4 llh); g
f CAYETANO HEREDIA

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
DEL CEMENTO EXPERIMENTAL
PORTLAND ASOCIADO CON
NANOPARTICULAS DE PLATA EN
COMPARACION AL CEMENTO
PORTLAND Y EL BIODENTINE®
FRENTE AL Enterococcus faecalis
ATCC 29212 Y Candida albicans
ATCC90028

TESIS PARA OPTAR EL GRADO DE

MAESTRO EN ESTOMATOLOGIA

Wiliam Arturo Ramirez Mesias

Lima — Peru

2019






ASESOR

Mg. Esp. Carmen Rosa Garcia Rupaya

Departamento Académico de Medicina y Cirugia Bucomaxilofacial



DEDICATORIA

A mis padres Wiliam y Angélica por sus sabios consejos junto
CON su inmenso apoyo en mi pasion por la investigacion.
A mi hermano Miguel por su incomparable apoyo.

A mi mejor amiga Claudia por gran apoyo.



AGRADECIMIENTOS

A Dios por brindarme la vida y dandome tantas gratas experiencias.

A mis grandes asesoras la Dra. Carmen Rosa Garcia Rupaya y Mg. Dora
Maurtua Torres por su gran apoyo en la presente investigacion.

A mis grandes profesores Dra. Leyla Delgado Cotrina, Mg. Roberto Leon
Manco, Dr. Carlos Landauro Saenz y Dr. Justiniano Quispe Marcatoma y Mg.
Fred Montalvo Amanca que me apoyaron incondicionalmente y compartirme
sus grandes experiencias.

Ademaés, a mis grandes profesores y amigos Mg. Eduardo Quea Cahuana, Dr.
Rafael Morales Badillo, Dra. Maria del Carmen Manrique y la Lic. Marlene

Soto por su gran amistad y apoyo en este gran proyecto.



1.
V.

VI.

VII.
VIII.

XI.

INDICE DE CONTENIDOS

INTRODUCCION
PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION
[1.1. Planteamiento del problema
11.2. Justificacion
MARCO REFERENCIAL
OBJETIVOS
IV.1. Objetivo general
IV.2. Objetivos especificos
HIPOTESIS
MATERIALES Y METODOS
VI.1. Disefio del estudio
VI1.2. Grupo de estudio
V1.3. Muestra
V1.4. Criterios de seleccion
V1.4.1. Criterios de inclusion
V1.4.2. Criterios de exclusion
VI.5. Variables
VI1.6. Técnicas y procedimientos
VI.7. Plan de analisis
V1.8. Consideraciones éticas
RESULTADOS
DISCUSION
CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS

Pag.

g A~ W W

14
14
14
15
16
16
16
16
17
17
17
18
19
27
27
28
31
35
36
37



LISTA DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS
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. Agregado de Tridxido Mineral

Cemento a base de silicato de calcio

:  Cemento silicato de calcio
. Cemento Portland
: Nanoparticulas
: Nanoparticulas de plata
: Cemento Portland con Nanoparticulas de plata.
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. Enterococcus faecalis
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la actividad antimicrobiana del cemento experimental Portland
asociado con nanoparticulas de plata en comparacion al cemento Portland y el
Biodentine® frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Candida albicans ATCC
90028. Materiales y métodos: Se evaluo la actividad antibacteriana y antifungica del
cemento experimental Portland asociado con nanoparticulas de plata, el cemento
experimental Portland y el Biodentine® mediante la técnica difusion en agar en 40
placas Petri de Enterococcus faecalis y Candida albicans, asignandose 20 placas para
cada grupo, para la medicion de los halos de inhibicion de los cementos a las 24 y 48
horas. Resultados: Se encontré que el cemento experimental Portland asociado con
nanoparticulas de plata presento mayor zona de inhibicion que el cemento Portland y
el Biodentine® a las 24 y 48 horas; el Biodentine en comparacion al cemento Portland
presento una mayor zona de inhibicion. Conclusiones: ElI cemento experimental
Portland asociado con nanoparticulas de plata presenté un mayor halo de inhibicién en
la actividad antimicrobiana frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Candida
albicans ATCC 90028 que el cemento Portland y el cemento Biodentine® a las 24 y

48 horas estadisticamente significativo.

PALABRAS CLAVE: Actividad antimicrobiana, cemento Portland, Biodentine,

Silicato de calcio, Enterococcus faecalis, Candida albicans.



SUMMARY

Objective: To evaluate the antimicrobial activity of Portland experimental cement
associated with silver nanoparticles compared to Portland cement and Biodentine®
against Enterococcus faecalis ATCC 29212 and Candida albicans ATCC 90028.
Materials and methods: The antibacterial and antifungal activity of experimental
cement was evaluated Portland associated with silver nanoparticles, the Portland
experimental cement and the Biodentine® by the agar diffusion technique in 40 Petri
dishes of Enterococcus faecalis and Candida albicans, assigning 20 plates for each
group, for the measurement of the inhibition zones of the cements at 24 and 48 hours.
Results: Portland experimental cement associated with silver nanoparticles was found
to have a greater zone of inhibition than Portland cement and Biodentine® at 24 and
48 hours; Biodentine compared to Portland cement showed a greater zone of
inhibition. Conclusions: Portland experimental cement associated with silver
nanoparticles showed a greater halo of inhibition in antimicrobial activity against
Enterococcus faecalis ATCC 29212 and Candida albicans ATCC 90028 than Portland

cement and Biodentine® cement at 24 and 48 hours statistically significant.

KEY WORDS: Antimicrobial activity, Portland cement, Biodentine, Calcium

silicate, Enterococcus faecalis, Candida albicans.



I. INTRODUCCION

El interés por desarrollar nuevos materiales dentales que tengan propiedades ideales
siempre ha sido un gran desafio. Los cementos no han sido ajenos a este proceso
evolutivo. En 1878, el Dr. White quien publico el primer reporte de caso en
odontologia sobre el uso de un cemento a base de silicato de calcio llamado
comercialmente cemento Portland para terapias endodonticas como el relleno de
perforaciones de los conductos radiculares. Posteriormente, en 1993 el Dr. Torabinejad
y su coinventor Dean White en la Universidad Loma Linda (USA), obtuvieron la
patente de un material de uso en endodoncia a base de silicato de calcio, lo que llegd
a ser conocido como Agregado de Tridxido Mineral (MTA). EIl MTA® contiene una
formulaciéon de cemento Portland (CP) con un polvo radiopaco oxido de bismuto,
siendo similar al cemento Biodentine® que cuenta en su composicién un cemento a

base de silicato de calcio con un polvo radiopaco el 6xido de circonio.}*

A partir de alli su empleo se ha extendido en las diferentes especialidades
odontolégicas ya que cuenta con buenas propiedades bioldgicas, antimicrobianas, pH

alcalino, buena biocompatibilidad y promotor de la regeneracion ésea. 3°

Siendo estos cementos a base de silicato de calcio aplicados en numerosas terapias en
endodoncia como el recubrimiento pulpar y pulpotomia, sellado de perforaciones
radiculares, resorcidn interna y externa, apexificacion y relleno del extremo radicular
en cirugia endoddntica, debido a que son considerados biomateriales activos por su

capacidad de inducir una respuesta favorable por parte de los tejidos del huésped. °

