BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
PUEBLA

FACULTAD DE ESTOMATOLOGIA

SECRETARIA DE INVESTIGACION Y ESTUDIOS DE POSGRADO

MAESTRIA EN ESTOMATOLOGIA
TERMINAL EN ENDODONCIA

TESIS

Evaluacion de la actividad antibacteriana de las
nanoparticulas de cobre activadas con laser diodo contra
Enterococcus faecalis

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRIA EN ESTOMATOLOGIA
CON OPCION TERMINAL EN ENDODONCIA

Presenta: )
DIANA LAURA LARA VAZQUEZ
221450004

Directora de tesis y disciplinaria: D.C. Carolina Samano Valencia
ID: 100526470

Director (a) Metodolégico: D.C. Cristian Dionisio Roman Méndez
ID: 100392244

Asesora: M.E. Briseida Rojas Huerta

Asesor externo: D.C. Bernardino Isaac Cerda Cristerna
Universidad Veracruzana Rio Blanco

Lector: M.E. Graciela Galan Torres
ID:100426288

Junio 2023.






Oficio No. FESIEP/CIFE/075/2023

C. Diana Laura Lara Vozquez

Alumna de (o Maestria en Estomatologio

con epcion en Terminal en Endodoncia

Matricula No.: 21450004

Facultad de Estornatologio

Benemérita Universidad Autonoma de Puebla o
PRESENTE

Sirva este medic para enviarie un cordial soludo, asimismo, el que suscribe MO. Forid Alfonsa Dipp Velbzguez Secretario
de Investigocion y Estudios de Posgrado de lo Faocultod de Estomatologio de la Benemérita Universidad Autdnoma de
Fuebio; poreste medio me permito informar o Usted, que, estd Secretario de Posgrado gpauehala impresicn de la Tesis

ctivad:

en Terminal en Fodadoncia; pore su conocimiento y atencion correspondiente,
Sin otro particular, reiterc o Usted mi mds atenta y distinguida considerocion,
Atentamente

“Pensar bien, para vivir mejor”
H, Puello ge 2., 14 de junic-e

so-forid Alforsd Dipo Veldzquks?
Secretario de Investigacion y Es
Facultod de Estomatologio

*Se orex: Farmato de tmpresidn de Tesss (Original) - p.s.c ya.
‘Cep Archivo
"MTRO. FIMA/GR FADY fyamesh

Facuitad 31 Poniente 1304, Col. Volcanes,
de Estomatologia Puebla, Pue. C. P. 72410
01 (222) 229 55 00 Ext. 6400



BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA
FACULTAD DE ESTOMATOLOGIA
SOLICITUD DE AUTORIZACION DE IMPRESION DE TESIS RECEPCIONAL

Nombre del alumno: Diana Laura Lara Vazquez. Matricula: 221450004,
Domicilio: Priv. 23 B sur #2309 Int. 5 Col. Centro
Tel:74°71408817: ). —, Fecha de ingreso a la Facultad: lunes 06 de enero del 2020.

3 /
Firma: :w‘f"
Director de Tesis: DC. Carolina Sémano Valencia. Grado académico: Doctora en Ingenieria y Ciencias Materiales.
Adscripcién: Facultad de Estomatologio. ID: 100526470 Tel: 4448191822
Firma: &

Director Disciplinario: DC. Carolina Samano Valencia. Grado académico: Doctora en Ingenieria y Ciencias Materiales.
Adscripcién: Fa;y{tad de Estomatologia. ID: 100526470 Tel: 44°48191822

Firma:

Director Metodolégico: DC. Cristian Dionisio Romdn Méndez. Grado académico: Doctor en Ciencias Quimico-Bioldgicas.

Adsaipd6n. Facultad de Estomatologio. ID: 100392244. Tel: 22°21 83 83 36.

Lector: ME. Graciela Galdn Torres. Grado académico: Maestria en Endodoncia.
Adscripcién: F 7ultad de Estomatologia. 1D: 100426288 Tel: 2441 50 36 54.

Firma: - _

Nombre y firma de aprobacion responsable de la Maestria en Estomatologia con Opcién terminal en Endodoncia

y
CME. Alejandro Gerardo Martinez Guerrero Firma: __a/_




V.- AGRADECIMIENTOS

El llegar a poder escribir unas palabras en este apartado significa culminar una etapa en mi vida la
cual, talvez sea la mas importante, asi mismo esto es un suefio que nunca hubiera sido posible
sin la confianza que tuvieron en mi mis maestros.

Gracias a cada uno de los Doctores que me acomparfaron cada dia de la semana, por qué sin su
guia y apoyo esto no se hubiera logrado de forma tan exitosa, un agradecimiento especial al Dr.
Alejandro por confiar en mi desde el dia uno en mi etapa de pasante, gracias especiales también
a la Dra. Briseida, la cual me acompafo en la creacién de este proyecto, siempre con los mejores
consejos para hacer esto lo mejor posible.

Este proyecto también tiene mucho de la Dra. Carolina y el Dr. Dionicio, gracias por los dias en
los que estuvieron al pendiente de esto, por las dudas resultas y por el tiempo dedicado, gracias
por su gran vocacion, amabilidad y paciencia.

Un dia, la Dra. Briseida me dijo algo que he tenido presente en todo este tiempo y le agradezco
mucho, me dijo: “Puede que en la siguiente generacion que te toque encuentres hermanas para
toda la vida” y asi fue, gracias a Odette, Alma y Tanya por las risas que siempre hacen falta en un
momento de estrés, gracias por acompafiarme en este camino en el cual nuestro suefio era el
mismo.

Este camino no hubiera sido posible ni siquiera sofiarlo sin mi familia, gracias especiales a mi
mama, siempre tan incondicional y apapachadora que con ella sé que todo es posible si la tengo a
mi lado, gracias a mi papa por darme la fuerza y el caracter que a veces se necesita tener en el
posgrado, gracias a mis hermanas Jade, Mari por ser fuente de inspiracion, amor y apoyo para mi
a pesar de estar lejos, y gracias especiales a mi Dani Lara que me acompario incondicionalmente
dia a dia en estos dos afios siempre haciéndome reir y escuchandome, sin duda esto fue mas
facil gracias a ti. Gracias familia por apoyar mis suefos, espero poder devolver un poco de lo
mucho que me dan.

Quiero agradecer especialmente a Jorge, el cual fue la mejor tablita salvavidas en este camino,
gracias por hacerlo mas facil, por dar tanta paz cuando se necesita, por ayudarme en incontables
situaciones, gracias por tanto amor y compaifiia, ojala fuera tan buena en esto como lo crees que
soy. Gracias por acompafiarme en esta etapa a ti, a Nico y a Pepino; mi nueva familia.

Y gracias por ultimo a toda persona que de una forma u otra estuvo aqui o de alguna manera al
pendiente de que este proyecto se pudiera lograr.

Gracias a todos, sin ustedes no estaria aqui y este suefio no hubiera podido ser cumplido.



