE-B .22um.

Una vez obtenidas las AgNPs se recolectard informacion sobre la forma, tamafio y distribucion
de las nanoestructuras mediante Microscopia Electronica de Barrido (SEM; FEI Tecnai G2 Twin,
Hillsboro, OR; 160 kV accelerating voltage) y espectro EDX para evaluar la composicion

quimica.
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5.3 Evaluacién de actividad antimicrobiana de las Nanoparticulas AgNps-CL sobre
patdgenos orales de interés odontoldgico.

Para la valoracion de la actividad antimicrobiana del colutorio a base de AgNp-CL sobre un
crecimiento bacteriano de S. mutans, S. gordonii, S. sobrinus, C. albicans, E. faecalis y E. coli
individualmente se determiné por prueba de difusion de agar de Kirby y Bauer. Se cultivaron los
microorganismos antes mencionados en agar de tripticaseina de soya a 37°C, por 24 horas en

condiciones aerébicas con inéculos estandar.

Se esparcieron 100 pL de cada cultivo de S. mutans, S. gordonii, S. sobrinus, C. albicans, E.
faecalis y E. coli usando una torunda de algodon estéril. Después se hicieron pozos con anillo de
poliestireno de 5mm de didametro previamente esterilizados sobre la superficie de agar. Se

colocaron 50 uL en 3 pozos independientes:

1. AgNp-CL en Colutorio
2. Agua (control negativo)

3. Clorhexidina al .12% (control positivo)
Se midieron los halos inhibitorios con vernier posterior a la incubacién a 37°C por 24 horas.

Posteriormente se realizd cuantificd el nivel de absorbancia mediante un ensayo MIC a una
longitud de onda de 570nm utilizando un lector de absorbancia de microplacas (Biotek,
Winooski, VT). Evaluando la concentracion minima inhibitoria de AQNP-CL sobre los patdgenos

orales antes mencionados.

5.4 Sintesis de Colutorio Bucal

Para la siguiente formulacion se pesaron y midieron los siguientes ingredientes. Se mezclaron
350 mililitros de Agua destilada como solvente, afiadiendo 150 mililitros de Glicerina y 6
mililitros de CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio) en un agitador por 10 minutos
agregando paulatinamente 15mL de las Nanoparticulas de plata (AgNp-CL). Obteniendo un
volumen aproximado de 520mL. Se dejo reposar en un frasco de vidrio estéril por 24 horas. Para

Posteriormente realizar pruebas antimicrobianas y viabilidad celular.
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5.5 Actividad Antimicrobiana del Colutorio AgNp-CL

Para la valoracion de la actividad antimicrobiana del colutorio AgNp-Cu sobre un crecimiento
bacteriano de S. mutans, S. gordonii, S. sobrinus, C. albicans, E. faecalis y E. coli en un cultivo
mixto, se determinG por prueba de difusién de agar de Kirby y Bauer. Se cultivaron los
microorganismos antes mencionados en agar de tripticaseina de soya a 37°C, por 24 horas en

condiciones aerébicas con inéculos estandar.

Se esparcieron 100 pL del cultivo mixto utilizando un asa bacteriolégica, en el agar se hicieron
pozos con anillo de poliestireno de 5mm de diametro previamente esterilizados sobre la superficie

de agar. Se colocaron 50 pL en 3 pozos independientes:

1. AgNp-CL en Colutorio
2. Agua (control negativo)

3. Clorhexidina al .12% (control positivo)

Se midieron los halos inhibitorios con vernier posterior a la incubacion a 37°C por 24 horas.
Posteriormente cuantific el nivel de absorbancia mediante un ensayo MIC a una longitud de
onda de 570nm utilizando un lector de absorbancia de microplacas (Biotek, Winooski, VT).
Evaluando la concentracion minima inhibitoria de AgNP-CL sobre el cultivo mixto de los

patogenos orales antes mencionados.

