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RESUMEN
Introduccioén. El uso de pastas antibidticas en la técnica LSTR para el tratamiento

de dientes temporales necréticos ha aumentado en los ultimos afios debido a su
capacidad para desinfectar conductos sin instrumentacibn mecanica. Las
formulaciones triantibidticas y la pasta CTZ son las mas reportadas, aunque
presentan variabilidad en su composicién y carecen de estudios de dosificacion
estandarizada. Paralelamente, en endodoncia se ha documentado el potencial de
las nanoparticulas de plata (AgNPs) y de éxido de zinc (ZnONPs) para mejorar la
actividad antimicrobiana de irrigantes, apdsitos y materiales obturadores, gracias a
su capacidad para interferir con el biofilm bacteriano y modular la respuesta
inflamatoria. La incorporacién de nanoparticulas a pastas antibidticas podria
optimizar su eficacia microbiolégica y permitir reducir la cantidad de antibiético
empleado. Objetivo. Evaluar el efecto antimicrobiano de una pasta de
cloranfenicol-tetraciclina modificada con nanoparticulas de plata y 6xido de zinc
frente a Enterococcus faecalis salvaje, comparando su CMI, CMB y halos de
inhibicion con una pasta comercial de CTZ. Metodologia. Se sintetizaron
nanoparticulas de 6xido de plata y zinc (1x1072 M), caracterizadas mediante UV-Vis
y DLS. Se formularon dos pastas antibiéticas (AB) al 1% y una versién con
nanoparticulas de plata, reduciendo el contenido de antibiético en 4%. La pasta CTZ
comercial se prepard segun las indicaciones del fabricante. Se aislaron cepas
salvajes de E. faecalis de conductos necroticos de dientes temporales (N=30). Se
determinaron CMI, CMB y halos de inhibicion mediante microdilucion y Kirby-Bauer.
Resultados. Solo los halos de inhibicion mostraron diferencias significativas, siendo
mayores en la nanopasta antibiética (p < .001). No se observaron diferencias entre
formulaciones en CMI ni en CMB. Conclusiones. La pasta antibidtica sin
nanoparticulas y la nanopasta antibiética presentaron mayor actividad inhibitoria vs
las pastas comerciales. La nanopasta antibiética, pese a contener 4% menos
antibiotico, mostro eficacia equivalente a las demas, indicando que la reduccion del
farmaco no compromete su desempeno antimicrobiano y las AgNPs contribuyen a

dicha eficacia.
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INTRODUCCION
Dientes deciduos con conductos radiculares infectados son un problema comun en

odontopediatria, particularmente en pacientes donde la infeccidn ha alcanzado
tejidos peri-radiculares. Tratamientos como la extraccion del 6rgano dentario
involucrado son a menudo sugeridos como opciones de tratamiento para dientes
primarios con necrosis pulpar, sin embargo, estos dientes deciduos cumplen con
funciones basicas dentro de la arcada dental, haciéndolos los mantenedores de
espacio ideales, por lo cual el deber del clinico siempre sera su preservacion hasta
su exfoliacion fisiolégica. De acuerdo con lo anterior, la terapia pulpar en
odontopediatria se vuelve una estrategia fundamental, basada principalmente en la
limpieza del conducto y la colocacion de materiales intraconducto que garanticen

una esterilizacion de las lesiones causadas por las bacterias en el diente deciduo

(1).

Con el surgimiento y aplicacion de la técnica LSTR en afios recientes, el uso de las
pastas antibidticas en terapia pulpar de dientes temporales necréticos es cada vez
mas comun. La técnica LSTR, cuyo nombre significa esterilizacién y desinfeccion
de los conductos, fue desarrollada en The Cariology Research Unit of the Niigata
University, School of Dentistry (Japdn) en 2004 y basa su éxito en la utilizacion de
pastas antibidticas colocadas a la entrada de los conductos radiculares
promoviendo la desinfeccion de los mismos por medios farmacoldgicos, para
posteriormente sellar la cavidad con un material que sea biocompatible y longevo
hasta que el diente deciduo se exfolie (2, 3). Esta intervencién tiene como blanco
la etiologia bacteriana, causante de la necrosis pulpar, promoviendo la reparacion y
regeneracion de tejidos (2, 4). Esta indicada en dientes temporales con diagndstico
de pulpitis irreversible y necrosis pulpar, observandose tasas de éxito clinico (80-
95%) y radiografico (70-85%) muy similares a las obtenidas por la pulpectomia
convencional obturada con pasta yodo formada, reportandose en diversos estudios
sin significancia estadistica entre ambos tratamientos (1, 5).

Su principal ventaja radica en la simplificaciéon de la pulpectomia; procedimiento
sistematico que envuelve una serie de pasos complejos que requieren precision por

parte del clinico y la cooperacién del paciente infantil. Si a lo anterior le afadimos
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que los molares temporales poseen una anatomia compleja con canales radiculares
accesorios y resorciones impredecibles que impiden un sellado hermético

apropiado, estamos hablando de un procedimiento clinico retador (3, 6).

Los farmacos antibacterianos seleccionados para elaborar las pastas antibiéticas
tienen su fundamento en diversos estudios donde se han aislado bacterias del
medio oral y de los conductos radiculares necréticos de dientes temporales. Ahora
bien, al ser una infeccién de tipo polimicrobiano, se reconoce que un solo antibiético
seria insuficiente (2, 6). Es por esto que las mezclas de dos o tres antibioticos que
cubran un espectro mas amplio de microorganismos patdégenos son las reportadas
con mayor eficiencia, sin embargo estas pastas estan conformadas por una
variedad de mezclas antibidticas con dosis muy diversas que en su mayoria son
utilizadas en proporciones, sin presentar un estudio previo in vitro de una dosis
Optima o estandarizacion de su preparacion (6—8) representando una falta de
consistencia en su uso y aplicacion, causando controversia en la efectividad y

eficacia del tratamiento en odontopediatria.

La microbiota que se encuentra en los dientes con fracaso en el tratamiento
endodontico es predominantemente anaerobia facultativa y Gram positiva,
siendo E. faecalis la especie que se aisla con mayor frecuencia (9). E. faecalis es
un coco Gram positivo, anaerobio facultativo, inmaovil y no esporulado. El tamafio de
cada célula oscila entre 0.5 y 0.8 micrometros y es habitante normal del tracto
gastrointestinal humano. Esta bacteria ha atraido recientemente la atencion de
diversos investigadores porque ha sido identificada como una causa frecuente de
infecciones periapicales persistentes, siendo una de sus caracteristicas mas
notables es su capacidad de sobrevivir y crecer en microambientes que pudieran
ser toxicos para otras bacterias; puede causar endocarditis, infecciones de vejiga,
préstata, epididimo; las infecciones de sistema nervioso son menos comunes (9,
10), ademas, es resistente a farmacos aminoglucdsidos, aztreonam, cefalosporina,
clindamicina, las penicilinas semisintéticas (nafcilina, oxacilina, amoxicilina y

trimetoprima con sulfametoxazol).