VI.- INDICE GENERAL

1. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE........cciiiieiiiiieeieereeeresnes e s e s e sn e s n e s e 13
2. INTRODUGCCION. .......uiiiiiiiiieaaeaanreeeeeeeneeee s s s nee e e s esmne e e e e e anneeeeeeennneeneneees 15
3. ANTECEDENTES.......cuiiieiiiiii e s e s e e e s s rm e s e e s e e s e s n s nnneeanns 16
3.1 ANTECEDENTES GENERALES. ... oo rra s s s s s s s s 16
3.1.1 Generalidades de la infeccion eNdodONtiCa ......cceevererererereienererererererererannes 16
3.1.2 Tipos de infeccion enNdOdONtiCaA. ..uureereiri e raeiriraeraeraranraeriae s sanranrarnenens 16
3.1.3 ENteroCOCCUS fa€CaliS...uuuurereininiiii i s v s e 17

K 00 0 1 o = o3 T R 17
3.1.5 Caracteristicas del irrigante ideal.......ccveeeeriiiiiiie i e e e e 18
3.1.6 Protocolos actuales de desinfeCCiON......cvoviiiiiiiiiiiiiiiirr e 18

I 0 A = g o T o = g o | =R 19
3.1.8 Nanoparticulas de CODIe.......iiuiiiiiiii i s s e n 20
0 R =TT 20



0 01 0 I T 0T 1S 0 [ = T T 20

1 00 0 I I = =TT =T =T o o T [ o - 21
3.1.12 LASEr DIOIASE. . eueueeiereieieiia s 21
3.2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS....uiituiiitieteernieeeerneesneernsenneesnsennsennen. 22
3.2.1 Nanoparticulas de CODIre. ... e e e 22

1 078 - T-T=1 g =T o =T o 0o [ o o3 A 23

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION................ 27
5. JUSTIFICACION......ccuuuiiiiieiiieiiieeeeeeetan e e e s eeeesnna e esesernsannnseseeesnnnnnnseerennnnnns 28
B. HIPOTESIS......ciieiiieeeiieeeeeeeeestieeeeeeeessaa e eeeeessnanaeeseeerasannnseeeraraterennnneesennns 29
7. OBJIETIVOS ..ot e ettt et e e e ettt e e e e e e e et eeeeee aaeeeennnans 29
7.1 OBIETIVO GENERAL. ..uuii i s s s r s s s s s s s s s s s s s nnn 29
7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. . .uiiieiieeeieeeeeeeeeeeseeessnsssess s s s s s e e e eeeeeeeeeennnnnnnes 29
8. MATERIALES Y METODOS. ......uuuiiiieaeeeeanneeneeeeassssssssseneeesaesssaassnsssneessees 29
8.1 DISENO DEL ESTUDIO . cctuuitteueeenuereennsersnreennesesnesessssesnnesesnsesesnnsersneeeen 29



8.2 POBLACION Y MUESTRA. ... cttuieetueeett e etaeseaneeeannsesanseennseenneeennnseennneennns 29

8.3 CRITERIOS DE SELECCION.....ctuuiieeuuerernueeernneersnereennesesnesennsernnseerneeennneens 30
8.3.1 CriterioS de INCIUSION .uveuenerererernrernrara s s s s s e s s s s e s s sannn s e s e nnnens 30
8.3.2 CriterioS de XCIUSION. . uuuiuieiiiiii s e s s s s s s s s s e e e 30
8.3.3 Criterios de eliMiNaCIiON......vuiiiiiiiirie e s s s s s s s s e e e neens 30

8.4 VARIABLES ...t et s s e 30

8.5 CONCORDANCIA'Y FIABILIDAD .ceueiiiiiiiiiisiis s sss s s s s s s s s s nsaae 31

8.6 UBICACION ESPACIO-TEMPORAL....uuituuiereetnerenneernerrnneesnesrssesnessnssesneesnens 31

8.7. PROCEDIMIENTOS . . it s s s s s s s s s s s s s s s s s s n s s nns 31
8.7.1 Nanoparticulas de CODIE... i riiee i reer e s s e e e e e e e rnnes 31
8.7.2 Cultivo de cepa baCteriana...........ccceeeiiiiiiiieece e e 32
8.7.3 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)............cccccciiivnnnee. 32
8.7.4 Grupos eXperimentalesS. ... ..o s s s 33

8.8. ANALISIS ESTADISTICO ceettieeeeeeiereerraesaaaaaaaaaaaannnnnnnnnnnnnsssnreeeeeeeeeeeesesen. 34



9. RESULTADOS. ... s s r s s e ens 35

10.- DISCUSION

................................................................................................ 38
ol oL 0] N Lod MU L= [0 ] N TS 41
(Y S (01T =3 =1 42



VII.- INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

INDICE DE TABLAS

1. Tabla 1. VariableS. ... s 30
2. Tabla 2. Concentraciones de NanopartiCulas....c.evcvieiereiirienarirei s s v saeeennes 31
3. Tabla 3. Cantidades para crear dilUCIONES.....cucveiicriiieriii i rirrr e s s s e e enen, 32
4. Tabla 4. RESURAUOS. ...uiuieiieiiieir s s r s s rnrrn s s e e nns 36

5. Tabla 5. Porcentaje de bacterias preSentes.....ouvevevviriririririrrrr e enas 37



INDICE DE FIGURAS

1. Figura l. Componentes de [aser biolase....c.ccvcveriiiiciiriiiia e e e r e rnna e as 21
2. Figura 2. Nanoparticulas de cobre y etilenglicol......cocveoviiiiiiiciiiccr e 31
3. Figura 3. LIenado de eSterClaves. ..c.uovieieiecierieiiiei i v sasieraesa s sasa s saesaransasanenss 32
4. Figura4. Laser diodo biolase....cuuiieiieiiiiieiicre i e sr s s s s e s e e e a s 33
5. Figura5. Activacion de Iaser diodo....ccouiieriiiiiia i i e reer e e e e s e s e reaeas 33
6. Figura6. Concentraciones de NanoPartiCUlaS. .....uvurururererrrrrrerrrererrrsasarasens 35

7. Figura 7. Crecimiento DacCterianO. .. v v i rieirieiiirr s rra s s e nens 35



VIIl.- ABREVIATURAS

SCR: Sistema de conductos radiculares
NaOCI: Hipoclorito de sodio

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

CHX: Clorhexidina

PSA: Paracloroanilina

NP: Nanoparticula

ROS: Especie reactiva de oxigeno

RES: Sistema reticulo endotelial

LAI: Irrigacion activada por laser

PIPS: Transmision foto acustica iniciada por fotones
CMI: Concentraciéon minima inhibitoria

SC II: Sulfato cuprico o de cobre

HC: Hidréxido de calcio

DL: Laser diodo

PDT: Terapia fotodinamica convencional
ICG: Fotosensibilizador verde de indiocianina
AgNPs: Nanoparticulas de plata

AuNPs: Nanoparticulas de oro

ChNPs: Nanoparticulas de quitosano
CuNPs: Nanoparticulas de cobre

UFC: Unidades formadoras de colonias

MB: Azul de metileno

CLSM: Microscopia de barrido laser confocal

12



EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS NANOPARTICULAS
ACTIVADAS CON LASER EN ENDODONCIA (FASE 2)

1. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

En el tratamiento de conductos radiculares la parte mas importante es la desinfeccion, la
cual se logra por medio de irrigantes para tratar de penetrar en las complejidades
anatémicas y asi obtener un mayor grado de desinfeccion. Se ha luchado contra el
Enterococcus faecalis ya que tiende a desarrollar mecanismos de resistencia contra los
medicamentos intraconducto y los desinfectantes como el hipoclorito de sodio, por lo cual
en la actualidad se sigue en la busqueda de un irrigante ideal y se ha hablado del uso de
alternativas, por ejemplo las nanoparticulas metalicas, como las de cobre, que tienen accion
bactericida relacionada con su capacidad para dar y aceptar electrones, asi como el uso
de laser el cual penetra facilmente en conductos curvos debido a sus fibras flexibles y de

pequeio tamaiio.

El objetivo de esta investigacion fue determinar la actividad antimicrobiana de las

nanoparticulas de cobre activadas con laser diodo contra Enterococcus faecalis.

En este estudio se propuso crear una solucion irrigante con nanoparticulas de cobre, la cual

se probd a distintas concentraciones (300 ug/ml a 1000 pg/ml).