5.6 Citotoxicidad del colutorio AgNp-CL en cultivo celular

Se cultivaron 1x10° fibroblastos humanos gingivales (HGFs) en medio minimo escencial
(DMEM,Biowest), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB,Biowest) y antibidticos
100ug/ml estreptomicina y 100Ul de penicilina (Gibco), a 37°C con 5% de CO2 en placas de 24
pozos por 24 horas. Se lavaron las células adheridas después de 24 horas con solucion de fosfato
salino (PBS 1X) e inmediatamente se agregé AgNp-CL a la placa en diferentes concentraciones.
El control negativo se consideraron las células sin tratamiento. Se incubaron por 24 horas. Se
agregaron 10 ul de la solucion de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) por pozo homogenizando ligeramente e incubamos a 37°C durante 2 horas. Se retir¢ del
medio de cultivo y se anadié 100ul de DMSO para disolver el formazan (MTT reducido)
pipeteando arriba abajo varias veces. Se utilizo inmediatamente una lectora de placas de ELISA

(Biotek) para cuantificar a una longitud de onda de 570nm.
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6. RESULTADOS

6.1 Biosintesis de Nanoparticulas de Plata con Extracto de Carcuma como Agente
reductor

De la segunda dilucion de Nitrato de Plata en el Extracto de Curcuma Longa se obtuvo como
resultado una solucidn de color grisdcea con amplia sedimentacion en la porcion inferior del tubo
de ensayo (Fig. 1). Posteriormente al realizar el cultivo de E. faecalis para evaluar su actividad

antimicrobiana present6 un halo de inhibicién de 15 mm en comparacion con la clorhexidina al
.2% con un 23mm de halo de inhibicion (Fig. 2.)

Figura 1: Biosintesis de nanoparticulas
de Plata con Extracto de Curcuma
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Figura 2 : Actividad antimicrobiana de
AgNps-CL
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A la evaluacion de Microscopia Electronica de Barrido (SEM; FEI Tecnai G2 Twin,
Hillsboro, OR; 160 kV accelerating voltage) encontramos Nanoparticulas de forma esférica

irregulares, teniendo un tamafio promedio de 20 nm (Fig.3)

Figura 3 SEM: AgNp-CL: -20nm
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A la evaluacion de Espectro EDX se observan en las graficas obtenidas la alta concentracion
de principalmente Plata (Ag) y en concentraciones menores podemos encontrar elementos
quimicos como Potasio (K), Magnesio (Mg), Fésforo (P), Aluminio (Al), Carbonato de
Calcio (CaCOs) y Oxido de Silicio (SiO2) (Fig. 4).

Electron Image 1 Electron Image 1

1 2 3 - S 6 7 8 9 10

Full Scale 1501 cts Cursor: 8.096 (8 cts) Full Scale 774 cts Cursor: 10.240 (1 cts) ke

Figura 4 Espectro EDX: AgNP-CL

6.2 Evaluacion de actividad antimicrobiana de las Nanoparticulas AgNps-CL sobre
patogenos orales de interés odontoldgico.

A la evaluacion antimicrobiana de AgNps-CL sobre cada uno de los patdgenos orales por medio
de difusién de agar Kirby y Bauer, en comparativa con Clorhexidina al .12% se obtuvieron como

resultados una amplia actividad antimicrobiana de las Nanoparticulas AgNp-CL en donde
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observamos mayor actividad en los patégenos S. mutans y E. faecalis y una actividad mas
reducida pero activa en patdgenos S. gordonii, S. sobrinus, C. albicans y E.coli la cual se observa
en el Gréafico 1.

Actividad Antimicrobiana sobre Patégenos Orales
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Grafico 1: Actividad Antimicrobiana sobre patgenos orales

A la evaluacion de la concentracion inhibitoria minima de AgNP-CL sobre los patogenos orales
antes mencionados se obtuvieron los siguientes resultados y se observa que la CMI en su mayoria
esta presente y se analizan en el Grafico 2.
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Al evaluar cada uno de los resultados obtenidos podemos determinar que la Concentracion
Minima Inhibitoria se encuentra una concentracion de 300ug/mL en todos los patégenos

orales evaluados.

6.3 Actividad Antimicrobiana del Colutorio AgNp-CL

A la evaluacion antimicrobiana del Colutorio AgNp-CL mediante difusion de agar Kirby y
Bauer en comparativa con la clorhexidina al .12% en colutorio obtuvimos como resultado
una actividad antimicrobiana significativa con un promedio de 10.4mm de halo de inhibicion
(Grafico 3). Se observa al realizar el ensayo CMI una inhibicién a 100mg/uL del colutorio
AgNp-CL (Grafico 4).