Dentro de las pastas mas utilizadas y que mas estudios presentan en la actualidad
se encuentran la pastas triantibiéticas (TAP) caracterizadas por su gran variabilidad.
Estas pueden contener minociclina, ciprofloxacino y clindamicina, minociclina,
ciprofloxacino y metronidazol, gentamicina, amoxicilina y metronidazol, mientras
que en otros estudios se ha cambiado la minociclina por el ornidazol (2, 6, 8). Otro
agente utilizado en la técnica LSTR con resultados favorables es la pasta CTZ,
compuesta por una mezcla de dos antibidticos de amplio espectro (tetraciclina y
cloranfenicol) combinado con 6xido de zinc y eugenol tipo | dental (ZOE), el cual
destaca por sus propiedades antimicrobianas asi como por las propiedades
antisépticas, antiinflamatorias y analgésicas (5, 11, 12). Actualmente estudios
reportan la incorporacion de otros componentes a las mezclas antibidticas para
potenciar su efecto agregando nuevas propiedades antiinflamatorias y de

regeneracion prometiendo mejorar su eficacia (13).

La nanotecnologia ha permitido desarrollar nanomateriales con un diametro de 10
a 100 nm, los mismos que han sido aplicados en ciencias de la salud, permitiendo
manejarlos a nivel de la terapia antimicrobiana por sus propiedades fisicoquimicas
unicas, por el tamafo nanométrico y por la relaciéon superficie-masa y reactividad
quimica (14). Las nanoparticulas (NP) antimicrobianas se utilizan cada vez mas en
la medicina para combatir procesos infecciosos como una alternativa a los
antibidticos convencionales, existen diversas aplicaciones de las NP en la
prevencion de infecciones bacterianas, en recubrimientos antimicrobianos para
dispositivos implantables, en el manejo de cicatrizacion de heridas, en la
administraciéon de antibidticos, en la deteccion de bacterias para generar

diagnosticos y en vacunas (15-17).

Es importante mencionar que ciertos elementos quimicos de caracter mineral han
formado parte del campo médico desde la antigledad, debido a sus propiedades
medicinales; uno de estos elementos es la plata (Ag) la misma que ha formado parte
de diversos tratamientos médicos desde tiempos inmemorables por sus
propiedades bactericidas y terapéuticas. Diversas nanoparticulas metalicas (plata y

oro) y oxidos de metales (6xido de zinc, didéxido de titanio) han demostrado tener
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propiedades antiinflamatorias. Su uso en el area de la salud, mas en especifico en
el area de la odontologia, ha sido exponencial en los ultimos afios (18). Dentro de
los campos de aplicacion en la odontologia se encuentran tratamientos
restaurativos, tratamientos periodontales, tratamientos protésicos, ortodonticos, en
implantologia y en endodoncia (19). En el area de endodoncia y terapia pulpar, se
ha reportado el uso de nanoparticulas de grafeno, plata, quitosan, hidroxiapatita,
dioxido de titanio, zirconia, oxido de calcio y cobre, lo cuales han sido afnadidos a
irrigantes de conductos radiculares, apositos, materiales intraconducto y de
obturacion, mostrando un gran potencial en la reduccion del biofilm bacteriano (20—
22).

Las nanoparticulas de plata son uno de los nanomateriales mas antiguos y
estudiados hasta la fecha. Son reconocidas por sus propiedades antimicrobianas
de amplio espectro contra Gram positivos y Gram negativos previniendo la
formacion de biofilms bacterianos, al adherirse a la pared celular causando poros,
e inhibiendo la sintesis de proteinas y de ATP; la morfologia coloidal es reconocida
como la ideal para mostrar una buena actividad antibacteriana y se ha observado
que entre mas pequefo es su tamafo, mayor es su efecto, por lo que tamafos
menores de 30 nm (5 a 20 nm) se reconocen como ideales. Entre sus beneficios
también se encuentran la induccion osteogénica y efecto antiinflamatorio al
disminuir los niveles de factor de crecimiento vascular, previniendo secrecion de
Mucinas y suprimiendo a la IL-12 y TNF- alfa (23). Estudios recientes han
demostrado el sinergismo de las nanoparticulas de plata con ciertos antibidticos al
ser absorbidos por los nanomateriales (24, 25). Khurana y cols. en 2016, reportaron
un sinergismo entre antibiéticos (tetraciclina y kanamicina) y nanoparticulas de
plata, al éstas absorber dichos medicamentos incrementando su eficiencia de carga
vs algunas cepas bacterianas, entre ellas S. aureus (25, 26).

Por su parte las nanoparticulas de oOxido de zinc poseen propiedades
antimicrobianas similares a las de las nanoparticulas de plata, ya que entre mas
pequefo es su tamafo, se incrementa el area de superficie (23). Por lo tanto, el

efecto antimicrobiano se incrementa debido a su capacidad de reaccionar con mas
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moléculas por unidad de superficie. In vitro ha demostrado actividad contra bacterias
implicadas en enfermedad periodontal como Agregibacter actinomycetecomitans,
P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum, por lo que son comunmente utilizadas en
pastas dentales y enjuagues bucales (23, 27, 28) .Otra propiedad interesante, es su
actividad antiinflamatoria en respuesta a diversos patdogenos. Las nanoparticulas de
ZnO reducen inflamacién mediante distintos mecanismos, como el bloqueo de la
produccion de citocinas como IL- 1B e IL-18 con la inhibicién del factor de necrosis
kB y la caspasa 1 en mastocitos activados y macrofagos; inhibicion de la
proliferacion de mastocitos disminuyendo p53 asi como la produccion de IL-13, a,
citocina TH2 junto con IL-1 y factor de necrosis tumoral alfa; y la supresion de la
ciclooxigenasa 2 (inducida por lipopolisacaridos) y la expresion de la sintetasa de
oxido nitrico inducible. La incorporacion de estas nanoparticulas a productos de
uso bucal como pastas de dientes y enjuagues bucales han tenido efectos
bactericidas y han sido usados contra gingivitis y caries dental. La combinacién de
AgNPs con ZnONPs ha demostrado un efecto sinérgico antibacterial, una de estas
bacterias es el S. mutans, por lo que la sinergia de ambas nanoparticulas se ha
utilizado para evitar la acumulacion de placa dentobacteriana. Con relacién a su

toxicidad las nanoparticulas de ZnO no exhiben dafno a células humanas (23).

Debido a sus propiedades ya citadas, el presente trabajo propone la incorporacion
de las nanoparticulas de plata y éxido de zinc a una pasta antibiética compuesta por
tetraciclina y cloranfenicol (CTZ), asi como su evaluacidon microbiologica
determinando la concentracion minima inhibitoria y concentracion minima
bactericida de la pasta antibidtica, aportando una preparacion con menor cantidad
de antibidtico, la estandarizacién en su preparacion para evitar la variacion de una
dosis por proporcion, y sentando las bases de una dosis apropiada que sea efectiva
contra E. faecalis salvaje, recuperado de conductos necréticos de dientes primarios;

principal causante de las recidivas en tratamientos de conductos necraéticos.
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MATERIAL Y METODOS

Diseno del estudio

Se trata de un estudio experimental in vitro llevado a cabo en el Laboratorio de
Materiales de la Facultad de Ciencias de la Universidad Auténoma de San Luis

Potosi.

Aspectos éticos
El presente trabajo fue sometido para su aprobaciéon al Comité de Etica en

Investigacién de la Facultad de Estomatologia, UASLP, CONBIOETICA-24-CEl-
001-20190213. Aprobado y Asignado con la clave: CEI-FE-O18- 023.