Actualmente para muchos autores una de las principales desventajas de los cementos
a base de silicato de calcio de uso comercial como el MTA® y el Biodentine® es su

elevado costo y limitaciones encontradas en relacion a su actividad antimicrobiana



frente a bacterias y hongos; a nivel antibacteriano se considera al Enterococcus
faecalis y a nivel antifungico la Candida albicans, que son considerados
microorganismos presentes, con una alta resistencia y responsables de fracasos en los

tratamientos endoddnticos. %*

Diversos autores estan tratando de mejorar las propiedades de los cementos a base de
silicato de calcio buscando e incorporando nuevos aditivos con el fin de potenciar sus

bondades, siendo con mayor énfasis en su actividad antibacteriana y antiftingica. >’

Las nanoparticulas de plata (NaAg) han atraido significativamente el interés entre los
nanoproductos emergentes debido a sus propiedades Unicas y diversas aplicaciones en
nanomedicina debido a su actividad antibacteriana, antifingica y antiviral. Siendo
considerado actualmente una alternativa viable por su alto potencial para resolver el

problema de los microorganismos patdgenos resistentes. 81

Teniendo como objetivo del presente estudio el encontrar un material con un buen
potencial antimicrobiano; por lo cual se elabord un cemento experimental Portland
asociado a nanoparticulas de plata en comparacion al cemento Portland y el
Biodentine®, frente a cepas del Enterococcus faecalis ATCC 29212 y la Candida

albicans ATCC 90028.



Il. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION
11.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ciencia de los materiales odontoldgicos esta en un gran proceso de evolucion por
encontrar un cemento dental especialmente en el area de endodoncia, con excelentes

propiedades fisicas, quimicas, biologicas y antimicrobianas en la cavidad bucal. **

Diversos analisis realizados respecto a la composicion quimica del Agregado de
Trioxido Mineral (MTA®) y el cemento Biodentine® demostraron que ambos cuentan
principalmente con una matriz de silicato de calcio; ademas que dicha matriz se
encuentra en un gran porcentaje en el cemento Portland que es empleado en el area de

la Ingenieria Civil.

En el presente estudio se encontrd a un cemento Portland nacional que cuenta con una
matriz de silicato de calcio que posteriormente fue asociado con nanoparticulas de
plata debido a sus buenas propiedades para mejorar su actividad antibacteriana y
antifangica frente al Enterococcus faecalis y Candida albicans respectivamente, que
han demostrado ser los microorganismos mas prevalentes, resistentes y responsables
de muchos fracasos en los tratamientos endoddnticos. Siendo comparado con uno de
los cementos comerciales mas utilizados el Biodentine® un material que también

cuenta con una base de silicato de calcio. >

Es por ello que se plantea la siguiente la pregunta de investigacion ¢Cudl sera la
actividad antimicrobiana del cemento experimental Portland asociado con
nanoparticulas de plata en comparacion al cemento Portland y el cemento Biodentine®
frente a cepas del Enterococcus faecalis ATCC 29212 y la Candida albicans ATCC

900287



11.2. JUSTIFICACION

El presente estudio es original debido a que obtuvo una contribucién en el &mbito del
desarrollo, debido a que se elabord un cemento experimental Portland a base de silicato
de calcio asociado con nanoparticulas de plata, que Ilegd a tener una mejor actividad
antibacteriana y antifungica frente al Biodentine® y que actualmente es considerado
el material “gold estandar” en diversos tratamientos odontoldgicos a nivel

endodontico.

Es de relevancia cientifica debido a que se propuso un cemento experimental Portland
con nanoparticulas de plata que contd con una matriz de silicato de calcio y con buenas
propiedades antibacterianas y antifungicas en comparacion al Biodentine®, por lo que
puede generar nuevas investigaciones frente a otros microorganismos relacionados a

patologias orales.

Posteriormente en conjunto a otras investigaciones, evaluando sus otras propiedades
bioldgicas, fisicas y mecanicas de este cemento experimental que cuenta con una base
de silcito de calcio que podria generar un posible cemento dental para su utilizacion

en la comunidad odontoldgica.



I11. MARCO REFERENCIAL

Existen diversos patdgenos relacionados con las infecciones endodonticas y diversos
estudios encuentran microorganismos presentes en las lesiones apicales como la
Porhyromonas spp, Fusobacterium nucleatum, Streptococos Anginosus spp Y
Actinomices spp, siendo bacterias anaerobias, en condiciones aerdbicas y anaerobicas
facultativas tenemos cepas de Enterococos, Pseudomonas y otras especies entericas.
Ademas, se encuentran cepas de hongos pertenecientes al género Candida; siendo
estos microorganismos relacionadas con la resistencia de infecciones y la presencia de
infecciones secundarias. 10

Se tiene microorganismos con una alta resistencia y una gran capacidad de adaptacién
a medios no favorables como el Enterococcus faecalis que pertenecen al grupo de
bacterias Gram-positivas, con forma de cocos o en pares (diplococos), consideradas
bacterias anaerobias facultativas que se caracterizan por su capacidad de soportar
concentraciones de 6,5% de hipoclorito de sodio (NaCl), debido a su pH alto y
capacidad para hidrolizar la bilis esculina. *2

La prevalencia del grupo de los Enterococcus faecalis estd en aumento; pudiendo ser
debido a la resistencia a los antimicrobianos, el uso de desinfectantes y su capacidad
para formar biofilm que aumentan su factor de virulencia. 13 Pueden ser capaces de
producir lesiones periapicales, por su capacidad de invadir los tabulos dentinarios, y
llegar a poder permanecer en un estado inactivo en condiciones anaerobias.'%*

La Candida albicans es considerado un microorganismo oportunista presentes en
diversas patologias endoddnticas como necrosis pulpar y periodontitis apical. Las
especies de Candida poseen multiples factores de virulencia que ayudan a la invasién
del tejido huésped e inactiva mecanismos de defensa del huésped. Siendo los

principales factores de virulencia de Candida albicans sus enzimas proteinasa y



fosfolipasa que provocan la inhibicion de la fagocitosis y los procesos de degradacion
de inmunoglobulinas en su matriz extracelular, ademas con su interaccién hidrofobica
siendo importante en la adherencia de patdgenos y su capacidad de estar en

condiciones reducidas de oxigeno y anaerdbicas. >

Debido a su alta prevalencia y resistencia de estos microorganismos se le realizan
diversos estudios in vitro e in vivo, para poder inhibir y eliminar los patdgenos
relacionados a las enfermedades endodonticas; por lo que se necesitan el uso de
agentes como vehiculos y/o cementos que cuenten con una gran capacidad
antibacteriana y antiftingica. '

Por lo que los cementos a base de silicato de calcio son una alternativa que se viene
utilizando en diversos tratamientos de endodoncia, contando con diversas propiedades
y particularmente por su buena actividad antimicrobiana.

Los cementos a base de silicato de calcio (CBSC), se clasificaron a partir del Inglés
Joseph Aspdin quien fue un fabricante de cemento, que obtuvo la patente del cemento
Portland el 21 de octubre de 1824. El primer uso reportado del cemento Portland en
literatura dental se remonta a 1878, cuando el Dr. Witte en Alemania publicd un

reporte de caso sobre el uso de Cemento Portland para llenar los conductos radiculares.