Actividad Antimicrobiana -AgNps-CL
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Grafico 3: Actividad Antimicrobiana AgNp-CL en Cultivo Mixto
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Graéfico 4: Determinacion de CIM sobre Cultivo Mixto
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6.4 Citotoxicidad del colutorio AgNp-CL en cultivo celular

Los resultados obtenidos de la exposicién del Colutorio AgNp-CL a las Fibroblastos

gingivales Humanos por intervalos de 0,1,3,5,7,10 y 15 minutos fueron los siguientes

(Grafico 5). Se encontré que, a diferencia de la viabilidad celular de la clorhexidina, la cual

cae hasta un 6.3% de viabilidad, el colutorio de AgNp-CL mantiene una viabilidad celular

un poco variable que va desde un 65-84% siendo significativamente menos toxico que el

colutorio de clorhexidina al .12%.
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7. DISCUSION

En nuestro trabajo utilizamos C. Longa como agente reductor para la biosintesis de

nanoparticulas de plata. A diferencia de otros autores como Sujitha et al y Das et al.

Sujitha et al. utilizaron para la elaboracién de la Sintesis de AgNPs los siguientes reactivos:
Nitrato de Plata (AgNQ3), Semillas de Moringa Oleifera (Sujitha et al., 2015).

1. Las semillas de M.oleifera se lavaron con agua destilada y se secaron a temperatura
ambiente (28 £2 °C) por 2 dias. Se afiadieron 20 g de semillas a un molino eléctrico
para convertir en polvo; posteriormente se agregaron 5 g de polvo de semillas de
M.oleifera en un matraz de Erlenmeyer con 100 mL de agua destilada esteril, a
continuacion la mezcla se hirvié por 5 minutos. El extracto de la semilla se filtro
utilizando un filtro Whatman No.1, el resultante se mantuvo a -4 °C por 5 dias. El
filtrado se tratd con solucion acuosa de 1mM AgNOs en un matraz Erlenmeyer e
incubado a temperatura ambiente. El resultante de color Café obscuro indica la
formacion de AgNP ya que los iones acuosos fueron reducidos por el extracto de

M.Oleifera generando como producto final AgNPs estables.

Das et al. utilizaron para la elaboracién de la Sintesis de AgNPs los siguientes reactivos: Nitrato
de Plata (AgNO:s), hojas de O. gratissimum (Das et al., 2017)

1. Se recolectaron hojas de O. gratissimum (20g) y se lavaron hasta remover toda particula
de polvo. Las hojas se trozaron y se expusieron al sol hasta que se secaron
completamente. Se disolvieron en agua destilada 10g de polvo de O. gratissimum en 100
mL y se filtraron con papel filtro de Whatman No.1. Se recolecto el filtrado y se conservo
a4°C.

Disolvieron 10*M de Sal de Nitrato de Plata (AgNOs) en 100 mL de agua des-ionizada y la
solucion resultante se coloco en un recipiente de reaccion de 250mL. Un total de 100 mg de
extracto de O. gratissimum se afiadio a la solucion de AgNOs a temperatura ambiente para el
proceso de bio-reduccion. La solucion se ajusté a un pH de 10.0 con una solucién de 7.7M NaOH.

Posteriormente se agito a una tasa de rotacion de 150 rpm en una condicion oscura a 30°C por
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48 horas. La solucion conteniendo AgNPs se recolecto y se centrifugo a 3000 rpm por 10 min

para la remocidon del exceso de los componentes del extracto.

Otros autores como (Bonatto et al. 2020, Al-otihibi et al. 2020 y Padalia et al. 2021), utilizan
métodos de biosintesis como la utilizacion del extracto de hoja de Ziziphus nummularia, extracto

de Aaronsohnia factorovskyi entre otros.