Procesos laboratoriales

Sintesis de nanoparticulas de Plata

Se llevo a cabo la sintesis mediante reduccion quimica utilizando nitrato de plata
(AgNO:3) y acido tanico como agente reductor, siguiendo la técnica reportada por
Martinez-Castafién y cols., en el 2008 (29). Se prepararon 500 mL de una solucién
de nanoparticulas de plata a una concentracion de 1x102 M. Se peso 0.84935 g de
nitrato de plata y se disolvio en 450 mL de agua en agitacion constante;
posteriormente se agregd 1 g de acido tanico previamente disuelto en 50 mL de
agua desionizada, se ajusté el pH a 11 con NaOH 5M. Se dejo la mezcla en agitacion
por 30 min y se procedié a su caracterizacién. Para recuperar el polvo de las
nanoparticulas, se bajo el pH a 2 con acido nitrico 0.1M, para que estas flocularan
y se precipitaran; una vez obtenido el precipitado se dejé secar a temperatura

ambiente, se peso y se guardo hasta su uso.

Sintesis de Nanoparticulas de Oxido de Zinc
Se prepararon 100 mL de soluciéon de nanoparticulas de 6xido de zinc a una

concentracion de 1x10-2 M. Se pesaron 0.1362 g de cloruro de zinc y se aforé a 100
mL con agua desionizada. Se agregaron 2 gotas de acido clorhidrico y se vacio el
contenido a un vaso de precipitado con barra magnética colocandose sobre una
placa de calentamiento. Se controld la temperatura hasta llegar a 80°C y se ajusté
el pH a 10 utilizando hidréxido de sodio. El precipitado se dej6é secar hasta obtener

el polvo, el cual fue pesado y guardado para hasta su uso.
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Caracterizacioén estructural de las nanoparticulas de plata, nanoparticulas de
oxido de zinc y la pasta CTZ de México®.

a) Espectroscopia UV-Vis.

Las nanoparticulas de plata sintetizadas se caracterizaron por espectroscopia UV-
Vis mediante el equipo OceanOptics S2000, para observar el plasmén de superficie
perteneciente a la plata. Para las nanoparticulas de oxido de zinc y de la pasta CTZ
de México® se utilizé la espectroscopia de polvos para determinar el plasmén

caracteristico del oxido de zinc en ambos polvos.
b) Dispersion dinamica de Luz (DLS).

Se determiné el tamafo de las nanoparticulas de plata y de 6xido de zinc y
potencial zeta (mayor a +30mV o menor a -30mV) mediante dispersion dinamica de

luz utilizando el equipo marca Malvern modelo Zetasizer Nano ZS.
c) Microscopia electronica de barrido (SEM).

Una capsula de la pasta CTZ de México® fue observada mediante el
microscopio electronico de barrido para observar sus componentes, asi como el

tamarno de sus particulas.

d) Microscopia electrénica de trasmision.

Las nanoparticulas de 6xido de zinc fueron caracterizadas por este medio, las
imagenes de MET se obtuvieron en un microscopio marca JEOL modelo JEM 1230
operado a 120 kV.

Preparacion de la pasta de cloranfenicol, tetraciclina convencional y
adicionada con nanoparticulas de plata y 6xido de zinc.

Se trabajo con la proporcion original propuesta por Soller y Cappiello en 1959, de
tetraciclina 500 mg, cloranfenicol 500 mg, y Oxido de Zinc 1g (12). Se utilizaron los
siguientes reactivos: Tetracycline Hydrochloride (T76660, Sigma Aldrich™) y
Chloramphenicol (C0378, Sigma Aldrich™), para la formulacion modificada con
nanoparticulas se utilizaron los siguientes porcentajes; Tetraciclina (23%),
Cloranfenicol (23%), Oxido de Zinc (50%), Nanoparticulas de Plata (4%). Se

13



sustituyé 2% del porcentaje original de cada antibidtico para colocar el 4% de las
nanoparticulas. Para la pasta antibidtica (AB) sin nanoparticulas de plata, se siguio
la proporcién original con los siguientes porcentajes; Tetraciclina (25%),
Cloranfenicol (25%), Oxido de Zinc (50%). Para la mezcla final se prepararon 100
mg siguiendo la proporcion descrita de cada pasta antibidtica. Esta mezcla fue
disuelta en 10 mL de agua desionizada, para obtener una concentracion inicial de

la pasta antibiotica al 10%.

Preparacion de la pasta CTZ de México® convencional y adicionada con
nanoparticulas de plata.

Se tomo una capsula del frasco y se pesé su contenido. Al ser la dosis propuesta
por el fabricante, se utilizd la totalidad de esta para la estandarizacion de los
procedimientos con las cepas ATCC. El peso total fue de 0.1317 g. Se disolvio en
10 mL de agua desionizada para tener una concentracion al 13%. Importante

mencionar que cada capsula presento variacion en su peso.

Para la evaluacién con las cepas salves de E. faecalis, se ajustod la concentracion
inicial al 10%; para la formulacion de la pasta CTZ comercial con nanoparticulas de
plata se retird el 4% del peso de la capsula y se reemplazé ese porcentaje con

nanoparticulas de plata.

Preparacion de las nanoparticulas de plata y de 6xido de zinc

Se utilizé una concentracion inicial de 0.107 mg /mL para ambas nanoparticulas.

Estandarizacion de los métodos de evaluacién antimicrobiana con cepas
ATCC

Se utilizaron 4 cepas ATCC: Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus
aureus (ATCC 29213), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Escherichia coli
(ATCC 25922) para determinar la susceptibilidad bactericida.

Para la estandarizacion de los procesos laboratoriales se determinaron los

siguientes grupos experimentales:
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Tabla 1:Grupos experimentales y sus concentraciones basales

Grupo Descripcion Concentracion inicial
1 Pasta CTZ de México® 13% (13.17 mg/mL)

Nanopasta: tetraciclina + cloranfenicol +

2 nanoparticulas de oxido de zinc y 10% (10 mg/mL)

nanoparticulas de plata

Nanoparticulas de plata 0.107 mg/mL

Nanoparticulas de 6xido de zinc 0.107 mg/mL

5 Nanoparticulas de plata + nanoparticulas 11
de 6xido de zinc '

Susceptibilidad Bactericida
De acuerdo con las directrices establecidas por el Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI), se empled el método de microdilucién en placa para determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida
(CMB) de los compuestos evaluados (30). Las pruebas se realizaron contra cepas
de referencia que incluyen Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus
aureus (ATCC 29213), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Escherichia coli
(ATCC 25922). Las concentraciones utilizadas correspondieron a las que se

muestran en la Tabla 1.

Para la preparacion y desarrollo del experimento se utilizaron los medios de cultivo
y las soluciones siguientes: agar Mueller-Hinton (BD Bioxon®), caldo Mueller-Hinton
(BD Difco®), Agar Enterococcocel (Condalab®), buffer de fosfatos compuesto por
Na,HPO, y KH,PO, (Fermont®), y cloruro de sodio (NaCl) (CTR Scientific®). Este
enfoque experimental asegura la precision y reproducibilidad de los resultados

obtenidos en la evaluacion antimicrobiana.