Se dividieron en 2 grupos: grupo 1 con activacion de laser diodo por 30 segundos y grupo
2 sin activacion alguna, Unicamente las nanoparticulas de cobre. En los resultados del
presente estudio en ambos grupos se obtuvo la misma capacidad de eliminacion de
bacterias teniendo una concentracion minima inhibitoria de 700 ug/ml, la cual es alta
comparada con el estudio de Seyedeh y cols., en el 2021 en donde, utilizando

nanoparticulas de plata, se obtuvo una concentracion minima inhibitoria de 400 a 500

pg/ml.
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Con base a los resultados obtenidos en este estudio se puede afirmar que las
nanoparticulas de cobre tienen actividad antimicrobiana contra el E. Faecalis, la cual podra
seguir siendo estudiada para llegar a mejores resultados en combinacion con el laser, asi

como lograr una concentracion minima inhibitoria mas baja que la obtenida.

Palabras clave: antibacterial, copper nanopatrticles, laser, irrigant, endodontics, root canal

treatment.
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2. INTRODUCCION

Las patologias pulpares y periapicales van acompafiadas de una colonizacién bacteriana
gue va a afectar el sistema de conductos radiculares (SCR), lo que provoca una inflamacion
en el area la cual podria ocasionar dafios en los tejidos periapicales.

La desinfeccion del SCR es complicada ya que este cuenta con una anatomia compleja
gue pudiera alojar diferentes tipos de bacterias dentro de los tubulos dentinarios.
Actualmente para la desinfeccion del SCR se utiliza una preparaciéon mecanica y el uso de
algunos irrigantes quimicos, pero hay un porcentaje del 35% en el cual el conducto radicular
permanece sin cambios después de esta preparacion.

Los irrigantes endodonticos no tienen la capacidad para llegar a zonas méas profundas
dentro de los tabulos dentinarios, de tal forma que no logran eliminar en su mayoria la
biopelicula ni hacer que desaparezca la infeccién intraconducto ya que dichas bacterias
son persistentes debido a que cuentan con adhesinas, enzimas y formacion de biopeliculas,
es por esto que se investigan protocolos de desinfeccion.

Actualmente se ha hablado sobre las nanoparticulas de cobre (CuNPs) las cuales podrian
ser empleadas favorablemente para la desinfeccion de los conductos. Las CuNPs tienen la
capacidad de dafar la membrana celular de las bacterias y se han investigado como
medicacion intraconducto y como irrigantes. Se requieren mas estudios sobre el uso de las
CuNPs durante la desinfeccidon quimica pero se pueden tomar en cuenta por su gran
potencial antimicrobiano, bajo costo y disponibilidad en el mercado.

Por otro lado, la tecnologia laser ha ganado campo en endodoncia ya que se ha demostrado
gue puede penetrar dentro de los tibulos dentinarios y alcanzar microorganismos de dificil
acceso, lo que podria ayudar a la desinfeccién del SCR ya que cuenta con propiedades
antibacterianas y costo reducido comparado con otros sistemas laser.

En este estudio se probo el uso de tnicamente CuNPs y también en combinacion con laser
diodo, esto intentando eliminar el E. Faecalis, que es el microorganismo que ocasiona las
patologias endodoénticas persistentes. De igual manera, se evaluaron diferentes
concentraciones de CuNPs para arrojar la concentracion minima inhibitoria (CMI) contra E.
Faecalis.
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3. ANTECEDENTES

3.1 ANTECEDENTES GENERALES

3.1.1 Generalidades de la infeccidon endodontica

La cavidad pulpar es el centro del 6érgano dentario, se encuentra rodeada por estructuras
duras que son el esmalte, la dentina y el cemento y de esta camara pulpar va a surgir el
SCR cuya funcién es obtener la irrigacion necesaria asi como la inervacion para el
desarrollo del 6rgano dentario (1).

El SCR es complejo debido a que puede existir uniones entre los conductos o dividirse e
incluso unirse nuevamente. Entre estas uniones o divisiones podemos encontrar istmos
gue se van a hallar entre los conductos radiculares que pueden contener restos de tejidos
pulpares y lodillo dentinario el cual se debe eliminar correctamente o nos puede llevar a un
fracaso en el tratamiento (2).

La pulpa dental sana esta apartada del medio ambiente de la cavidad bucal, haciendo que
se encuentre en una especie de esterilidad. Cuando suceden lesiones cariosas 0
traumatismos se crea una via de acceso para las bacterias hacia la cavidad pulpar y esto
conlleva a una inflamacién pulpar que a su vez se puede desarrollar en necrosis de los
tejidos pulpares; de igual manera la necrosis puede desencadenar periodontitis apical (3).

El tratamiento indicado para la periodontitis apical es el tratamiento de conductos, este
consiste en desinfectar y conformar el SCR (4). Es importante la completa eliminacion de
las bacterias ya que de no ser asi, seguirdn desarrollando lesiones periapicales (5). Durante
la conformacién del conducto radicular, este se ensancha para asi lograr que el irrigante
penetre y se eliminen completamente los residuos que se crearon durante dicha
conformacién, estos residuos también pueden eliminarse mediante remocidon mecanica e
irrigacion (4)(6).

3.1.2 Tipos de infeccién endododntica

Existen infecciones endodonticas primarias, secundarias y persistentes mediadas por la
carga bacteriana existente dentro del SCR.

Las infecciones primarias se constituyen en su mayoria por microorganismos anaerobios
Gram negativos, aunque también se encuentran hongos y virus. Cuando estos
microorganismos comienzan a colonizar y proliferar pueden conducir a una infecciéon aguda
o cronica dependiendo del tipo de huesped (7)(8).

En la infeccién secundaria se van a encontrar microorganismos que colonizan el SCR una
vez que el tratamiento de conductos haya terminado, aqui encontraremos mayor presencia
de bacterias Gram positivas al igual que anaerobias facultativas y estrictas (9).
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La literatura menciona que en fracasos de tratamientos endodoénticos se encuentra el 67%
de presencia de E. Faecalis y en las infecciones endododnticas primarias se encuentra
presente en el 18%. (10). Esto demuestra que el E. Faecalis es el microorganismo que
ocasiona las enfermedades periradiculares (11).

En las infecciones endodonticas terciarias se encuentran microorganismos tanto de la
infeccion primaria como secundaria que han sobrevivido. Esto puede ser ocasionado por
su capacidad para sobrevivir como adaptacion a las condiciones ambientales, el potencial
de 6xido reduccion y tener un acceso directo al area periapical y ocasionar enfermedades
(12).

3.1.3 Enterococcus faecalis

El Enterococcus faecalis es un coco Gram positivo facultativo, su tamafio va de 0.5 a 0.8
Mm, para su crecimiento se necesitan temperaturas de 10 °C a 45 °C, siendo 35 °C la
temperatura ideal, esta bacteria puede desarrollarse ain en concentraciones altas de
cloruro de sodio (6.5%), de igual forma tiene gran capacidad para sobrevivir en medios con
pH acido y alcalino, siendo necesario un Ph mayor a 11 para su eliminacion (13)(14).

Este microorganismo se encuentra en las infecciones primarias de un 20% a un 30% y en
infecciones secundarias de un 67 % a un 77 %; su composicidon genética y morfologica
Unica lo hacen crear una biopelicula muy resistente a distintos antimicrobianos (1).

El E. Faecalis se localiza en un porcentaje del 60 al 90 % en dientes con tratamiento de
conductos, lo cual lo hace uno de los principales responsables de la patologia endodontica
persistente (15). Entre los factores que le otorgan resistencia, se encuentra la ya
mencionada biopelicula asi como su actividad antimicrobiana y la funcion de adhesion al
colageno lo que le permite penetrar en los tibulos dentinarios de 250 — 400 um (14)(16)(17).

3.1.4 Irrigacion

Es muy importante el uso de un desinfectante quimico durante el tratamiento endodéntico,
ya que con la instrumentacion se crea lodillo dentinario, el cual penetra en las diferentes
irregularidades del conducto radicular y para su eliminacién es indispensable el uso de
estos desinfectantes quimicos tanto para irrigacion como para medicacion intraconducto
entre citas (18).
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3.1.5 Caracteristicas del irrigante ideal

e Tener un espectro antimicrobiano amplio y eficacia elevada contra los diferentes
microorganismos.

e Capacidad de disolucion de tejidos pulpares.