18-20

Es aqui donde afios mas tarde se introduce el término cemento silicato de calcio (CSC)
donde se refiere a toda la familia de cementos a base de silicato de calcio, basdndose
en gran medida en los componentes del cemento Portland (silicato de di- y tri-calcio,
Al y Fe-silicatos). Teniendo propiedades importantes como la capacidad de fijar y
sellar en ambientes humedos y contaminados con sangre, biocompatibilidad,
propiedades fisicas, quimicas, bioldgicas y antimicrobianas adecuadas. Ademas, se

utilizan estos cementos a base de silicato comlUnmente en procedimientos de

6



endodoncia que implican la regeneracion pulpar y la reparacion del tejido duro, tal
como recubrimiento de la pulpa, pulpotomia, apexogénesis, apexificacion, reparacion
de perforaciones, y rellenos de raiz. La capacidad del CSC para promover depdsito de
calcio-fosfato sugiere su uso para la remineralizacion de la dentina y la regeneracion

de tejidos.20%

A partir del uso clinico del cemento Portland, seria una alternativa al Biodentine en
procedimientos de endodoncia. Por lo que el cemento Portland tiene un menor costo y
es de facil acceso, que son factores importantes en los paises en desarrollo?® debido a
que cuenta con una matriz principal de silicato tricalcico (3CaSiOy), silicato dicalcico
(2CaSiOy) a diferencia del Biodentine que cuenta con el oxido de circonio como agente

radiopacificador y el cloruro de calcio como un agente acelerador. 24?7

Siendo el cemento Portland un compuesto a base de silicato de calcio, teniendo
componentes muy similares a los de MTA, excepto por la presencia del agente
radiopacificador oxido de bismuto (Bi203) y en el Biodentine como agente
radiopacificador al oxido de circonio.?” La biocompatibilidad del cemento Portland y
Biodentine fue verificado por varios estudios y es basicamente atribuible a la

formacion de hidroxido de calcio después de su hidratacion. 2627

Ambos materiales parecen casi idénticos macroscépicamente y microscopicamente
por difraccidn de rayos X, no se ha mostrado diferencias en los efectos bioldgicos en
varios estudios, sin embargo, ambos materiales no son exactamente lo mismo ya que
Biodentine contiene una menor cantidad de sulfato de calcio y estd compuesto por
particulas méas pequefias y se le incorporo el 6xido de circonio para mejorar la

radiopacidad. 283



Las nanoparticulas son consideras una alternativa viable al uso de antibidticos por su
alto potencial para resolver el problema de la aparicion de resistencia a multiples
farmacos.®! La plata siempre ha sido ampliamente utilizada contra diversas
enfermedades; en el pasado se encontr6 su uso como un buen antiséptico y
antimicrobiano contra diversas bacterias Gram-positivas y Gram-negativas y especies

de hongos. 3%

Las nanoparticulas de plata (NaAg) han atraido un gran interés en los nanoproductos,
debido a sus buenas propiedades y su creciente utilizacién en diversas aplicaciones en
nanomedicina.®233 Las nanoparticulas de plata se estan utilizado como un buen agente
antibacteriano, antiftingico y antiviral frente a diversos microorganismos 3! y siendo
consideradas atractivas para su produccion por su baja citotoxicidad en bajas

concentraciones.

El mecanismo de accion de las nanoparticulas de plata sobre los microorganismos adn
no es del todo comprendido. Existen reportes que sugieren que la actividad
antimicrobiana es debido a una atraccion electrostatica entre la carga negativa de las
células microbianas y la carga positiva de las nanoparticulas de plata. Se cree que su
alta afinidad por los grupos sulfuros o fosféricos de la membrana celular es la clave
para la propiedad antimicrobiana, seguido ademas de la liberacidn de iones plata que
contribuye a la actividad antimicrobiana. Las nanoparticulas de plata se unen a la
superficie de la membrana celular, interfiriendo en sus actividades principales;
permeabilidad y respiracion. Los microorganismos pierden la capacidad de replicacion
de su ADN Yy las proteinas celulares se inactivan. Debido a su nanoestructura que esta
en intima relacion con su actividad antimicrobiana por la interaccién de las
nanoparticulas de plata con las superficies microbianas llega a provocar la

inestabilidad en la membrana celular y previene la replicacion del ADN. 3334

8



Es por tal motivo que se realizd esta investigacion, para asociar al cemento
experimental Portland que cuenta con una matriz de silicato de calcio que le brinda
buenas propiedades antimicrobianas y asociandolo a las nanoparticulas de plata que
cuentan con excelentes propiedades antibacterianas y antifingicas por sus iones de

plata y tamafio manomeétrico.

ANTECEDENTES

Guerreiro-Tanomaru et al. (2012), evaluaron la actividad antimicrobiana del
cemento Portland por si solo y en asociacion con diferentes materiales
radiopacificadores: Oxido bismuto, Oxido de circonio, Tungstato de calcio y cemento
Oxido de zinc (ZOE), mediante la prueba de difusiéon en agar usando las siguientes
cepas: Micrococcus luteus, Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans y después de 24 horas se midieron el
halo de inhibicién, ademé&s analizaron los cambios de pH inducidos12, 24, 48, y 72
horas usando un medidor de pH. Encontrando que todas las especies microbianas
fueron inhibidas por los cementos evaluados y observando que todos los materiales
compuestos de CP con agentes radiopacificadores promovieron el aumento del pH

similar al cemento Portland puro. ¥

Samiei et al. (2013), determinaron la actividad antimicrobiana del Agregado de
Trioxido Mineral blanco (MTA Angelus) y la mezcla de MTA asociado con
nanoparticulas de plata (NaAg/ 1%), mediante la técnica de difusién en agar contra

Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Candida

9


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samiei%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24171023

albicans. Encontrando que para Enterococcus faecalis, Candida albicans, y
Pseudomona aeruginosa, la zona de inhibicion microbiana de MTA/NaAg era
significativamente mayor que la del MTA, concluyendo que la adicion de

nanoparticulas de plata al MTA mejoro su actividad antimicrobiana.

Aguila et al. (2014), estudiaron la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de
plata frente al Enterococcus faecalis mediante la técnica de Microdilucion en
miniplacas de 96 pocillos en cultivos de Enterococcus faecalis frente a las
nanoparticulas de plata de 10nm diluidos en 0.02 mg/ml de agua destilada, utilizando
como control positivo el hipoclorito de sodio y como control negativo agua destilada.
Este estudio encontré que las nanoparticulas de plata presentan buena actividad

antimicrobiana, siendo mayor a las 48 horas de la incubacion. '