Ensayo de difusion en disco (o Kirby Bauer)

Esta prueba sigui6 la metodologia sugerida por el CLSI (30). Las cepas analizadas
fueron Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC
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29213), Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Escherichia coli (ATCC 25922). La
suspension bacteriana se ajusto a la escala de McFarland 0.5 y se utilizaron hisopos
estériles para sembrar las bacterias en las placas de Petri. Los grupos
experimentales contenian tres concentraciones diferentes de cada muestra: C1 =
basal, C2= 7.5 %, C3= 5 %. Los discos se colocaron sobre cada placa y se
agregaron 10 uL a cada grupo (n=3). Las placas se incubaron a 37 °C durante 24
h. Las zonas de inhibicidn del diametro del crecimiento se midieron horizontal y

verticalmente con un vernier (Mitutoyo Corp., Kawasaki, Japon).

Recoleccion de las muestras de E. faecalis salvaje
Se tomaron muestras de conductos necroticos de dientes temporales (N=30)

diagnosticados clinicamente por la ausencia de vitalidad pulpar en el momento de
realizar el tratamiento pulpar. Se colocé una punta de papel estéril en el interior del
canal radicular temporal necrético por 30 segundos barriendo el tejido pulpar
necrotico. Acto seguido, las puntas fueron colocadas en un tubo tipo Eppendorf® de
1.5 mL con solucién de transporte. Posteriormente, se realizé la siembra de la
muestra por estria utilizando la punta de papel de la toma inicial en la placa de agar
BD Enterococcosel® (Condalab®), incubandose por 24 horas a 37°C. Acto seguido,
se procedido a realizar el aislamiento de la bacteria y se realizaron pruebas

bioquimicas para su caracterizacion.

Caracterizacion del E. faecalis salvaje
Una vez aislada la bacteria cultivada en el medio selectivo BD Enterococcosel®

(Condalab®), y nutrida en Agar BHI (BD Difco®), se procedio a realizar la tincién de
Gram, la prueba bioquimica de catalasa, asi como la prueba de movilidad en Agar
Citrato de Simmons (BD Bioxon®) y cultivo en Agar MacConkey (BD Difco®). Una
vez caracterizada, cada bacteria fue cultivada en Agar CTA (BD Difco®) y
almacenada en refrigeracion a 4°C hasta su uso.

Evaluacién de la actividad antimicrobiana
Basados en los resultados de la estandarizacidon de la evaluacion microbioldgica

con cepas ATCC, se determind una concentracion inicial a utilizar para el proceso
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experimental (Ci 10%), sin embargo, al iniciar con las pruebas antimicrobianas se
observo una actividad antimicrobiana mayor que para las cepas ATCC, por lo que
la concentracion final correspondioé al 1% para ambas pastas, los demas grupos
experimentales no tuvieron cambio en su concentracion. Los grupos de estudio

conformados segun el material probado se observan en la tabla 2.

Tabla 2 Grupos experimentales evaluacion de cepas salvajes

Grupo Descripcion Ci10% Ci1%
1 Pasta CTZ de México™ 10 mg/mL 1 mg/mL
2 Pasta CTZ de México™ + 10 mg/mL 1 mg/mL
AgNPs
3 Pasta AB: Tetraciclina + 10 mg/mL 1 mg/mL
cloranfenicol+ ZnONPs
4 Nano Pasta: Tetraciclina + 10 mg/mL 1 mg/mL
Cloranfenicol + AgNPs +
ZnONPs
5 AgNPs 0.107 mg/mL 0.107 mg/mL
6 ZnONPs 0.107 mg/mL 0.107 mg/mL
7 AgNPs +ZnONP’s Proporcién 1:1 Proporciéon 1:1

Se siguieron las directrices establecidas por el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) empleando el método de microdilucion en placa para determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida

(CMB) de los compuestos evaluados realizandose por cuadruplicado (30).

Ensayo de difusion en disco (o Kirby-Bauer)

Esta prueba siguié la metodologia sugerida por el CLSI (30). Se probaron un total
de 30 muestras de E. faecalis, la suspension bacteriana se ajusté a la escala de
McFarland 0.5 y se utilizaron hisopos estériles para sembrar las bacterias en las
placas de Petri. Los discos se colocaron sobre cada placa y se agregaron 10 uL a
cada grupo realizandose por duplicado (dos discos por muestra). Las placas se

incubaron a 37 °C durante 24 h. Las zonas de inhibicidon del diametro del crecimiento
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se midieron horizontal y verticalmente con un vernier (Mitutoyo Corp., Kawasaki,

Japon).
Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el software JASP versién 0.18.3 (2024),
empleando el modulo de ANOVA de medidas repetidas y las correcciones
automaticas de esfericidad (Greenhouse—Geisser y Huynh—Feldt). La actividad
antimicrobiana (CMI, CMB y diametros de halo) frente a las cuatro pastas
antibidticas se comparé mediante un ANOVA de medidas repetidas de una via,
considerando cada cepa bacteriana como sujeto. Cuando se observaron diferencias
globales significativas, se efectuaron comparaciones post hoc pareadas con
correccion de Bonferroni. En caso de violacion de los supuestos de normalidad o
esfericidad, se aplicé la prueba no paramétrica de Friedman y comparaciones

multiples ajustadas.

18



RESULTADOS

Sintesis y caracterizacién de Nanoparticulas de plata y de Oxido de Zinc.

Las nanoparticulas de plata preparadas fueron caracterizadas por DLS observando
un tamano de 10.08 nm y un potencial zeta de -23 mV, asi como por espectroscopia
UV-Vis (Fig. 1), observando el plasmon caracteristico de las nanoparticulas de plata
a 420 nm (Fig. 2). Posteriormente se recupero el polvo el cual fue molido de manera

manual, se peso y se guardo para su uso.

Results
Diam. (nm) % Number  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 2293 Peak 1: 10,08 100,0 2,789
Pdi: 0,392 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,753 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Refer to quality report
Size Distribution by Number
30 .................................................................................
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Record 731: NP's Ag ART 1

Fig. 1 Caracterizacion DLS de las nanoparticulas de plata (AgNPs), que muestra el tamano de
10,08 nm.
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Fig. 2 Caracterizacién UV-Vis de nanoparticulas de plata. Se observa el plasmén a 429 nm

Las nanoparticulas de 6xido de zinc se caracterizaron por DLS para observar un

tamafio de nanoparticula de 14.98 nm con un potencial zeta de -19 mV. (Fig. 3)

Results
Diam. (nm) % Number  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 147,0 Peak 1: 14,98 100,0 4,643
Pdl: 0,546 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,715 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Number

BOT e EEE TR R ERE IEEET R :

DOt e ............... \ ............ ............... ...............

Number (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

[—— Record 682: ZnO 1

Fig. 3 Caracterizacion mediante DLS de ZnONPs, que muestra su tamano (14,98 nm).
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El polvo fue recuperado, pesado y guardado para su uso. Al observar el polvo por

espectroscopia UV-Vis se registré un espectro de absorcién con longitudes de onda
entre 280 y 400 nm.

Fig. 4 Caracterizacién de las nanoparticulas de ZnO mediante TEM. Las imagenes muestran la estructura y el
tamafio nanomeétrico de las muestras.

Mediante la técnica de difraccion de rayos X se obtuvieron los picos representativos
de la estructura cristalina Wurzita, los principales planos de difraccion encontrados
en orden de intensidad fueron (101), (002), (100), (110), (103), (112) y (102) (Fig.5).

8000 |- 317 Zn0
6000 =

I 3
4000 |- 5%

k 629
2000 |- as

o -
[ 1 N . ) 1 ) ) ; | N A ) | A
20 40 60 80

Fig. 5 Caracterizacion mediante difraccion de rayos X de nanoparticulas de éxido de zinc, que muestra picos
representativos de una estructura cristalina de wurtzita.