¢ Inactivacion de endotoxinas.

e Prevenir la creacion de lodillo dentinario.

e No toxicos.

e No causticos en tejidos periapicales.

e No alérgicos (19).

3.1.6 Protocolos actuales de desinfeccién

El hipoclorito de sodio (NaOCI) se encuentra como el estandar de oro en las soluciones
irrigantes del SCR. Entre mayor sea su concentracion, mayor efectividad tendra. Entre sus
propiedades se encuentra la capacidad para eliminar bacterias, destruir biopeliculas y la
disolucién del tejido organico (18).

En un estudio de Yamada y cols., en 1983, se llegd a la conclusién de que el NaOCl a una
concentracion de 5.25% no eliminaba el lodillo dentinario aunque el conducto pareciera
limpio, para lo que se necesitaba el uso de una solucién quelante como el &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) al 17%, por lo cual se propuso un protocolo para la
desinfeccion del conducto el cual consta de aplicar 10 ml de EDTA seguido de 10 ml de
NaOCI ya que de esta forma se obtiene una desinfeccion de residuos organicos asi como
inorganicos (20).

Se ha demostrado que los quelantes eliminan el lodillo dentinario en aproximadamente un
minuto. Dejar esta sustancia por mas de un minuto comprometera la dureza de la dentina
y su médulo de elasticidad asi como debilitar la dentina radicular (19).

El protocolo de irrigacién més efectivo fue descrito por Van der Sluis en el 2010, que consta
de 3 ciclos de 20 segundos de NaOCI al 5.25% con activacién ultrasénica (21).

A pesar de las propiedades antimicrobianas y de disolucion del NaOCI, este sigue siendo
altamente téxico, por lo cual se han buscado alternativas como la clorhexidina (CHX) que
se recomienda por su conocida accion antimicrobiana y su capacidad de ser absorbida por
los tejidos duros del diente y asi ser liberada gradualmente, lo cual se denomina
sustantividad (5). Se ha evidenciado que el uso de la CHX es efectivo contra E. Faecalis ya
gue esta va a causar desintegracion celular al entrar en contacto con la superficie de la
bacteria, la cual esta cargada negativamente. Dentro de sus desventajas se encuentra que
no tiene gran penetracion en zonas de dificil acceso, no tiene capacidad de disolver tejidos,
y al entrar en contacto con el NaOCI genera una amina aromatica toxica la cual se ha
informado que llega a ser cancerigena, la cual se denomina paracloroanilina (PCA)
(22)(23).
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3.1.7 Nanoparticulas

Con la intencidn de crear nuevos materiales con mejores propiedades se ha creado la
nanotecnologia, la cual estudia una escala atdbmica o molecular y sus beneficios potenciales
(24). Esta misma tecnologia trabaja a dimensiones con nano escala en el ambito de la
medicina y la odontologia.

Las nanoparticulas (NP) son diminutas particulas de consistencia solida que llegan a tener
un diametro de 1 a 100 nm. Tienen propiedades fisico-quimicas, ya que con su tamafo a
nano escala proporcionan una mayor reactividad quimica la cual tiene funcion
antibacteriana (25).

Se sabe que la actividad antibacteriana con la que cuentan las NP se atribuye al tamafio
de estas ya que pueden entrar en contacto con las membranas celulares bacterianas al
igual que su capacidad de liberar iones metalicos (26).

Tienen la capacidad de entrar en contacto con la membrana de las bacterias debido a su
gran area de superficie y la alta densidad de carga, de tal forma que estas NP pueden ser
beneficiosas para la eliminacion de microorganismos resistentes y la formacién de
biopeliculas (25).

Se ha mencionado el uso de NP tanto de cobre, plata, oro, titanio y zinc de los cuales aun
no se descubre por completo el efecto bactericida que generan, por lo cual se describen
tres mecanismos por los cuales tienen esta capacidad bactericida (27):

e Generan cambios en la permeabilidad de la membrana, provocando salida de
lipopolisacéaridos, proteinas y biomoléculas intracelulares, lo que ocasionan al
aglomerarse y comenzar un proceso de disolucién al entrar en contacto con la
membrana plasmatica (28).

e Crean especies reactivas de oxigeno (ROS) que generan dafios en las estructuras
celulares (29).

e Atraccion de iones metélicos provenientes de las NP en la membrana celular,
seguido por una interrupcion de produccién de adenosin trifosfato (ATP) la
suspension de replicacion del acido desoxirribonucleico (ADN) (30).

Es importante mantener el tamafio ideal para el uso de las nanopatrticulas, el cual debe ser
de 10 a 100 nm, ya que, si es menor a esta cantidad, se desecharan mas facilmente y al
ser mas grandes, seran secuestradas mas facilmente por el sistema reticulo endotelial
(RES) (31).
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3.1.8 Nanoparticulas de cobre

Se atribuye la actividad antimicrobiana de las NP metdlicas a su capacidad para atraer
iones positivos a las membranas celulares, las cuales van a estar cargadas negativamente
y esto genera que cambien su estructura celular y la funcion de su ADN provocando su
muerte (32).

En cuanto al cobre, este va a tener un proceso continuo de dar y recibir electrones y este
genera un radical hidroxilo que puede ocasionar una reaccion perjudicial en
macromoléculas celulares como lo podria ser la oxidacién de lipidos y proteinas,
ocasionando una liberacidn de radicales hidroxilo toxicos. De igual forma elimina el hierro
en los grupos de hierro-azufre que va a pelear con el zinc en las uniones de las proteinas
y esto a su vez destruye membranas y anula la respiracion celular (33).

La accion antimicrobiana del cobre no solo se da en microorganismos bacterianos, si no
gue también se encuentra presente en virus y menormente en hongos (26)(34). Al igual que
otras nanoparticulas metdlicas, las NP de cobre tienen caracteristicas quimicas y
antimicrobianas, sumado a esto, el cobre es de menor costo y es mas estable quimica y
fisicamente (35).

En el 2013 los autores Sierra y cols., establecieron el uso del cobre en la endodoncia, donde
se menciondé que el sulfato de cobre tenia actividad antimicrobiana mas alta en
concentraciones inferiores que la clorhexidina (13)(36).

3.1.9 Laser

El autor Theodore Maiman, en 1960, cred el primer laser de trabajo que emitia un haz de
luz color rojo intenso. Un laser es un dispositivo que transforma la luz de varias frecuencias
con la capacidad de mover las ondas que son capaces de movilizar el calor y la potencia
cuando este se enfocan a corta distancia (37).

Durante los afios 70 y 80 se enfoc6 en otros dispositivos, como el CO2 y el neodimio YAG
(Nd: YAG), que se creia tenian mejor interaccién con los tejidos duros. Para la década de
los 80s ya se habia incorporado su uso a los tejidos blandos para los cirujanos orales. (38).
Las longitudes de onda que tiene el laser han sido favorables para la actividad
antimicrobiana ya que el calor provocado afecta la estructura de las células bacterianas
(39).

3.1.10 Tipos de laser

e Laser de infrarrojo cercano (810 nm a 1340 nm): tiene afinidad por el agua y la
hidroxiapatita, aunque es muy baja, la cual tiene como resultado mayor
penetracion en los tibulos dentinarios.

e Laser de infrarrojo medio (2780 nm y 2940 nm): tiene una mayor absorcién por
el agua que se encuentra en la dentina, su actividad bactericida es superficial
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porque su efecto fototérmico genera ablacion de la dentina.

e Laser de dioxido de carbono (10,600 nm): tiene mayor afinidad por la
hidroxiapatita, pero también al agua. Su aplicacion en endodoncia es limitada
(40).