Bahador et al. (2015), evaluaron la actividad antibacteriana del Agregado Trioxido
Mineral (MTA) asociado con nanoparticulas de plata (NanoAg) en diferentes
concentraciones 6.25 ppm, 12.5 ppm y 25 ppm) contra cuatro tipos de patdégenos
anaerdébicos Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia, mediante la prueba de difusion en
agar (PDA). Los hallazgos de este estudio muestran que las nanoparticulas de plata
mejoran la actividad antimicrobiana del MTA de manera significativa dependiendo del
tipo de bacterias, concluyendo que (MTA/ NanoAg) mostré efecto inhibitorio

significativamente mayor que era dependiente del tiempo y de la dosis.®

10



Poggio et al. (2015), evaluaron y compararon la actividad antimicrobiana mediante
la prueba de difusion en disco de agar con seis materiales diferentes para cubrir la
pulpa: Dycal, Calcicur, Calcimol, TheraCal LC, MTA Angelus, Biodentine frente a
las cepas de Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguis y Streptococcus mutans
y midieron las zonas de inhibicion de los materiales de recubrimiento pulpar,
encontrando que los materiales basados en MTA indujeron zonas de inhibicion de
crecimiento méas bajas y que los materiales basados en hidréxido de calcio que

presentan una mayor actividad antibacteriana.®

Bhavana et al. (2015), estudiaron las propiedades antibacterianas y antifingicas del
cemento a base de calcio Biodentine, en comparacion al cemento de lonémero de
vidrio (GIC) y el Agregado de Tridxido Mineral (MTA) frente a cuatro cepas
microbianas orales: Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli y
Candida albicans, mediante el método de difusion en agar a las de 24 y 72h. Hallando
que la actividad antimicrobiana del Biodentine, presento zonas de inhibicion mayor en
los microorganismos de estudio en comparacion al GIC y el MTA a lo largo del
tiempo, siendo significativamente mayor para Enterococcus faecalis, Candida

albicans, y Escherichia coli. 2

Ozyirek y Demiryiirek (2016), compararon la actividad antimicrobiana del
Agregado de Trioxido Mineral (MTA) y Biodentine, mediante la prueba de difusion
en agar frente a las cepas Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli y Enterococcus faecium a las 24h evaluaron los didmetros de las

zonas de inhibicion. Teniendo al Biodentine frente al Escherichia coli y

11



Staphylococcus aureus; ellos encontraron que halos de inhibicion eran
significativamente méas grandes que las zonas formadas por MTA-Angelus; sin
embargo, las zonas de inhibicion formadas por MTA contra Pseudomonas
aeruginosa,y Enterococcus faecium fueron més grandes que las zonas formadas por

Biodentine.?

Vazquez et al. (2016), estudiaron al Agregado de Trioxido Mineral (MTA) y cemento
Portland (CP) asociado con nanoparticulas de circonio (NanoZrO2). En esta
investigacio, evaluaron la radiopacidad, el tiempo de fraguado, el pH, la resistencia a
la compresion y la solubilidad y para la actividad antibacteriana realizaron la prueba
de contacto directo contra un biofilm de Enterococcus faecalis inducida en dentina de
raiz bovina durante 14 dias; teniendo los siguientes grupos: 1.MTA, 2. PC 70% + ZrO2
30%, 3. MTA + NanoAg. Los resultados de este estudio mostraron que la adicion de
NanoAg al MTA aumentd el pH, disminuyo la solubilidad y los tiempos de fraguado
inicial y final. La adicién de NanoAg/ ZrO2 al CP mantuvo el pH, disminuyo la
solubilidad y aument6 el tiempo de fraguado y la resistencia a la compresion. Hallando
que la adicion de AgNPs promovié un aumento en la actividad antibacteriana para los
cementos de silicato de calcio y favoreci6 las propiedades fisicoquimicas y mecanicas

de los materiales.?

Jonaidi-Jafari et al. (2017), estudiaron la actividad antimicrobiana de la adicion de
las nanoparticulas de plata (NanoAg) con el Agregado de Tridxido Mineral (MTA) y
la mezcla enriquecida con calcio (CEM), frente a cinco microorganismos Escherichia

coli, Actinomyces, Streptococcus mutans, Candida albicans y Enterococcus faecalis,

12



durante las 0, 24, 48, 72 y 96 horas. Encontrando que el MTA y CEM tuvieron
actividad antibacteriana en todas las cepas de microorganismos, a excepcion del
Enterococcus faecalis, pero en la combinacion de la NanoAg con los cementos

presentaron una mejor actividad antimicrobiana significativamente.?

Zand et al. (2017), evaluaron la reaccidn tisular y biocompatibilidad del Agregado de
Trioxido Mineral (MTA) con/sin nanoparticulas de plata (NanoAg) en tubos de
polietileno en tejidos subcutaneos de ratas a los 7, 15, 30, 60 y 90 dias, encontrando
que la incorporacién de 1% de nanoparticulas de plata al MTA no afecta la reaccién

inflamatoria del tejido subcutaneo en modelos de rata.?*

Samiei et al. (2018), determinaron la genotoxicidad del Agregado de Trioxido Mineral
(MTA), asociado con nanoparticulas de plata e hidrogeno fosfato disédico en
diferentes concentraciones. Para la evaluacion de la mutagenicidad de los materiales
experimentales, encontrando que los materiales ensayados mejoraron la asociacion del
Agregado de Trioxido Mineral fue mejor con las nanoparticulas de plata, seguido del

hidrogeno fosfato disédico en relacion a su bioconpatiobilidad y mutagenicidad.?
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IV. OBJETIVOS

IV.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad antimicrobiana del cemento experimental Portland asociado con
nanoparticulas de plata en comparacion al cemento Portland y el Biodentine® frente

al Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Candida albicans ATCC 90028.

IV.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar y comparar la actividad antibacteriana del cemento experimental
Portland asociado con nanoparticulas de plata, cemento Portland y Biodentine® a
las 24 y 48 horas frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212.

2. Determinar y comparar la actividad antifungica del cemento experimental Portland
asociado con nanoparticulas de plata, cemento Portland y Biodentine® a las 24 y

48 horas frente a Candida albicans ATCC 90028.
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V. HIPOTESIS
La actividad antimicrobiana del cemento experimental Portland asociado con

nanoparticulas de plata presentara un halo de inhibicion mayor que el cemento

Portland y el cemento Biodentine®.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1. DISENO DEL ESTUDIO

El estudio fue de tipo experimental in vitro.

V1.2. MUESTRA

Para calcular el tamafio de la muestra se realizé una prueba piloto, usando el 10% del
tamafio de muestra del articulo base Guerreiro-Tanomaru® resultando 3 placas Petri
por grupo para evaluar la actividad antimicrobiana con los tres cementos de estudios.
Después de realizar la prueba piloto se aplicé la formula estadistica para la
comparacion de dos medias y con ello se determino el tamafio definitivo del grupo de

estudio experimental.

n= 2(Za + ZB)% * S?

Donde:

n = especimenes necesarios en las muestras.

Za = valor Z correspondiente al riesgo deseado.

Z = valor Z correspondiente a la potencia de la prueba.

S2 = varianza de la variable cuantitativa que tiene el grupo de referencia.

d = valor minimo de la diferencia que se desea detectar (datos cuantitativos).
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Nivel de confianza del 95%, poder estadistico de 90%, varianza de 0.50, nivel de
significancia de 0.05 y precision (d) de 1.
Se determind que se necesitaba una muestra de 10 placas petri (ajustada a las pérdidas)

para cada grupo experimental, siendo un total de 40 placas petri.

Las muestras fueron divididas en cuatro grupos:
e Cemento experimental Portland asociado con nanoparticulas de plata
e Cemento Portland
e Cemento control positivo: Cemento Biodentine®

e Control Negativo: Agua destilada

VI.3. CRITERIOS DE SELECCION

VI.3.1. CRITERIOS DE INCLUSION
e Placas petri identificadas con cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212.

e Placas petri identificadas con cepas de Candida albicans ATCC 90028.