21



Caracterizacion de la Pasta CTZ de México®.
El contenido de una capsula de la pasta CTZ de México®, fue pesado y se realizaron

diluciones para su caracterizacion por DLS, obteniendo un tamafio de particula de
471.5 nm. Por espectroscopia de polvos, se observaron longitudes de onda entre
280 y 400 nm correspondientes al ZnO. Por microscopia electronica de barrido
(SEM) se observaron particulas de diferentes tamafios y formas irregulares (Fig. 6),
pertenecientes a las particulas de ZnO tipo | y los antibidticos involucrados, con un

porcentaje de peso para el O de 19.53%, y Zn de 80.47%.

e
Spectrum 1

SEl  20kV WD1imm  SS4H1 x16000 1um
Zn0

10pm ; Electron Image 1

Fig. 6 Caracterizacion de la pasta CTZ de México® por SEM.

Preparacién de la pasta Antibiética con nanoparticulas de plata y
nanoparticulas de 6xido de zinc.

Se prepararon 100 mg de la pasta antibiotica modificada con la siguiente proporcion:
Tetraciclina (23%), Cloranfenicol (23%), Nanoparticulas de Oxido de Zinc (50%),
Nanoparticulas de Plata (4%).

Pruebas microbiolégicas en cepas ATCC.
Se obtuvieron 5 grupos experimentales con una concentracion inicial que se

observa en la tabla 1. Se realizaron las pruebas por microdilucién para la obtencion
de la CMI y CMB de cada cepa utilizada. Los datos obtenidos se resumen en la
Tabla 3.
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Tabla 3: Resultados del método de microdilucién en cepas ATCC

Concentracion minima inhibitoria (CMI pg/mL) y Concentracion minima
bactericida (CMB pg/mL)

S. aureus E. coli E. faecalis
mutans
CM CM CM CM
MUESTRA CMI CMI CMI CMI
B B B B
Nanopasta antibiética 48 438 9.7 195 97 19. 39 39+
(10%) +0 +0 +0 +0 +0 5+0 +0 0
12.
Pasta CTZ de México® 51 12+ 128 128 25+ 8 12.8 25
(13%) +0 0 +0 +0 0 0 +0 +0
+

1.6 1.6 1.6 16 33+ 33 16 16
10 +0 10 +0 0 +0 10 +0
Nanoparticulas de 6xido de 26 26 13 26 13 26 26 26

Nanoparticulas de Plata

zinc 10 10 10 +0 10 +0 10 +0
Nanoparticulas de plata + 1.6/1 0.83 6.6/6 334 13/1 13/ 6.6/6 13/
nanoparticulas de 6xido de .6 /0.8 .6 34'3 3 13 .6 13
zinc 0 320 0 +0 0 10 0 10

Las concentraciones minimas bactericidas (CMB) para la pasta AB (concentraciéon
al 10%) fueron mayores que para la pasta CTZ de México® (concentracién al 13%)
a excepcion de la cepa S. aureus. Siendo de 4.8 ug/mL y 12 uyg/mL para S. aureus,
19.5 pg/mL y 12.8 pg/mL para E. coli, 19.5 yg/mL y 12.8 ug/mL para E. faecalis, 39

Mg/mL y 25 ug/mL para S. mutans respectivamente.

Para el Método Kirby Bauer (Fig.7), se observé que la concentracion inicial (C1),
tanto para la Nanopasta antibiotica (10%) como para la pasta CTZ de México®
(13%), arrojo halos de inhibicion de casi el 100%, por lo que se procedi6 a realizar
diluciones al 7.5% para la concentracion dos (C2), y 5% para la concentracion tres

(C3). Los resultados se muestran en la Tabla 4.
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Fig. 7 Zonas de inhibicién de la nanopasta en las tres concentraciones. A) S. aureus, B) E. coli, C) E. faecalis, D) S.

mutans.

Tabla 4: Resultados para el método Kirby Bauer cepas ATCC

Método Kirby Bauer (mm)

S. aureus E. coli E. faecalis S. mutans
MUESTRA cC1 C2 C3 C1 C2 C3 C1 C2 C3 C1 cC2 c3
Nano pasta
antibiotica 25 21 19 28 25 21 24 21 17 30 29 23
(10%)
Pasta CTZ de
23 22 19 24 21 18 27 24 16 31 29 22
México® (13%)
Nanoparticulas
de Plata 10 8 6 9 8 7 13 9 7 12 10 8
Nanoparticulas
de Oxidode * * * * * * * * * 18 8 *
zinc
Nanoparticulas
de plata +
nanoparticulas 9 8 6 11 6 5 10 8 7 10 8 6

de 6xido de

zinc

*Inhibicién al contacto.

Para cloranfenicol y tetraciclina: Sensible, Intermedio, Resistente(31)
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Las cepas de S. aureus, E. coli, y S. mutans mostraron halos sensibles a las tres
concentraciones para las dos pastas antibioticas (Nanopasta antibiética y CTZ de
México®), mientras que el E. faecalis mostré halos de sensibilidad para C1 y C2,

mientras que para C3 mostrd halos intermedios para ambas pastas.

Recoleccion y cultivo de muestras de E. faecalis salvaje
Un total de 30 muestras de E. faecalis fueron recuperadas de conductos necroticos

temporales (Fig. 8). Dichas muestras fueron aisladas, cultivadas y caracterizadas
como se describié en lineas anteriores. El 40% se recolectd de conductos
radiculares 6rganos dentarios temporales de nifias y el 60% restante de nifos, la
media de edad fue de 5.52+/- 2.21 afos, siendo el 6rgano dentario no. 51 el mas
frecuente. En relacion con la causa de la necrosis pulpar el 96.6% correspondi6 a

caries dental mientras que solo el 3.33% fue por un traumatismo frontal (Tabla 5).

Fig. 8 A. Toma de muestra de tejido necrdtico de un molar temporal. B. Punta de papel después de la toma de la
muestra en la solucidn de transporte.

Tabla 5 Caracteristicas demograficas de las muestras recolectadas

VARIABLE N= 30
Sexo

Femenino 43% (n=13)
Masculino 57% (n=17)
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Edad 5.16+/- 2.24

Organo dental

75 17% (n=5)
74 13% (n=4)
85 9% (n=3)

84 13% (n=4)
54 6% (n=2)

64 3% (n=1)

51 19% (n=6)
52 6% (n=2)

61 9% (n=3)
62 6% (n=2)
Causa de la Necrosis pulpar

Caries dental 96.66% (n=29)
Traumatismo dental 3.33% (n=1)

Caracterizacion del E. faecalis salvaje

Para la caracterizacion morfolégica, se cultivaron las muestras en medio selectivo

Agar Enterococcocel (Condalab®), observandose colonias redondeadas, pequefias

de 2 a 4mm de diametro, elevadas de color blanquecino (Fig. 9).

Fig. 9 A. E. faecalis aislada en agar selectivo, que se presenta en forma de colonias pequenas (1-2 mm), de color blanco cremoso y
elevadas. B. Cultivo de E. faecalis en medio BHI para su crecimiento. C. Crecimiento inhibido del microorganismo en agar MacConkey
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Dichas colonias fueron sometidas en primera instancia a la tincion de Gram para
observar su morfologia microscépica y comprobar que fueran cocos Gram positivos
(Fig. 10).