En nuestro trabajo realizamos la caracterizacion mediante el uso de Microscopia Electronica
de Barrido (SEM; FEI Tecnai G2 Twin, Hillsboro, OR; 160 kV accelerating voltage) y
Espectro EDX para cuantificar la cantidad de elementos quimicos presentes. Encontrando
nanoparticulas esféricas y de tamafio 20nm. En el resultado de biosintesis de Lee y cols. del
andlisis de microscopia electronica de transmision (TEM) indicé que las AgNP se formaron
en el espacio citoplasmico debido a la biorreduccion de los iones Ag+, lo que produjo un
tamafio de particula de 25 + 12 nm de diametro. (Lee et al., 2019)

Aziz Mousavi y cols. llevaron a cabo espectroscopia FTIR (Spectrum Two, PerkinElmer,
Japdn) para nanoparticulas de plata obtenidas usando Ag-LNP para caracterizar las moléculas
bioquimicas e identificar los grupos funcionales de los componentes activos en funcién del
pico de absorcidén. Ademas, se utilizd el método XRD (Equinox3000, Intel, Francia) para
medir el tamafio de particulas y policristales en escala nanometrica. Cuarenta miligramos de
polvo sintetizado de sintesis verde se colocaron en el portamuestras y se analiz6 la prueba
XRD (angulo de escaneo de 5 a 118 grados, longitud de onda 1.54187 A, voltaje 40 KW y
30 mA. Ademas, TEM (Leo 906, Alemania) se utiliz6 para determinar el tamafio de particula
y la morfologia de Ag-LNP Las imagenes se tomaron a un voltaje de aceleracion de 100 kV
(Aziz Mousavi et al., 2020)

Nosotros para la evaluacion antimicrobiana utilizamos el método de difusién en agar de
tripticaseina de soya de los patdgenos orales antes mencionados y exponerlos a las nanoparticulas
de plata biosintetizadas y a la clorhexidina dando como resultado una amplia gama de inhibicion

comparativa con la clorhexidina .12%.

Tang y cols. evaluaron la capacidad antimicrobiana de nanoparticulas de plata sintéticas
dependiendo de la relacién estructural de las mismas en Agar Sangre con E.coli, entre ellas las

caracteristicas que evaluaron fue el efecto de la superficie quimica, el efecto del tamafio de la
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nanoparticula y efecto de la forma concluyendo que estas 3 variables afectan fisiolégicamente el

funcionamiento microscopico de la bacteria (Tang et al., 2018).

Ali et al. emplearon extracto de hoja de Eucalyptus globulus (ELE) para estabilizar las AgNP
coloidales durante la sintesis. Informaron que los ELE-AgNP son agentes antibacterianos y
antibiofilm efectivos para las bacterias gramnegativas P. aeruginosa. Los AgNP exhibieron una
caracteristica esférica con un tamafio promedio de 11 nm. Las concentracion inhibitoria minima
(MIC) de AgNP contra P. aeruginosa fue de 1ug/mL (Ali et al., 2015).

De acuerdo a la citotoxicidad encontrada por nosotros muestra una taza de supervivencia de los
Fibroblastos Gingivales Humanos (FGH) del 75-84% en comparativa con el colutorio de
clorhexidina al .12% las cual a partir de 1 minuto de exposicién ya mostraba una taza de

supervivencia celular del 6.3%.

Liao y cols. han informado que las AgNP son toxicas para varias lineas celulares humanas,
incluidas las células epiteliales bronquiales humanas, las células endoteliales de la vena umbilical
humana, los glébulos rojos, las células mononucleares de sangre periférica humana, los
queratinocitos humanos inmortales, las células hepaticas, etc. y citotoxicidad dependiente del

tiempo, particularmente para aquellos con tamafios <10 nm (Liao et al., 2019)

Los efectos toxicos de las AgNP dependen de la concentracion, el tamafio, la forma, los
materiales revestidos y los entornos circundantes. Para comprender mejor los efectos
antibacterianos y antitumorales de las AgNP, se han llevado a cabo varias investigaciones

para descubrir el mecanismo de accién molecular (Shi et al., 2018).
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8. CONCLUSION

De acuerdo a los diversos ensayos realizados para determinar la efectividad de la biosintesis
de las nanoparticulas de plata y un extracto de clrcuma sobre patdgenos orales y con
resultados obtenidos con respecto a la evaluacion antimicrobiana de AgNp-CL mediante
difusién de agar y Concentracion Minima Inhibitoria podemos concluir que la actividad
antimicrobiana de las nanoparticulas de plata individuales y en colutorio demuestra una
efectividad adecuada en comparacién con la Clorhexidina al .12%. Asi mismo realizando
una comparativa con la clorhexidina .12% al analizar el potencial citotoxico de ambos

compuestos observamos una taza de poca citotoxicidad de nuestro colutorio.
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