3.1.11 El laser en endodoncia

La tecnologia laser aplicada a la endodoncia, investigada inicialmente en 1971, se expandi6
en la década de 1990 con el desarrollo de sistemas de suministro de fibra éptica. Las
nuevas tecnologias como los impulsos de longitud reducida, las puntas de disparo radial y
despojado, las técnicas de irrigacion activada por laser (LAI) y la transmision fotoacustica
iniciada por fotones (PIPS) han simplificado el uso del laser en endodoncia al tiempo que
minimizan los efectos térmicos no deseados en las paredes dentinales (39).

En el 2010 se confirmé el uso de laser infrarrojos cercanos de (940 nm y 980 nm) con una
fibra 6ptica de 200 nm para la activacion los irrigantes con diferentes potencias, las cuales
erade4W alO0OHzy25W a25 Hz, y de esta forma eliminar los restos de tejido y el lodillo
dentinario (41).

3.1.12 Laser Biolase

El laser de diodo EpicTM 10 es un laser para uso en odontologia. Este cuenta con una
consola lasser y una pieza de mano, a la cual se le pueden adaptar diferentes tipos de
puntas desechables y se activa con un pedal inalambrico. Dicho laser tiene funciones como
la incision, escision, vaporizacion y coagulacion de tejidos blandos, asi como su uso en la
endodoncia en el tratamiento del dolor. (Figura 1) (42).

Figura 1. Componentes de laser biolase

oo

Figura 1. Consola laser, pieza de mano y pedal inalambrico.
Imagen tomada del manual del usuario de EPIC 10, n.° de pieza 5400321-01, rev. H.
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3.2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS
3.2.1 Nanoparticulas de cobre

En la busqueda de diferentes métodos para la eliminacion de bacterias, tomando en cuenta
las actuales investigaciones con nanoparticulas, se han llegado a estudiar las
nanoparticulas de plata, zinc, oro y cobre, entre otras, por su gran capacidad bactericida
(43). Esta capacidad se puede atribuir a la interaccion de los diferentes tipos de cargas
entre el metal y la membrana, las cuales crean cambios en su morfologia, ocasionando la
muerte bacteriana. Actualmente, de las nhanoparticulas que se tiene mayor informacién son
de las de zinc y plata (44).

En cuanto al uso del cobre, en el 2011 se establecié que este tiene actividad bactericida
debido a que tiene la capacidad de destruir la membrana bacteriana, desnaturalizar el ADN
y bloquear la respiracion celular (33).

Sierray cols., en el 2013, determinaron la actividad antimicrobiana del sulfato de cobre (I1)
o cuprico (SC-Il) contra E. Faecalis. Utilizaron una técnica de microdilucién en caldo triticasa
y glicerol al 50%, en el que se determiné la CMI del SC-Il y del hidréxido de calcio (HC). La
CMI tuvo un resultado para el SC-Il de 1,5-12 mM y el HC fue >32 mg/ml. Las diferencias
arrojadas en este estudio fueron significativas entre los antimicrobianos que se utilizaron;
también se encontr6 que el SC-lIl mostr6 mejor actividad antimicrobiana a bajas
concentraciones, aunque superiores a la CHX y menores que al HC (13).

Sanchez — Sanhueza y cols., en el 2015, realizaron un estudio en el cual se tenian 36
conductos radiculares humanos extraidos e infectados con E. Faecalis. Para eliminar esta
cepa se utilizé sulfato de cobre y los resultados se determinaron por un recuento de placa
de E. Faecalis que se obtuvo en diferentes tiempos de incubacién. En los resultados se
encontré un recuento bacteriano disminuido después del cuarto dia, lo que reafirma el
efecto antimicrobiano del sulfato de cobre (45).

Sanchez — Sanhueza y cols., en el 2016, dieron a conocer en su estudio que las CuNPs
serian una buena opcién durante el tratamiento de endodoncia como irrigante o como
medicacion intraconducto. También mencionaron que las CuNPs podian mejorar sus
capacidades al combinarse con polimeros para mejorar su biocompatibilidad, aumentar el
tiempo de liberacion, disminuir la recolonizacién bacteriana y reducir la biopelicula
bacteriana (36)

Galleguillos Morales, en el 2016, probo la efectividad de las CuNPs como medicamento
intraconducto. En este estudio se infectaron dientes con E. Faecalis, los cuales se
medicaron posteriormente con CuNPs en diferentes concentraciones. Para este estudio se
utilizé un grupo control que contenia HC y un grupo extra sin medicamento. La medicacion
intraconducto se dejo en un periodo de 7 — 8 dias. Posteriormente se realiz6 un recuento
de UFC. Los resultados muestran que las CuNPs tienen un efecto antimicrobiano de 150
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ppm y 300 ppm, lo que es similar a los resultados reportados por el HC. También se
menciona que las CuNPs llegan a remover bacterias del SCR y de igual forma alteran su
morfologia (1).

En el 2018, Mardones y cols., realizaron un estudio para evaluar la actividad de las CuNPs
como medicacion intraconducto contra el E. Faecalis en el cual realizaron una suspension
de CuNPs que contenia acido ascérbico, almidén y acetato de cobre. Dicha suspension se
calibré hasta tener 1000 ug/ml de CuNPs. Se tenia un grupo experimental y un grupo control
cultivados durante 24 horas para observar crecimiento bacteriano y posteriormente obtener
un recuento de las UFC. En los resultados obtuvieron que las CuNPs tienen efecto
antibacteriano similar al UltraCal XS®. La CMI establecida fue de 150 ug/ml, y la
concentracion minima bactericida fue de 225 pg/ml. Las CuNPs no obtienen capacidad
antibacteriana dependiente del pH porque entran en la membrana bacteriana y dafian el
ADN, lo que ocasiona muerte celular (32).

En el 2016, Han y cols., estudiaron las CuNPs combinadas con laser diodo y determinaron
gue las CuNPs son una nueva generacion de elementos fototérmicos de bajo costo, gran
estabilidad y poca citotoxicidad.

Se puede concluir que estas nanoestructuras de CusS tienen una gran area de superficie,
muchos poros, gran biocompatibilidad y su excrecion del cuerpo vivo es mas facil. Dichas
caracteristicas les confieren su potencial en aplicaciones como agentes fototérmicos y
como administradores de medicamentos (46).

3.2.2 Laser en endodoncia

Durante el tratamiento de conductos es importante el uso de irrigantes que ayudan a la
eliminacién bacteriana y de biopeliculas. Para aumentar el efecto de estos irrigantes se ha
hablado de la activacion con aparatos sonicos, ultrasénicos y laser (47)(48). Estos crean
una mayor velocidad de movimiento y flujo que permite llegar a areas del SCR de dificil
acceso con una jeringa de irrigacion unicamente (49)(50) lo cual ayuda a reducir la carga
bacteriana (51).

Afkhami y cols., en el 2017 hicieron un estudio en el que compararon la eficacia de las
nanoparticulas de plata (AgNPs), un laser diodo (DL) de 810 nm y la terapia fotodinamica
convencional. Se tuvieron 65 dientes unirradiculares extraidos inoculados con E. Faecalis
durante 4 semanas y que a su vez se dividieron en 4 grupos: el grupo DL: irradiacion con
DL a 810 nm (1 W, 4 veces durante 10 segundos), el grupo AN: 5 minutos de irrigacion con
5 ml de AgNPs (100 ppm), el grupo ICG / DL: PDT convencional con ICG (1 mg/ mL) / DL
de 810 nm (200 mW, 30 segundos), y el grupo AN / ICG / DL: PDT modificado con AgNPs
/1CG / DL de 810 nm ( 200 mW, 30 segundos). Se realiz6 un grupo control en el que se
usaba una irrigaciéon de 5 ml de NaOCI al 2.5% durante 5 minutos. Se evaluaron las UFC y
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se obtuvo que en la terapia fotodindmica convencional con ICG, el laser diodo a 810 nmy
las AgNPs tuvieron buenos resultados como complementos para la desinfeccion del
conducto radicular (52).