Fig. 10 A. Tincidn de Gram: E. faecalis tenido con safranina. B. Muestras de E. faecalis observadas al microscopio con
un aumento de 40x.

Posteriormente se aplicaron pruebas bioquimicas como la de la catalasa, la cual fue
negativa para todas las muestras. Se realizaron pruebas de movilidad en medio
SIM, resultando negativas, asi como se cultivd en Agar MacConckey, siendo su
cultivo negativo (Fig. 11). De tal manera pudimos comprobar que estabamos
tratando con el E. faecalis. Se nutrieron en Agar BHI para tener un mayor

crecimiento.

Fig. 11A. Motilidad negativa B. Catalasa negativa ‘
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Evaluacién de la actividad antimicrobiana

Se evaluaron mediante el método de microdilucién obteniendo la CMI y CMB de
cada cepa bacteriana salvaje (Fig. 12 A). Del total de las cepas aisladas (N=30), se
pudo observar variabilidad en su comportamiento ante las 4 pastas antibiéticas
probadas (Nanopasta antibiética, Pasta AB, Pasta CTZ de México™, Pasta CTZ de
México™ +AgNPs). Siendo la CMI y CMB mas baja reportada de 0.488 ug/mL vy la
mas alta de 250 pyg/mL.

Fig. 12 A. CMB Paciente 11 de la pasta AB, estableciendo el punto de corte. B. Halos de inhibicion de la Nanopasta
antibicdtica, y de la pasta CTZ de México™+AgNPs

Para el método de Kirby Bauer pudimos observar la misma variabilidad observada
en el método de microdilucién (Fig.12 B). Obteniendo halos de hasta 37 mm para la
cepa #7 al evaluar la Nanopasta antibidtica, y halos de 9 mm para la cepa #25 al

evaluarla con la pasta CTZ de México™ + AgNPs.

La estadistica descriptiva mostro fluctuaciones en la media del CMI entre las cuatro
pastas, sin embargo, estas diferencias descriptivas no se tradujeron en diferencias
estadisticamente significativas en los analisis post hoc. Por lo tanto, no existieron

diferencias estadisticamente significativas entre las 4 pastas.
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Analisis estadistico

El analisis de la actividad antimicrobiana de las cuatro pastas evaluadas mostro
comportamientos diferenciados segun el parametro microbiolégico considerado.
Para los halos de inhibiciébn o método Kirby-Bauer, el ANOVA de medidas repetidas
revelé un efecto significativo del tratamiento (F = 11.44, p < .001, n? = 0.283), sin
violacion del supuesto de esfericidad (Mauchly’s W = 0.703, p = .083). Los valores
promedio indicaron que las formulaciones creadas en el laboratorio (Pasta AB vy
Nanopasta antibiética, generaron los mayores halos (AB = 22.87 mm; Nanopasta =
22.75 mm), mientras que la Pasta CTZ de México™ y Pasta CTZ de México™ +
AgNPs mostraron halos menores (20.75 mm y 20.23 mm, respectivamente). Las
comparaciones post hoc confirmaron que la Pasta AB y la Nanopasta antibiética
produjeron halos significativamente mayores que Pasta CTZ de México™ y Pasta
CTZ de México™ +AgNPs (p <.05), sin diferencias dentro de cada base (p = 1.000).
Estos resultados indican que las formulaciones creadas en el laboratorio presentan
mayor actividad inhibitoria, y que la adicion de nanoparticulas de plata no

incrementa el halo en ninguna de las bases.

En cuanto al método de microdilucion, en la concentracion minima inhibitoria (CMI),
el ANOVA de medidas repetidas mostré violacion del supuesto de esfericidad
(Mauchly’s W = 0.592, p =.013), por lo que se aplico la correccion de Greenhouse—
Geisser. El efecto del tratamiento fue significativo (F = 3.505, p = .030, n?=0.108).
Los valores promedio de CMI fueron: P1 = 0.017, P2 = 0.015, P3 =0.031y P4 =
0.019. Sin embargo, las comparaciones post hoc con correccién de Bonferroni no
identificaron diferencias significativas entre ninguna de las formulaciones (p > .05).
Aunque se detectd un efecto global del tipo de pasta, este no se tradujo en

diferencias pareadas.

Finalmente, para la concentracién minima bactericida (CMB), el ANOVA de medidas
repetidas también indicd violacion del supuesto de esfericidad (Mauchly’s W =
0.537, p =.004), aplicandose la correccion de Greenhouse—Geisser. No se observd
un efecto significativo del tratamiento (F = 1.846, p = .162, n? = 0.060). Los valores
promedio fueron: Pasta AB = 0.052, Nanopasta antibiética = 0.048, Pasta CTZ de
México™ = 0.074 y Pasta CTZ de México™ + AgNPs = 0.057. Las comparaciones
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post hoc no mostraron diferencias entre ninguna de las pastas (p > .05), indicando
que el tipo de formulacion no influye de manera relevante en la CMB. En conjunto,
los resultados muestran que las diferencias entre pastas se manifiestan unicamente
en los halos de inhibicién, donde las formulaciones creadas en el laboratorio
presentan mayor actividad antimicrobiana. Ni la CMI ni la CMB evidenciaron

diferencias significativas entre tratamientos.

DISCUSION
Diversos estudios han demostrado la eficacia clinica y radiografica de la pasta CTZ

como pasta antibiotica aplicada en la técnica LSTR (5, 11, 12). En el presente trabajo
preparamos una pasta antibiética conformada por tetraciclina y cloranfenicol la cual
fue modificada al anadir nanoparticulas de éxido de zinc y de plata con la finalidad
de mejorar las propiedades originales de la pasta CTZ reportada por Soller y
Capiello en 1959, y de las pastas comerciales disponibles en el mercado actual. La
adicion de las nanoparticulas de 6xido de zinc y plata a la férmula original pretende
disminuir el porcentaje utilizado de antibiéticos y reducir efectos no deseados a
corto, mediano y largo plazo; principalmente la persistencia de microorganismos en
los conductos radiculares con la aparicion de reinfecciones (abscesos o fistulas) y
resorciones radiculares internas y/o externas que sugieren la presencia de células
proinflamatorias en tejidos apicales causantes de dichas resorciones (1, 6).
Khurana y cols., en el 2016 reportan una CMI de las nanoparticulas de plata por si
solas vs el S. aureus de 75 pg/mL, observando una sinergia antimicrobiana al
propiciar la absorcion de la tetraciclina en las nanoparticulas de plata sintetizadas
incrementando su poder antimicrobiano medido por zonas de inhibicion por el
método de Kirby Bauer hasta un 346% (25), lo cual sugiere que la adicion de este
antibiético con las nanoparticulas de plata en nuestra pasta podria ser
extremadamente beneficioso. Aunque los mecanismos especificos por los cuales la
actividad bactericida aumenta aun no se encuentran claros, se cree que ademas de
los mecanismos de accion sabidos de las nanoparticulas de plata per se, las

nanoparticulas de plata internalizadas y los antibi6ticos inducen toxicidad por dafio
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celular mediado por especies reactivas de oxigeno (ROS) o debido a la reaccién de
oxidacion catalizada por metales que podria denotar dafos especificos a proteinas,
membranas o ADN (25). En nuestro estudio, disminuimos la concentracion inicial de
los antibidticos un 4% asignando el mismo porcentaje a las nanoparticulas de plata
sintetizadas y caracterizadas. Ademas, con el éxido de zinc agregado a la pasta en
un tamafo nanométrico (1-100 nm), se obtuvo mayor control y uniformidad sobre la
morfologia, tamafo y propiedades del compuesto, aspecto que las pastas
comerciales no poseen ya que éstas utilizan 6xido de zinc tipo I. Nuestra pasta
antibidtica adicionada con nanoparticulas aporta entonces, un control estricto sobre
los componentes de la misma, tanto en cantidad, concentracion y morfologia, al
poseer antibioticos de grado de pureza maximo y nanoparticulas de plata (10 nm) y

oxido de zinc (14 nm) sintetizados y caracterizados por distintos medios.