V1.3.2. CRITERIOS DE EXCLUSION
e Placas petri con cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212 contaminadas.

e Placas petri con cepas de Candida albicans ATCC 90028 contaminadas.
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VI1.5. VARIABLES (ANEXO 1)

VARIABLE DEPENDIENTE

Actividad antimicrobiana: Capacidad de las sustancias de inhibir e suprimir el
crecimiento los microorganismos. Variable con dos dimensiones: actividad
antibacteriana y actividad antifungica, tipo cuantitativa, continda medida escala de

razén, unidad de medida sera el didmetro del halo de inhibicion en milimetros (mm).

VARIABLE INDEPENDIENTE

Cementos a base de silicato de calcio: Cementos de relleno que cuentan con una
matriz principal a base de silicato di-calcico y tri-calcico. Variable de tipo cualitativa,
medida en escala nominal politomica, los indicadores serdn: 1. Cemento Portland

Blanco 2. Cemento Agregado de trioxido mineral ®.

COVARIABLE

Tiempo: Es el tiempo transcurrido desde la incubacion microbioldgica de los
cementos experimentales que fueron previamente inoculado en las placas petri a las
24 y 48 horas. El indicador es el tiempo transcurrido. Es de tipo cualitativa, de escala
ordinal y los valores la medida de los halos de inhibicion con el uso de un pie de rey

digital, la primera toma fue a las 24 horas y la segunda toma a las 48 horas.
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VI1.6. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

METODO:

El método a seguir fue la técnica de difusion en agar para evaluar la actividad
antibacteriana y antifungica; en donde se observé los cambios en el diametro del halo
de inhibicion del Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Candida albicans ATCC

90028 frente a los cementos a base de silicato de calcio.

AUTORIZACIONES Y COORDINACIONES:

Se realizaron los procedimientos para la elaboracion y caracterizacion quimica de los
cementos a base de silicato de calcio: Cemento experimental Portland asociado con
nanoparticulas de plata, cemento Portland y el Biodentine® se realiz6 en el laboratorio

de fisica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. (Anexo 2)

Para los procedimientos de la actividad antibacteriana y actividad antifungica de los
cementos a base de silicato de calcio, se realizaron en el Laboratorio Analisis

Microbioldgicos y con apoyo de la Universidad de San Martin de Porres. (Anexo 2)

CAPACITACION AL INVESTIGADOR

Se realizé un entrenamiento en el sembrado de las cepas en placas petri (medios de
cultivo selectivos para bacterias y hongos). Todo el procedimiento estuvo bajo la
supervision de un especialista encargado del laboratorio de Microbiologia. Debido a
que se midieron los halos de inhibicion que muestran la actividad antimicrobiana de
los cementos a base de silicato de calcio (variable cuantitativa) y para que no existan

diferencias entre las mediciones del microbidlogo y del investigador se realizo el
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coeficiente Kappa, obteniendo un coeficiente de 0.9 en la medicion de los halos de

inhibicion, siendo previamente realizada antes de la ejecucion del trabajo.

INSTRUMENTOS

Se utilizo las fichas de recoleccion de datos; en donde se anotaron cambios en el
diametro del halo de inhibicion del Enterococcus faecalis ATCC 29212 y la Candida
albicans ATCC 90028 frente los cementos experimentales: cemento experimental
Portland asociados con nanoparticulas de plata, como grupo comparativo el cemento
Portland, el grupo utilizado como comparativo e control positivo al Biodentine y como
un control negativo fue el agua destilada. La lectura de las medidas de los halos de
inhibicidn se realiz6 con un pie de rey digital: Absolute Digimatic- Mitutoyo. (Anexo

3)

ADQUISICION Y ELABORACION DE LOS CEMENTOS A BASE DE
SILICATO DE CALCIO

Para la elaboracién del cemento experimental Portland fue con la obtencién del
cemento Portland blanco por (Comacsa® S.A., Pert); para el proceso de seleccion y
almacenamiento de sus compuestos quimicos se realizé en condiciones estériles y
bioseguridad en el laboratorio de fisica de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos.

En cuanto a la elaboracion del cemento experimental Portland asociado con
nanoparticulas de plata. Primeramente, se obtuvo el cemento Portland blanco por
(Comacsa® S.A., Pert) y las nanoparticulas de plata por (Sigma Aldrich®, USA),

posteriormente se realizo el proceso de asociacion de los compuestos con su respectiva
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concentracion en una balanza analitica de precision (Cemento experimental Portland
99% -Nanoparticulas de plata 1%), basandonos esta concentracién de compuestos

segun estudios realizados por Samiei.® (Anexo 4)

ANALISIS DE QUIMICO ELEMENTAL DE LOS CEMENTOS A BASE DE
SILICATO DE CALCIO CON DIFRACCION DE RAYOS X.

El analisis de los compuestos quimicos se realiz6 usando la técnica de Analisis
Quimico Elemental por medio del equipo de Difraccion de Rayos X.

Los cementos de estudio fueron: 1.Cemento experimental Portland asociado con
nanoparticulas de plata. 2. Cemento Portland. 3. Cemento Biodentine, se colocaron un
1gr de su componente polvo en un disco de titanio, posteriormente se llevo al equipo
de Difraccion de Rayos X (BrukerASX X-ray) del Laboratorio de Fisica de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos para la evaluacion de sus compuestos

quimicos presentes. (Anexo 5)

En el analisis de compuesto quimico por medio del equipo de Difraccion de Rayos X
de los cementos de estudio, se encontrd que el cemento Portland puro estd compuesto
principalmente por Alite o silicato de calcio en un 83.5%, carbonato de calcio
magnesio con 10.2%; el cemento experimental Portland asociado con Nanoparticulas
de plata teniendo en su composicion Alite con un 80.3%, carbonato calcio cloruro
magnesio con 14.6% y nanoparticulas de plata un 1% y el cemento Biodentine
compuesto por Alite 60.3%, carbonato de calcio 30.4% y Oxido de circonio en un

9.3%.
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Se observo que los cementos de estudio: el cemento Portland, cemento experimental
Portland asociado con nanoparticulas de plata y el cemento Biodentine; cuentan con

una matriz de silicato de calcio en comun. (Anexo 6 (Graficos 1-2; Cuadro 1)

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Las cepas de los microorganismos ATCC de Enterococcus faecalis ATCC 29212 y de
Candida Albicans ATCC 90028, se adquirieron por Gen Lab® que fueron
transportadas al laboratorio de Microbiologia de Andlisis Microbiolégico para su

reactivacion. (Anexo 7)

REACTIVACION DE LAS CEPAS

Para reactivar la cepa del Enterococcus faecalis ATCC 29212 se realizé por el medio
de cultivo utilizado fue el Agar Bilis Esculina, incubandose a 37°C por 72 horas en
condiciones de aerdbicas. De igual manera se realizd la reactivacién de Candida
albicans ATCC 90028 en agar Sabouraud, con 48 horas de incubacion a 37°C en el

laboratorio de Microbiologia de Analisis Microbioldgicos.