Kushwaha y cols., en el 2018, realizaron un estudio en el que evaluaron la eficacia
antimicrobiana de las AgNPs y las nanoparticulas de oro (AuNPs) con laser ND: YAG (L) y
sin la activacion de éste para eliminar E. Faecalis. En este estudio se utilizaron 120 dientes
inoculados con E. Faecalis en un periodo de 24 horas. Se crearon 4 grupos: en el grupo 1
se encuentran las AgNPs con irrigacion de 50 pl de 100 ppm durante 3 minutos, el grupo 2
de AuNPs se irrigd con 50 yl de 100 ppm, en el grupo 3 se encuentran las AgNPs en
combinacion con el laser YAG con irradiacion de potencia de 1.5 W durante 60 segundos
al igual que el grupo 4 con las AuNPs en combinacion con laser YAG. Se afiadio un grupo
control que consta de irrigacion con CHX al 2% durante 20 minutos. Para los resultados se
determiné la UFC en la que la mayor reduccién se encontré en la combinacién del grupo 3
(53).

En el 2019, Maliszewska y cols., realizaron un estudio in vitro para investigar el efecto de
las AuNP en la reduccion de la dosis de radiacion laser para eliminar eficazmente el E.
Faecalis. Para este estudio, una vez que se obtuvo la muestra de E. Faecalis y el inoculo
de esta, se dividio en los siguientes grupos: tratamiento solo con AuNP; tratamiento con
AuNP e irradiacion con laser; tratamiento con MB a la concentracion de 6.25 mg L-1
solamente; tratamiento con MB a la concentracion de 6.25 mg L-1 e irradiacion con laser;
tratamiento con MB a la concentracion de 6.25 mg L-1 y las AuNP solamente; tratamiento
con MB a la concentraciéon de 6,25 mg L -1 y las AuNP con irradiacion laser. Los pocillos
gue se expondrian a laser se expusieron a distintos tiempos (5, 10, 15, 30 y 45 min). Se
prepararon también 10 pocillos con suspensidn bacteriana en el cual se activo el laser para
determinar su efecto sobre las bacterias. Se determin6 el nimero de unidades formadoras
de colonias. En sus resultados se encontré una eficacia sinérgica de la destrucciéon de E.
Faecalis cuando se aplic6 la mezcla MB + AuNPs como agente fotosensibilizante. Este
efecto letal se obtuvd después de 30 min de activacion con laser, por lo cual la viabilidad
celular bacteriana se redujo en un porcentaje del 99.92% (54)

Balagopal y cols., en el 2019, examinaron y valoraron la eficiencia antibacteriana del NaOCI
al 5%, una solucion de nanoparticulas de quitosano (ChNPs) al 0.2% y otra solucién de
AgNPs al 0.01% frente a E. Faecalis activados y no activados con LD. Se incluyeron 70
premolares mandibulares de una sola raiz. Las muestras se incubaron y se esterilizaron en
autoclave, posteriormente se inocularon de E. Faecalis y se incubaron a 37°C durante 7
dias. Los especimenes se dividieron en 7 grupos (n=10). Grupo 1: Sin tratamiento (control
negativo), grupo 2: 5% NaOCI sin activacion (control positivo), grupo 3: 5% NaOCI con
activacion de diodo laser, grupo 4: 0.01% AgNP sin activacion, grupo 5; 0.01% AgNP con
activacion por laser de diodo, grupo 6: 0.2% ChNP sin activacion y grupo 7:0.2% ChNP con
activacion por laser de diodo. Se hizo un lavado final de los irrigantes y activacion seguido
del recuento de las unidades formadoras de colonias. El laser diodo en combinacion con
NaOCI al 5% y solucién de ChNP al 0,2% tuvo efectos significativos en la reduccién de
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colonias microbianas de E. Faecalis comparado con otros grupos experimentales. También
se expuso que todos los grupos activados por laser, sin importar las soluciones, tuvieron
mejores resultados estadisticamente significativos comparados con sus contrapartes sin
laser (55).

Roshdy y cols., de igual forma en el 2019, realizaron un estudio en el que se evaludé un
irrigante con ChNPs contra E. Faecalis las cuales iban a ser activadas con laser. Para este
estudio se utilizaron 60 premolares unirradiculares inoculados con E. Faecalis durante 15
dias. Posteriormente se dividieron 2 grupos, en el que el grupo 1 consistia en una
desinfeccién unicamente con los irrigantes y en el grupo 2 se activaban estos irrigantes con
DL a 980 nm con una potencia de 2 W durante un periodo de 5 segundos. Para los
resultados se determiné las UFC.

El grupo en el que se obtuvo una mayor reduccion bacteriana fue el 2 (ChNPs activado con
laser). Con base a los datos obtenidos en este estudio, se concluye que las ChNPs se
pueden usar como irrigante endodontico y la activacién de estas con laser puede utilizarse
como terapia combinada contra E. Faecalis (56).

En el 2019, Sadony y Abozaid estudiaron la capacidad de desinfeccion de las ChNPs
combinadas con un DL de 970 nm para eliminar E. Coli. Para este estudio se utilizaron 40
dientes unirradiculares que se infectaron con E. Coli durante 15 dias. Estas muestras se
dividieron en 4 grupos. Grupo 1: grupo control solo con bacterias; grupo 2: bacterias y
ChNPs, este grupo se subdividié en 2 grupos dependiendo del tiempo de incubacion que
se tuvo (60 y 90 segundos); grupo 3: bacterias y activaciéon con DL, este también se
subdividié en 2 grupos dependiento del tiempo de activacion del laser (60 y 90 segundos);
grupo 4: se tenian bacterias, ChNPs y activacién con DL, dividiendose en 2 subgrupos
dependiendo el tiempo de activacion del laser. Sobre los resultados, se evalu6 la UFC para
cada muestra. El valor de desinfeccion medio mas alto se encontré en los 60 segundos,
mientras que el valor medio minimo era a los 90 segundos. Los resultados muestran un
efecto antibacteriano con la irradiacion del DL y las ChNPs (57).

Abdelgawad y cols., en el 2020, estudiaron la eficiencia de la activacion de la CHX y las
AgNPs con un DL de 810 nm o un endoactivador sénico comparados con una aguja de
salida lateral. En este estudio se prepararon 69 premolares los cuales fueron inoculados
con E. Faecalis y se dividieron en 3 grupos. Grupo 1: DL con potencia de 1 W; grupo 2:
endoactivador sonico; grupo 3: aguja con salida lateral. De igual forma estos grupos se
subdividieron en 3 grupos dependiendo la solucidn irrigante, las cuales fueron CHX, AgNPs
y agua destilada. Para los resultados se utilizd la microscopia de barrido laser confocal
(CLSM). En cuestion de activacion, el laser obtuvo resultados mas altos y el endoactivador
tuvo los resultados mas bajos. En cuanto al tipo de irrigante, las AQNPs combinadas con
DL tuvieron un porcentaje de bacterias muertas del 78%, la agitacién con aguja de salida
lateral obtuvo un 76.47% y la activacion sonica obtuvo un porcentaje del 72.94%.