Uno de los principales problemas observados al revisar la literatura fue la diversidad
de mezclas antibiodticas existentes en la actualidad utilizadas en la técnica LSTR, y
aunado a esta gran variedad, la aplicacién de las pastas antibidticas sin tener un
reporte previo o un estudio in vitro que justifique la dosis utilizada (5, 7, 12, 13, 32,
33). Estos estudios usualmente reportan la creacion de la pasta basada en
proporciones, algunos incluso sin control en su concentracién y dosis, obteniendo
el antibidtico directamente de la pastilla al retirar la capa entérica cuidando que se
encuentren en partes iguales. Incluso en la pasta comercial CTZ de México®,
pudimos constatar que cada capsula tenia una variacion en su peso, lo que nos
hace pensar que su fabricacion no esta estandarizada al no tener la misma
concentracion en cada capsula. En nuestro estudio los componentes fueron
pesados de manera precisa estandarizando su uso en una concentracion conocida
(10%) de la cual se parti6 para poder determinar una concentracion minima
inhibitoria y bactericida en primera instancia con las cepas ATCC, y posteriormente
con el E. faecalis silvestre, informaciéon de la cual se puede partir para tener una
dosis eficaz sin submedicar o sobremedicar al paciente. Lo anterior como un primer

paso antes de aplicarlo de manera clinica en pacientes odontopediatricos.
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Aunque la necrosis pulpar es una infeccidn polimicrobiana con patégenos de amplio
espectro, en ella podemos destacar al E. faecalis. Coco gram positivo, anaerobio
facultativo reconocido como el principal causante de las recidivas y fracasos en
terapia pulpar tanto de dientes deciduos como permanentes; resistente a
aminoglucosidos,  aztreonam,  cefalosporinas, clindamicina,  penicilinas
semisintéticas y trimetoprima con sulfametoxazol, ademas es capaz de sobrevivir a
ambientes que para otras bacterias serian inhdspitos como pH altamente alcalino
(34). Por lo anterior, en el presente estudio utilizamos para la estandarizacién de la
evaluacion microbiolégica y la concentracion de la nanopasta antibidtica, 4 cepas
bacterianas ATCC, que correspondieron a E. faecalis, por sus implicaciones ya
citadas, S. aureus, S. mutans, y E. Coli, bacterias reconocidas por su patogenicidad
y relevancia microbiolégica al causar infecciones importantes en el cuerpo humano,
sugiriendo que si nuestra pasta muestra una eficacia antimicrobiana para estas
bacterias estariamos cubriendo otras cepas bacterianas con caracteristicas
similares. Los resultados obtenidos con las cepas ATCC por el método de
microdilucion muestran CMI muy similares para la pasta comercial CTZ de México®
y la nanopasta antibidtica, mientras que de manera general a excepcion del S.
aureus, las CMB que se reportan son menores para la pasta CTZ de México®
(véase Tabla 2), sin embargo, es importante recordar que la concentracion inicial
(C1) de la pasta comercial fue de 13% en comparacion con la nano pasta antibiotica
que fue del 10%. Lo anterior debido a que usamos el contenido total de la capsula
de la pasta CTZ de México® ya que es la dosis propuesta por el fabricante, ademas
debemos recordar que la nanopasta contenia 4% menos antibidtico que la
comercial. Para el método Kirby Bauer se utilizaron 3 concentraciones (C1 basal,
7.5% y 5%) y ambas pastas mostraron halos sensibles e intermedios para los
componentes antibidticos tetraciclina y cloranfenicol (31), las cepas de S. aureus,
E. coli, y S. mutans mostraron halos sensibles a las tres concentraciones para las
dos pastas antibiéticas (Pasta AB y CTZ de México®) , mientras que el E. faecalis
mostré halos de sensibilidad para C1y C2, y para C3 mostré halos intermedios para

ambas pastas, sugiriendo que por el método Kirby Bauer, el comportamiento de
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ambas pastas antibidticas fue muy similar, reportando misma actividad

antimicrobiana.

La estandarizacion de los métodos de evaluacion antimicrobiana arrojo datos
importantes que permitieron sentar las bases para la evaluacion de las cepas
silvestres. Se recolectaron un total de 30 muestras de E. faecalis de conductos
necroticos de dientes temporales, las cuales fueron aisladas en medios selectivos y
guardadas hasta su uso en medio CTA. De manera inicial, la concentracion utilizada
para las cepas silvestres correspondio al 10% para ambas pastas, sin embargo, al
realizar los experimentos iniciales, se observd una actividad antimicrobiana mayor
que la reportada por las cepas ATCC. Estudios recientes, mencionan que las cepas
naturales o silvestres presentan una variabilidad genética considerablemente mayor
que las cepas de referencia ATCC, debido a que estan sometidas a procesos
evolutivos activos como mutacion, recombinacion, transferencia horizontal de genes
y presion ambiental constante. En contraste, las cepas ATCC son lineas
estandarizadas, seleccionadas y estabilizadas en laboratorio; lo anterior significa
que poseen genomas mas homogéneos, muestran menor variabilidad fenotipica, y
presentan perfiles de sensibilidad antimicrobiana mas consistentes. La literatura
reciente confirma que en general las cepas ATCC suelen ser mas sensibles a los
antimicrobianos porque no han estado expuestas a presiones ambientales reales,
mientras que las cepas silvestres pueden haber adquirido genes de resistencia en
plasmidos, mutaciones adaptativas, bombas de eflujo mas activas, o mecanismos
de tolerancia inducidos por estrés ambiental (35). En nuestro estudio, ocurrié a la
inversa, las cepas silvestres mostraron mayor sensibilidad antimicrobiana, de tal
manera que la concentracion final de las pastas fue del 1%, comparada con las
cepas ATCC que fue a partir de una concentracion al 10%. Dichos datos sugieren
una gran variabilidad genética de las cepas bacterianas, tomando en cuenta que la
edad de los pacientes de donde fueron recuperados fue en promedio de 5.5 afos
representando a una poblacion infantil con poca memoria y exposicion bacteriana.
Shane y cols. (2017), sugieren en un ensayo clinico controlado, que los nifios tienen
microbiotas mas sensibles a los antibidticos, esto porque las bacterias que los

colonizan no han sido seleccionadas para resistir antibiéticos (36, 37). Por lo tanto,
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sus cepas salvajes tienden a ser mas susceptibles, coincidiendo con lo observado

en nuestro estudio.