Replicacion de las cepas

La cepa del Enterococcus faecalis ATCC 29212, se prepard el medio Agar tripticasa
soya (TSA) colocandose en las placas petri y se procedio6 a incubar por 24 horas a 37°C
para realizar la prueba de esterilidad del medio de cultivo para la observacion de
ausencia de microorganismos. Luego se procedio a obtener una muestra de colonias
Enterococcus faecalis con una asa de siembra y finalmente se sembro en el medio TSA

y dejandolo a incubar por 24 horas a 37°C para su crecimiento.
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La cepa de Candida albicans ATCC 90028, se preparé el medio Agar Sabouraud (AS)
colocandose en las placas petri y se procedio a incubar por 24 horas a 37°C para
realizar la prueba de esterilidad del medio de cultivo para la observacion de ausencia
de microorganismos. Luego se procedio a obtener una muestra de colonias Candida
albicans con un asa de siembra y finalmente se sembré en el medio AS y dejandolo a

incubar por 48 horas a 37°C para su crecimiento. (Anexo 7)

PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

Candida albicans ATCC 90028, se utilizd las pruebas de confirmacion: Medio
selectivo CHROMagar-Candida, prueba bioquimica de tubo germinativo con plasma
y la coloracion Gram. (Anexo 8)

Para la identificacion de Candida albicans ATCC 90028 por coloracion Gram, se
utilizé una ldmina portaobjeto, para lo cual se coloco una gota de agua destilada junto
a una pequefia cantidad de colonias de Candida albicans con ayuda del asa de siembra
y finalmente se procedio a la coloracion GRAM. Se observo al microscopio éptico con
objetivo de 40X células levaduriformes ovaladas de 3 a 5 micrometros.

En la prueba del tubo germinativo, se suspendi6 un inoculo de la cepa pura de Candida
albicans en 0.5ml de suero de conejo. Se incubo a 37C por 3 horas, pasado ese tiempo
se observo al microscopio con objetivo de 40X. Se considerd como prueba positiva al
visualizar una estructura elongada, fina y de paredes paralelas que se origina en la
levadura.

La prueba en Agar cromogenico Candida, las cepas de Candida albicans fueron
sembradas por el medio CHROMagar Candida, incubandose a 37C por 48 horas para

su crecimiento. Se consider6 como prueba positiva a Candida albicans por el

23



crecimiento de colonias de un color verde, forma ovoidales, redondeadas, elevadas y

de bordes enteros.

Enterococcus faecalis ATCC 29212, se utiliz las pruebas de confirmacion: Medio
selectivo el agar bilis esculina, prueba quimica de Catalasa y la coloracion Gram.
(Anexo 8)

Para la identificacion de levaduras Enterococcus faecalis ATCC 29212 por coloracion
Gram, se utiliz6 una lamina portaobjeto, para lo cual se colocd una gota de agua
destilada junto a una pequefia cantidad de colonias de Enterococcus faecalis con ayuda
del asa de siembra y finalmente se procedio6 a la coloracion GRAM. Se observo al
microscopio Optico con objetivo de 100X, observando cocos Gram positivos que se
disponen en parejas y en cadenas cortas.

En la prueba de catalasa, se realiz6 con el asa de siembra la inoculacion de una colonia
de bacterias de Enterococcus faecalis en la ldmina portaobjeto que contenia una gota
de peroxido de hidrogeno y se procedid a realizar un proceso de agitacion; para
observar la aparicion de burbujas que indican la presencia de la enzima catalasa y
diferenciar las  especies de Streptococcus que  son catalasa  negativa
y Staphylococcus que son catalasa positivo. Encontrando Enterococcus faecalis es una

catalasa negativo por la ausencia de burbujas en la reaccion.

En la prueba de agar bilis esculina, se prepard medio Bilis esculina en tres placas Petri,
luego se procedio a realizar el sembrado de cepas aisladas de Enterococcus faecalis
incubandose a 37C por 48 horas; se consider6 como prueba positiva el cambio del

medio a un color a negro debido a la formacion de glucosa y esculetina.
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MEDIO DE CULTIVO PARA EL ENFRENTAMIENTO ANTIMICROBIANO
Los indculos de las cepas de estudio, se prepararon a partir de las colonias aisladas de
Candida albicans y Enterococus faecalis en el medio de cultivo Caldo tripticasa soya
(TSB) por 24 horas y se llevo a ajustar la turbidez con el espectrofotometro de
absorbancia a 0.5 Mac Farland.

Para el enfrentamiento antimicrobiano se prepararon los medios de cultivo Agar
Muiiller-Hinton para Enterococus faecalis y Agar Muller-Hinton con glucosa al 2% y
azul de metilo para Candida albicans. Posteriormente los inoculos se extrajeron 100
microlitros con una micropipeta y se colocaron en las placas Petri, para realizar la
diseminacion con ayuda del asa digralsky en toda la superficie y dejandolo secar unos

10 minutos. (Anexo 9)

PRUEBA DEL ENFRENTAMIENTO ANTIMICROBIANO DE LOS
CEMENTOS A BASE DE SILICATO DE CALCIO

En el presente trabajo una vez solidificado el medio y sembrado de los
microorganismos, se procedid a marcar con un plumon indeleble 4 espacios en la placa
petri, con la ayuda de un perforador estéril de acero inoxidable y el asa de siembra se
realizd los espacios con un didmetro de 6mm de separacion en posiciones equidistantes
entre ellos. Siendo para la colocacion de los cementos experimentales con sus
controles respectivos cemento experimental Portland 99% asociado con 1% de
nanoparticulas de plata, cemento Portland, Cemento Biodentine® como control
positivo y agua destilada como control negativo. Para el proceso de mezclado de los
cementos experimentales se utilizé una platina de vidrio colocando 0.28 gramos del
material de prueba con una gota de agua destilada, para la union de los compuestos se

utilizé una espatula metélica; y en el caso del control negativo se inoculo 100
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microlitros de agua destilada con una micropipeta. Posterior a ello se llevaron las
placas Petri a incubar por los periodos de tiempos de 24 horas y 48 horas a 37°C;
posteriormente se procedié a la lectura de los halos de inhibicion con un pie de rey con

pantalla digital Mitutoyo. (Anexo 10)
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VI.7. PLAN DE ANALISIS

Se realizo el anélisis estadistico con el paquete estadistico SPSS version 22.0. Los
datos se analizaron mediante la prueba estadistica ANOVA vy se realizé la prueba de
normalidad de Shapiro Will para observar si los datos se encontraban en distribucion
normal y para comparar las diferencias entre los cementos de estudio se realizo la

prueba de Tukey.

V1.8. CONSIDERACIONES ETICAS

Se solicit6 la autorizacion del comité de ética de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia. (Anexo 12)

El desecho de las muestras en el presente estudio se realizo en base a los criterios del

Centro de Control de Enfermedades (CDC).
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VII. RESULTADOS

En el presente estudio se evalud un total de 40 placas petri que fueron distribuidos en
dos grupos de Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Candida albicans ATCC 90008
que fue analizado a las 24 y 48 horas frente a los cementos a base de silicato de calcio:
Cemento experimental portland asociado con nanoparticulas de plata (CP/NaAg),
cemento Portland (CP), cemento Biodentine (CB) como el grupo control positivo y

agua destilada como el grupo control negativo.