Se concluye que la activacién del irrigante con DL combinado con AgNPsy CHX tuvo
mejores resultados que el endoactivador y la aguja de salida lateral (58).
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Seyedeh y cols., en el 2021 realizaron un estudio en el cual el objetivo era comparar los
efectos antibacterianos de un laser diodo con una longitud de onda de 940 nm vy
nanoparticulas de plata al igual que los efectos sinérgicos de ambas técnicas contra
Enterococcus faecalis, ellos utilizaron 90 dientes humanos unirradiculares los cuales fueron
decoronados y preparados con limas rotatorias. Las muestras se irrigaron con NaOCI y
EDTA al 17%. Luego se esterilizaron en autoclave y se contaminaron con E. Faecalis en
una suspension (1,5 x 108UFC/ml) durante 21 dias. Las muestras se fijaron en un
microtubo y se dividieron aleatoriamente en 4 grupos experimentales (n=20) y un grupo de
control negativo (n=10) de la siguiente manera: Grupo 1: hipoclorito de sodio al 5%, Grupo
2: nanoparticula de plata, Grupo 3: laser de diodo, y Grupo 4: laser de diodo y nanoparticula
de plata activando 15 segundos 3 veces de forma similar al grupo de laser. Hubo una
reduccion significativa para el grupo 1 en comparacion con los otros grupos y este grupo
tuvo una disminucion extrema de los recuentos de colonias. También hubo una diferencia
importante entre las nanoparticulas de plata y los grupos de laser de diodo en los recuentos
bacterianos y las nanoparticulas de plata tuvieron mas eficiencia que el laser diodo (59).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

En el tratamiento de conductos radiculares, la desinfeccion incluye la eliminacion de lodillo
dentinario y de los tejidos pulpares. En la instrumentacion se puede crear lodillo dentinario
por un barrido de las paredes del conducto radicular, por lo que se necesita una solucién
gue penetre y elimine dicho lodillo. Hasta el momento no se ha formulado una solucién
irrigante que funcione como un irrigante ideal. Pensando en las variaciones anatémicas del
SCR y la poca capacidad de los irrigantes para desinfectar por completo el espacio del
conducto radicular, se necesita encontrar nuevos protocolos de desinfeccion mas efectivos,
con el objetivo de eliminar al E. Faecalis, el cual puede causar fracasos en el tratamiento
endodontico. Como opciones para este nuevo protocolo de desinfeccion tenemos las NPs
metélicas, las cuales tienen efecto antimicrobiano al entrar en contacto con la membrana
celular. También se menciona el uso de laser ya que puede penetrar en los tubulos
dentinarios y ocasionar la muerte bacteriana a mayor profundidad, por lo que se propone
el uso combinado de CuNPs y laser, lo cual puede potenciar la actividad antimicrobiana de
las CuNPs contra el E. Faecalis.

Con lo mencionado anteriormente, surge la siguiente pregunta de investigacion:

¢Las nanoparticulas de cobre activadas con laser diodo inhiben el crecimiento del
Enterococcus faecalis?
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5. JUSTIFICACION

Para una correcta limpieza durante el tratamiento endodontico es necesario la desinfeccion
mecéanica y quimica para tratar de eliminar E. Faecalis, el cual puede resultar en una
infeccion persistente ya que, por la complejidad anatémica del SCR, los irrigantes no llegan
a zonas profundas, lo que conlleva a una desinfeccion baja que puede ocasionar el fracaso
del tratamiento.

Con el desarrollo de cepas bacterianas resistentes, incluso a los antibioticos, se han tenido
gue investigar medicamentos con un mayor espectro antimicrobiano. Las NPs tienen mayor
area de superficie y al interactuar directamente con la membrana celular cargada
negativamente, podran ejercer su efecto antimicrobiano.

La informacion descrita en articulos anteriores menciona el uso de las CuNPs en
odontologia, asi como en la endodoncia para eliminar bacterias resistentes y al ser un
antibacteriano de contacto se disminuiria el tiempo necesario, siendo asi capaces de ser
utilizadas como irrigante o0 medicamento intraconducto. Aln se requiere mas informacion e
investigacion sobre la actividad de estas CuNPs como desinfectantes del conducto
radicular.

El DL tiene buena desinfeccién ya que penetra en la dentina y destruye bacterias con su
efecto fototérmico. El DL tiene distintas puntas de activacion, delgadas y flexibles lo que les
permite llegar a partes donde el acceso esta muy limitado. Aln no se encuentra informacion
sobre el uso de las CuNPs y DL, por lo cual se plantea esta investigacion para buscar
alternativas de desinfeccion del SCR.

En este estudio se espera una eliminacién del E. Faecalis con la combinacion de las CuNPs

y el DL y se pueda obtener un protocolo de irrigacion endoddntica més favorable y asi
aumentar la tasa de éxito en un tratamiento endodontico.
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6. HIPOTESIS

Hi: Las nanoparticulas de cobre activadas con laser diodo inhiben el crecimiento de
Enterococcus faecalis.

Ho: Las nanoparticulas de cobre activadas con laser diodo no inhiben el crecimiento de
Enterococcus faecalis.

7. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de cobre activadas con laser
diodo contra el Enterococcus faecalis.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la concentracibn minima inhibitoria de las nanoparticulas de cobre
activadas con laser diodo contra el Enterococcus faecalis.

Determinar la concentracion minima inhibitoria de las nanoparticulas de cobre sin
activar con laser diodo contra el Enterococcus faecalis.

Determinar la actividad antimicrobiana del laser diodo contra el Enterococcus
faecalis.

8. MATERIALES Y METODOS

8.1 DISENO DEL ESTUDIO

De acuerdo a la intervencion del investigador, este estudio es experimental.

De acuerdo a la medicion del fenémeno en el tiempo, es un estudio prospectivo.
De acuerdo al numero de mediciones, sera un estudio transversal.

Segun la captacion de la informacion, es un estudio in vitro, realizado en el
laboratorio.

Segun la poblacion en estudio, sera una investigacion analitica.

8.2 POBLACION Y MUESTRA

Estudio experimental in vitro, por lo que no se llevara a cabo un calculo del tamafio
de muestra.

Diluciones en etilenglicol a distintas concentraciones de nanoparticulas de cobre de
25 nm, en su estado purificado.

Cepa de E. Faecalis (ATCC 51299)
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8.3 CRITERIOS DE SELECCION

8.3.1 Criterios de inclusion

e Nanoparticulas de cobre de 25 nm, en su estado purificado.
e La cantidad y dilucion adecuada de las nanoparticulas de cobre utilizadas.
e Cepade E. Faecalis (ATCC 51299)

8.3.2 Criterios de exclusién

e Nanoparticulas de cobre que no se encuentren en estado purificado.
e Nanoparticulas de cobre que no sean del tamafio preestablecido.
e Cepa de E. Faecalis contaminada con otras bacterias.

8.3.3 Criterios de eliminacion

e Nanoparticulas de cobre que en solucién muestran posible contaminacion.
e Muestras que por algun factor externo no se hayan logrado preparar con el proceso
preestablecido.

8.4 VARIABLES (definicion conceptual, definicion operacional, escala y categoria) (Tablal)

Tabla 1. variables

| VARIABLES INDEPENDIENTES

VARIABLES DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL CATEGORIA ESCALA
Particulas solidas de cobre con un
diametro de 1 a 100 nm, con | (Numero o cantidad o porcentaje) Cualitativa
NANOPARTICULAS capacidad antimicrobiana. de nanoparticulas de cobre para | policotémica ml
COBRE inhibir crecimiento bacteriano. nominal Hgimi.
Herramienta que utiliza la luz laser
como,fueln'tet detenerg|a. | tE__sC}a Activador de nanoparticulas para Cualitativa
LASER DIODO energla al interactuar con €1 tejido | ,ninir crecimiento bacteriano. dicotémica nm
irradiado consigue efectos nominal
terapéuticos. Posee una longitud
de onda de 800nm a 980nm.
VARIABLES DEPENDIENTES
VARIABLES DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERACINAL CATEGORIA ESCALA
Concentracion mas baja de un | cantidad de nanoparticulas de
agente antimicrobiano donde nose | cobre  activadas con laser
CONCENTRACION | observa desarrollo  bacteriano | necesarias para inhibir el | Cuantitativa Il
MINIMA INHIBITORIA | (bacteriostatico). crecimiento del Enterococcus de razén Hgim?.
faecalis.