Los resultados obtenidos permiten evaluar de manera integral la actividad
antimicrobiana de las cuatro pastas analizadas mediante tres parametros
complementarios: Método Kirby Bauer o halos de inhibicién, CMI y CMB. Un aspecto
metodoldgico relevante es que la nanopasta antibidtica la cual incorporé
nanoparticulas de plata fue preparada con un 4% menos de antibiético que el resto
de las pastas probadas. Diversos estudios han demostrado que incluso reducciones
pequefias en la concentracion del antibidético pueden modificar de manera
significativa su actividad inhibitoria y bactericida. Andrews y cols., (2001) sefala que
la CMI es altamente sensible a variaciones minimas en la concentracién del
farmaco, especialmente en antibidéticos con mecanismos dependientes de
concentracion (38). De forma similar, Ocampo y cols. (2014) demostraron que
reducciones subinhibitorias de antibiéticos B-lactamicos pueden alterar la eficacia
bactericida y favorecer respuestas fenotipicas distintas (39). Ademas,
investigaciones recientes han confirmado que pequefias disminuciones en la
concentracion efectiva del antibiético pueden reducir la potencia antimicrobiana al
modificar la cinética de uniéon a sus dianas celulares (40, 41); sin embargo, en
nuestro estudio la disminucion de los antibiéticos no fue relevante en su desempefio
microbiolégico, sugiriendo que la adicion de las nanoparticulas de plata

principalmente fue efectiva.

El analisis del método Kirby Bauer o bien halos de inhibicion mostro diferencias
significativas entre las pastas, con mayor actividad para la pasta AB y la nanopasta
antibiética. Sin embargo, no se observaron diferencias entre ellas, ni entre la pasta
CTZ de México® y su homodloga con nanoparticulas de plata. La ausencia de
disminucién en el halo sugiere que la presencia de nanoparticulas pudo compensar
la reduccién del antibiético, manteniendo la actividad inhibitoria en niveles
comparables. Estudios recientes han documentado que las nanoparticulas de plata
pueden potenciar la permeabilidad de la membrana bacteriana y favorecer la
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entrada del antibidtico, incluso cuando este se encuentra en menor concentracion
(42, 43)

Con relacion al Método de microdilucion, para la concentracion minima inhibitoria
(CMI), aunque el analisis estadistico mostré diferencias significativas, los analisis
post hoc no identificaron diferencias entre pares. Esto sugiere que, en términos de
concentracion minima necesaria para inhibir el crecimiento, las pastas con
nanoparticulas lograron mantener una eficacia comparable a pesar de contener
menos antibidtico. La literatura indica que las nanoparticulas pueden reducir la CMI
de ciertos antibioticos al alterar la integridad de la membrana bacteriana o interferir
con sistemas antioxidantes (42, 43). Los valores de CMB tampoco mostraron
diferencias significativas entre las pastas. Esto indica que la capacidad bactericida
se mantuvo estable incluso cuando la concentracién del antibi6tico se redujo en 4%

en las formulaciones con nanoparticulas.

Estudios recientes han sefialado que la accion bactericida de las nanoparticulas
depende de la liberacion de iones Ag™, la cual puede verse limitada por la matriz del
vehiculo o por interacciones con componentes organicos (44), esto podria explicar
por qué las nanoparticulas no generaron un efecto bactericida adicional. La literatura
reciente coincide en que la sinergia antibiética—hanoparticulas no es universal y
depende de multiples factores fisicoquimicos que podrian no haberse optimizado en
esta formulacién. En conjunto, los resultados indican que las pastas con
nanoparticulas mantienen una actividad antimicrobiana comparable a las pastas sin
nanoparticulas, a pesar de contener menos antibiético, lo cual puede ser relevante

para el disefio de formulaciones mas seguras o con menor carga farmacologica.

CONCLUSIONES
1. Las pastas antibidticas evaluadas mostraron actividad antimicrobiana

comparable, tanto en CMI como en CMB, sin diferencias estadisticamente

significativas entre formulaciones. Esto indica que, bajo las condiciones
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experimentales utilizadas, todas las pastas poseen una eficacia inhibitoria y

bactericida similar frente a las cepas analizadas.

En el analisis de halos de inhibicién, la pasta antibiotica y la nanopasta
antibidtica, presentaron diametros significativamente mayores que la pasta
CTZ de México®.

En conjunto, los resultados sugieren que, si bien las nanoparticulas de plata
no aumentaron la potencia antimicrobiana, si permiten mantener la eficacia
incluso con una menor concentracion de antibidtico, lo cual abre la posibilidad
de desarrollar formulaciones con menor carga farmacoldgica sin

comprometer su desempefio.

Finalmente, el estudio demuestra la importancia de evaluar la actividad
antimicrobiana mediante multiples parametros (halo de inhibicién, CMI,
CMB), ya que la difusidén en agar no siempre refleja la potencia inhibitoria o

bactericida real del antimicrobiano.
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ANEXO 1: Consentimiento informado
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
FACULTAD DE ESTOMATOLOGIA

Con fundamento en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacién para la Salud, titulo segundo. Capitulo I. De los Aspectos Eticos de
lalnvestigacion en Seres Humanos. Articulo 17, fraccion Il. Articulos 20 y 22. Titulo
Quinto, Capitulo unico. Investigacién para la Salud. Articulo 100, fraccion IV,
Articulo 102 y 103. NOM 012-SSA3-2012. Que establece los criterios para la
ejecucion de proyectos de investigacion para la salud en seres humanos en sus
numerales 10.6, 10.7 y 10.8. NOM 004-SSA3-2012 del expediente clinico en su

numeral 4.2.
SAN LUIS POTOSI, S.L.P. A DE DEL 20 .
Por medio de la presente, yo,
representante  legal y/o como de

acepto libre y voluntariamente participar en el

proyecto de investigacion que se realiza en el Doctorado en Ciencias Odontoldgicas
de la Facultad de Estomatologia de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi,
titulado “Incorporaciéon de nanoparticulas de 6xido de zinc y plata a una pasta
antibiética compuesta por cloranfenicol, tetraciclina y su eficacia
microbiolégica vs E. faecalis”. El| objetivo principal de esta investigacion
es incorporar nanoparticulas de oxido de zinc y plata a una pasta antibidtica
compuesta por cloranfenicol, tetraciclina evaluando su eficacia microbiolégica

contra E. faecalis recuperado de conductos necroticos de dientes temporales.
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Declaro que se me ha informado en forma verbal y sin presion alguna, de manera
amable, sencilla, clara y completa sobre los posibles inconvenientes y beneficios

derivados de mi participacion en este proyecto, el cual consiste en:

1. Aplicacidon de un cuestionario sobre datos personales y médicos.

2. Toma de muestra de tejido necrético del conducto radicular (tejido de
desecho).

Sé que la participacion en la toma de muestra de este estudio no representara un
riesgo y conservo el derecho de retirarme del estudio en el momento que considere
conveniente, sin que ello afecte la atencidn que reciba.

Se me ha dado toda la seguridad de que no me identificara en las publicaciones
que deriven del estudio y que los datos relacionados con mi privacidad seran
manejados en forma CONFIDENCIAL.

Tengo el conocimiento de que la informacion y los datos recopilados seran
utilizados con fines cientificos y se respetara la identidad de los pacientes.

Por lo anterior, firmo al margen y alcance para constancia y efectos que haya

lugar.

Nombre y firma del tutor del participante en el estudio:

Teléfono:

Nombre y firma de testigo 1:

Teléfono:

Nombre y firma de testigo 2:

Teléfono: -

Daniela Guzman Uribe
Investigador

Facultad de Estomatologia, UASLP
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