Se analizé la actividad antibacteriana, mediante la técnica de Difusion en Agar del
Enterococcus faecalis ATCC 29212 frente a los cementos a base de silicato de calcio.
El cemento experimental Portland asociado con nanoparticulas de plata a las 24 horas
de su aplicacion, presento una mayor actividad antibacteriana con halos de inhibicion
de 14.51mm y el cemento Biodentine presento un promedio mayor de 12.92mm en
comparacion al cemento Portland con 11.04mm. En el grupo de las 48 horas también
se encontré una mayor actividad antibacteriana por parte del cemento experimental
Portland asociado con nanoparticulas de plata en todos los grupos con promedio de
14.89mm vy el cemento Portland con 12.30mm presento una menor actividad

antibacteriana con el cemento Biodentine con un 13.21mm.

Encontrando que el cemento experimental Portland asociado con nanoparticulas de
plata presento una mayor actividad antibacteriana en comparacion al cemento Portland
y el cemento Biodentine con una diferencia estadisticamente significativa a las 24

horas y 48 horas después de su aplicacién, mediante la prueba de Tukey. (Tabla 1)
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Tabla N°1. Actividad antibacteriana del Enterococcus faecalis ATCC 29212 frente

a los cementos a base de silicato de calcio a las 24 y 48 horas.

Cemento 24 Horas 48 Horas 0*
X DE p** X DE p**

C.E.Porland + NaAg 1451 0.89 14.89 1.21a 0.44
Cemento Portland 11.04 0.79 <0.01 1230 0.81 <0.01 <0.01
Cemento Biodentine 1292 0.71 13.21 0.71 0.37
X: Promedio.
DE: Desviacion estandar.
*Prueba de T Student.
**Prueba de Anova.
Prueba de Tukey (p<0.05):

Diferencia estadisticamente significativa

La actividad antifungica se analizd mediante la técnica de Difusion en Agar de
Candida albicans ATCC 90028, se compararon los promedios del halo de inhibicion

de los cementos a base de silicato de calcio a las 24 y 48 horas.

El cemento experimental Portland asociado con nanoparticulas de plata a las 24 horas
de su aplicacion, presento una mayor actividad antifingica con halos de inhibicién de
14.27mm con los grupos de estudio. EI cemento Biodentine tuvo halos de inhibicion

de 12.86mm en comparacién al cemento Portland con promedio de 12.26mm.

A las 48 horas también se encontré una mayor actividad antifungica por parte del
cemento experimental Portland asociado con nanoparticulas de plata con promedio de
15.31mm en todos los grupos y el cemento Portland con un promedio 13.28mm
presento una menor actividad antifungica con el cemento Biodentine con un halo de

inhibicion 13.22mm.
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Se encontro una mayor actividad antifungica estadisticamente significativa utilizando
el cemento experimental Portland asociado con nanoparticulas de plata al cemento

Portland y el cemento Biodentine. (Tabla 2)

Tabla N°2. Actividad antifingica de Candida albicans ATCC 90028 frente a los

cementos a base de silicato de calcio a las 24 y 48 horas.

Cemento 24 Horas 48 Horas *
X DE p* X DE p= P

C.E.Porland + NaAg 14.27 1.06 1531 1.50 0.09
Cemento Portland 1226 130 <0.01 1398 1.01 <0.01 <0.01
Cemento Biodentine 12.86 1.86 13.22 1.11 0.61

X: Promedio.

DE: Desviacion estandar.

*Prueba de T Student.

**Prueba de Anova.

Prueba de Tukey (p<0.05):

Diferencia estadisticamente significativa
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VIIl. DISCUSION

Los cementos a base de silicato (CSC) fueron desarrollados hace mas de 20 afios
debido a su composicién que se basa en gran parte en componentes del cemento
Portland (Di- y Tri-silicato de calcio, Al y Fe-silicato). Teniendo propiedades
importantes, tales como la capacidad de fijar y sellar en ambientes himedos y

contaminados con sangre, biocompatibilidad, propiedades mecanicas adecuadas.’?

Siendo aplicados los CSC en diversas terapias endododnticas, debido a que son
considerados biomateriales activos; es decir, tienen la capacidad de inducir una

respuesta favorable por parte de los tejidos del huésped.*’

Diversos autores analizaron los compuestos quimicos presentes en el MTA vy el
cemento Portland con un espectrometro de Difraccion de Rayos X, hallando que el
cemento Portland contiene los mismos elementos quimicos que MTA, excepto que el
MTA también contiene bismuto. Por lo tanto, recientemente se estan introducido
nuevos cementos a base de silicato de calcio como el Biodentine que es un cemento
recientemente desarrollado basado en la composicién del cemento Portland con una
matriz de silicato tricalcico (Ca 3 SiO 5), 6xido de circonio y cloruro de calcio, a partir
de la formulacion base del cemento Portland.>® Siendo estos resultados similares
obtenidos en nuestro estudio con la evaluacion del cemento Biodentine y el cemento
Portland; encontrando que estos cementos cuentan en comun con una matriz a base de

silicato de calcio en grandes porcentajes.

Mudltiples estudios han informado la actividad antimicrobiana limitada de los cementos
a base de silicato de calcio como en el MTA y el Biodentine. Por tal motivo diversos
autores han propuesto el reemplazo del agua destilada con soluciones antisépticas

como la Clorhexidina en diferentes concentraciones para mejorar su potencial
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antimicrobiano proporcionado el aumento significativo en la actividad antimicrobiana,
%11 pero esta asociacion ademas incrementd su citotoxicidad y disminuyd las

propiedades mecanicas de los cementos.**16

En el presente estudio se utilizo el método de difusion en agar siendo la técnica mas
empleada para la evaluacion de la actividad antimicrobiana. Teniendo como resultado
que el cemento experimental Portland present6 una mayor actividad antimicrobiana al
cemento Portland y Biodentine, de manera significativa con respecto al halo de

inhibicion.

Pudiendo deberse a que los cementos a base de silicato de calcio cuando se transfieren
a las placas petri y hacen contacto con el medio de cultivo, los componentes de
Ca(OH)2 se disocian en iones de calcio e hidroxilo, el pH aumenta progresivamente su
concentracion de calcio. Por lo cual este mecanismo explica la actividad
antimicrobiana mas favorable como demuestra Duarte 2" y Bidar 28 observando un pH

inicial de 10,2 para MTA, aumentando a 12,5 en 3h.

Los cementos ensayados tienen actividad antimicrobiana, similar a los resultados de
Tanomaru?’ quien informé que el cemento Portland fue més eficaz contra Enterococus
faecalis y Candida albicans en comparacion al MTA; Asgary*® demostré al cemento
Biodentine tiene mayor actividad frente al cemento Portland y el MTA. Sin embargo,
nuestros resultados difieren de los de Torabinejad *°y Jang ° en los que no encontraron
ninguna actividad antimicrobiana del cemento Portland contra Enterococus faecalis.
El desacuerdo podria ser atribuible a los nutrientes disponibles, el nivel de tension de

oxigeno, periodo de incubacion y los métodos de evaluacion.®

Ademas Jonaidi-Jafari % et al. observaron la actividad antif(ingica de Biodentine fue

mayor el didmetro de la zona de inhibicion al cemento Portland, lo que sugieren la
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adicion de un agente antimicrobiano como las nanoparticulas de plata mejora el

potencial del cemento Portland.

En cuanto a los resultados en el presente estudio se observd que el cemento
experimental Portland asociado con nanoparticulas de plata tuvo mejores resultados
en la actividad antibacteriana y antifingica que el uso de Biodentine, presentando
resultados similares con Samiei,® que la adicion de 1% de nanoparticulas de plata al
MTA mejord su propiedad antimicrobianas contra Enterococcus faecalis, Candida
albicans y con el estudio de Kim Nam,* encontr6 que la adicion de nanoparticulas de
plata promovio la actividad antibacteriana y favorecio las propiedades biomecanicas
del cemento Portland. Estos resultados pueden deberse a que las nanoparticulas de
plata pueden interactuar directamente con las bacterias por su tamafio de 20

nanémetros. 21-2°

Con respecto al mecanismo de accion de las nanoparticulas de plata sobre las bacterias
y hongos, existen reportes que sugieren que el efecto bactericida es debido a una
atraccion electrostatica entre la carga negativa de las células bacterianas y la carga
positiva de las nanoparticulas de plata. Se cree que su alta afinidad por los grupos
sulfuros o fosforicos de la membrana celular es la clave para la propiedad bactericida,
seguido ademas de la liberacién de iones plata que contribuye a la actividad
antimicrobiana, interfiriendo en sus actividades principales como la permeabilidad y
respiracion; asi como la capacidad de replicacion del ADN vy la inactivacion de las

proteinas celulares. 2427

Pudiendo deberse que después de la adherencia de las nanoparticulas a la membrana

microbiana, la permeabilidad se ve afectada, lo que facilita un mayor nivel de contacto
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entre los componentes internos de las bacterias con los iones liberados por el cemento

portland.

Este estudio ha demostrado un aporte cientifico dada su efectividad antibacteriana y
antifungica del cemento experimental Portland asociado con nanoparticulas de plata
en comparacion al cemento Portland y el cemento Biodentine, siendo una gran
alternativa en la aplicacion clinica, en conjunto a otras investigaciones in vitro e in

vivo.
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IX. CONCLUSIONES

1. El cemento experimental Portland asociado con nanoparticulas de plata present6 un
mayor halo de inhibicion en la actividad antibacteriana frente al Enterococcus faecalis
ATCC 29212 que el cemento Portland y el cemento Biodentine® a las 24 y 48 horas

estadisticamente significativo.

2. El cemento experimental Portland asociado con nanoparticulas de plata presentd un
mayor halo de inhibicién en la actividad antifingica frente a Candida albicans ATCC
90028 que el cemento Portland y el cemento Biodentine® a las 24 y 48 horas

estadisticamente significativo.
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X. RECOMENDACIONES

Se necesitan mas investigaciones para el cemento portland asociado con las
nanoparticulas de plata frente a otras cepas microbianas y estudios en un modelo de
Biofilm endodontico. Ademas, evaluar sus propiedades bioldgicas, fisicas y

mecanicas.
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

ANEXO 1

Variables Definicion conceptual Indicador Tipo Escala Valor
Dependiente | Actividad Halo de Cuantitativa | Razon | En milimetros
antibacteriana: Efecto | inhibicion Continua (mm)
de las sustancias que | medidoen
tienen la capacidad de | milimetros
o inhibir su crecimiento y
Actividad ) )
L . poder inducir a su muerte
antimicrobiana )
de las bacterias.
Actividad antifungica: Halo de Cuantitativa | Razon | En milimetros
Efecto de las sustancias | inhibicién Continua (mm)
que tienen la capacidad de | medido en
inhibir su crecimiento y | milimetros
poder inducir a su muerte
de diversos hongos.
Independiente | Cementos que cuentan Cementosa | Cualitativa | Nominal | 1. Cemento
con una matriz a base de base de o Portland.
Cementos a . ) . Politomica
. silicato de calcio silicato
base de silicato o o _ 2. Cemento
) (dicalcico y tricalcico). | aplicados en
de calcio Portland
las placas ]
asociado con
agar.

nano particulas

de plata.

3. Cemento

Biodentine
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Actividad antimicrobiana de los cementos a base de silicato de calcio

ANEXO 3

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Microorganismo: Enterococcus faecalis () Candida albicans ( )

Tiempo de medicion: 24 horas ( ) 48 horas ()

N° de
placas

Cemento
experimental
Portland asociado
con Nanoparticulas
de plata

Cemento
Portland

Cemento
Biodentine

Agua
destilada

10
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ANEXO 4

Elaboracion del cemento Portland, cemento experimental Portland asociado con

nanoparticulas de plata.

Elaboracion del cemento experimental Portland asociado con las nanoparticulas de

plata
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ANEXO 5

Analisis de las caracteristicas quimicas de los compuestos experimentales

Colcacion del cemento experimental Portland y Biodentine en disco de Titaneo

(6mm) para posterior analisis de conpuestos quimicos
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Equipo de Difraccion de Rayos X (BrukerASX X-ray) para la realizacion del analisis
quimico elemental de los cementos de estudio
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ANEXO 6

Graficos

Grafico 1: Analisis quimico elemental del cemento Portland por Difraccion de Rayos

X.

—— Porland tipo | blanco
B Ca3 (Si 04) O Alite

Calcium Magnesium Carbonate Dolomite
I (Li0.479 Nd0.521) Ti 02.604

Intensidad

.I
40

50 80 70 80 90 100
26 (grados)

Cemento Portland: Conformado principalmente por Alite- silicato de calcio

Grafico 2: Analisis de las nanoparticulas de plata por el equipo de Difraccion de Rayos

X.

NPs Ag
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Grafico 3: Analisis del cemento Biodentine por el equipo de Difraccion de Rayos X.

Intensidad

—— Biodentina
I Ca3 (Si 04) O Alite
Ca3 (Si04) O

50
26 (grados)

paanch
90 100

Biodentine, conformado prinicpalmente por Alite/ silicato de calcio y oxido de

circonio

Cuadro 1: Anélisis Quimico Elemental por Difraccion de Rayos X

Silicato de Carbonato Plata | Oxido de Oxido de
Calcio de Calcio Titanio Circonio
Cemento 80.3% 10.2% 1% 6.1%
Portland +
NanoAg
Cemento 83.5% 14.2% 5.1%
Portland
Biodentine 60.3% 30.4% 9.3%
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ANEXO 7

Laboratorio de microbiologia

Visualizacion de microorganismos replicados
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Enterococcus faecalis ATCC 29212

Candida albicans ATCC 90028
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ANEXO 8

Pruebas de confirmacion: Enterococcus faecalis ATCC 29212

Medio de cultivo Agar bilis esculina

Prueba de Catalasa negativa
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Prueba Coloracion GRAM +/

Pruebas de confirmacién: Candida albicans ATCC 90028

Prueba Coloracion GRAM/ Candida albicans
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Prueba de tubo germiativo/ Candida albicans

Medio de cultivo CHROMagar/ / Candida albicans
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ANEXO 9

Elaboracion de medios de cultivos de Enteroccus faecalis y Candida albicans.

Anexo 10

Aplicacion de cementos experimentales en los medios de cultivo correspondientes.
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ANEXO 10

Lectura de los halos de Inhibicién de Enterococcus faecalis

Lectura de los halos de Inhibicién de Candia albicans
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