Tabla 1. Variables independientes y dependientes
Fuente propia.
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8.5 CONCORDANCIA'Y FIABILIDAD

e Se aprendio la técnica de macrodilucidén con un experto.

e Prueba piloto, en la cual el investigador realizo el procedimiento junto al experto para
hacer un primer analisis de resultados bajo su supervision y evaluar viabilidad,
tiempo, costo y acontecimientos adversos.

e Elresultado del estudio se tom6 como el promedio de 5 pruebas realizadas.

8.6 UBICACION ESPACIO-TEMPORAL

Laboratorio de investigacion en microbiologia oral de la facultad de estomatologia de la
B.U.A.P. y laboratorio de biomateriales en el periodo enero - mayo 2023.

8.7. PROCEDIMIENTOS
8.7.1 Nanoparticulas de cobre

La suspension acuosa de CuNPs se realizo con la dilucién de las CuNPs de 25 nm (Sigma
Aldrich) en etilenglicol para mantenerlas estables durante 2 meses (60), en el cual se cred
una solucién concentrada a partir de 3 mg de nanoparticulas de cobre en 1 ml de etilenglicol
de la cual partiriamos para obtener las concentraciones determinadas de las nanoparticulas
por dilucién (Tabla 2) (Figura 2).

Tabla 2. Concentraciones de nanoparticulas

300ug/ml
400 pg/ml
500 pg/ml
600 pg/ml
700 pg/ml
800 pg/ml
900 pg/ml
1000 pg/ml

Tabla 2. Concentraciones de nanoparticulas de Figura 2. CuNPsy etilenglicol.
300 pg/ml a 1000 pg/ml. Fuente propia. Fuente propia.
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8.7.2 Cultivo de cepa bacteriana

Se utilizé una cepa de E. Faecalis (ATCC 51299) que se cultivé en infusion cerebro-corazén
(BHI) a 37° C por 24 horas. Posteriormente se sembro por estria cruzada en agar BHI a
37° por 24 horas para su posterior utilizacion.

8.7.3 Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI).

La CIM es la concentracion mas baja de un antimicrobiano que es bacteriostatico. Esta se
utiliza patra evaluar la funcién antimicrobiana de diversos compuestos al medir el efecto de
concentraciones decrecientes durante un periodo definido en términos de inhibicion del
crecimiento de la poblacion microbiana.

Para la determinacion de la CMI en este estudio se utilizé el método de macrodilucion (61).
Se dispuso de una bateria en 18 esterclaves de vidrio del mismo calibre bajo criterios de
bioseguridad y esterilidad. Se agregé a cada tubo caldo cerebro-corazén (BHI), la
suspension bacteriana de 24 horas de crecimiento, ajustada a un estandar de 0.5 del

nefeldmetro de McFarland, equivalente a 1.5 x 108 UFC /ml, y la solucion concentrada de
CuNPs. En la tabla 3 se observan las cantidades exactas para obtener la concentracion de
CuNPs deseada, asi como los testigos positivos y negativos de crecimiento bacteriano
(Tabla 3) (Figura 2).

Tabla 3. Cantidades para crear las diluciones

1 300 ugm 900 ui 100 pi 10 i
20 400 pgmi 867 ui 133 i 10
8 500 ugmi 834 i 166 i 10
4 600 pgmi 800 ui 200 yi 10 i
5 700 pgmi 770 i 230 pi 10 i
6 800 ugmi 740 pi 260 pl 10 i
7 900 pgmi 700 ui 300 ul 10
'8 1000 ugmi 670 pi 330 i 10
9 Control+ 1000 i 0l 10 i
. Control - 925 pi 75 ul 10
clorhexidina

Tabla 3. Cantidades para las diluciones.
Fuente propia.

Figura 3. Colocacion de BH,
suspension bacteriana y concentrado
de CuNPs en esterclaves.

Fuente propia.
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8.7.4 Grupos experimentales
Se dividi6 en 2 grupos.
Grupo 1 con activacion de laser diodo.

En este grupo se procedi6 a activar las muestras con el laser diodo Epic X de biolase con
una potencia de 1.5 W y longitud de onda de 940 nm, el cual se activo durante 30 segundos
basandonos en el articulo publicado en el 2017 de Afkhami donde utiliz6 AgNPs y DL contra
el E. Faecalis, lo cual le arroj6 mejores resultados (52). Los esterclaves se incubaron a
37°C por 24 horas (Figura 4 y Figura 5).

BIOLASE
sl

PUNTA [1.5 | ="
POTE|

Figura 4. Laser diodo Epic X de biolase a 1.5W. Figura 5. Activacion de Laser diodo Epic X de
Fuente propia. biolase por 30 segundos. Fuente propia.

Grupo 2 sin activacion de laser diodo.

En este grupo, una vez que se habia colocado la cantidad de BHI, CuNPs y suspensién
bacteriana, se incubaron los esterclaves a 37°C por 24 horas sin ningun tipo de activacion.

Transcurrido esto, de manera visual, se identificd la presencia o ausencia del crecimiento
bacteriano. La CMI se obtiene con la minima concentracion en donde no se observa
turbidez, la cual es compatible con crecimiento bacteriano.

En el control positivo no se usaron CuNPs y en el control negativo se utiliz6 CHX al 2%
para su eliminacion.
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8.8. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé el andlisis de los datos por estadistica descriptiva, frecuencias y porcentajes,
pues las variables del estudio son dicotdmicas y solo miden la presencia o ausencia de
las bacterias.
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9. RESULTADOS

Los resultados mostraron una turbidez correspondiente a un crecimiento bacteriano en las
concentraciones mas bajas de dilucion de CuNPs que fueron 300 ug/ml Y 400 ug/ml tanto
para el grupo de laser como para el grupo sin laser. A partir de la concentracion de 500
Mg/ml no se podia apreciar turbidez en ninguna concentracion tanto para el grupo con laser
como para grupo sin laser (Figura 6).

Figura 7.

1.- 1000 pg/ml. 2.- 900 pg/ml. 3.- 800 pyg/ml.
4.- 700 pg/ml. 5.- 600 ug/ml. 6.-500 pg/ml.
7.- 400 pg/ml. 8.- 300 pg/ml.

En donde lado A es el grupo con activacién
de laser y lado B es el grupo sin activacion
de laser.

9.- Control + A, Control — B.

Fuente propia.

Figura 6.

Figura 6A. Grupo sin activacién de laser.
Figura 6B. Grupo con activacion de laser.
Fuente propia.

Para corroborar que realmente hubiera un efecto bactericida, se decidi6 sembrar el
contenido de cada esterclave en placas de agar BHI por medio de estria cruzada, las cuales
se incubaron a 37°C por 24 horas para su posterior lectura.

En las concentraciones de 300 pg/ml, 400 pg/ml, 500 pg/ml y 600 ug/ml siempre hubo
crecimiento de colonias bacterianas en las placas de agar tanto para el grupo con laser
como para el grupo sin laser. Para las concentraciones de 700 pg/ml a 1000 pyg/ml no hubo
crecimiento bacteriano en ningun grupo (Figura 7).

Basandonos en estos resultados la concentracion minima inhibitoria para ambos grupos
fue de 700 pg/ml, ya que en ninguna repeticion de este estudio hubo crecimiento bacteriano
a dicha concentracion.

35



El control positivo tuvo crecimiento bacteriano en todas sus repeticiones y el control
negativo, en el cual se utilizé CHX, inhibié por completo el crecimiento bacteriano. (Figura
6-9). Los resultados se encuentran tabulados en la tabla 3, tabla 4 y tabla 5.

Tabla 4. Resultados de crecimiento bacteriano en las 5 pruebas realizadas

300 pg/ml + + + + +
400 pg/ml + + + + +
500 pg/ml - _* _* _* _*
600 ug/ml _* _* _* _* _*
700 pg/ml - - - - -
800 pg/mi - - _ _ _
900 pg/mi - - _ _ _
1000 pg/mi - - _ _ _
Control + us + + + +
Control - - - -

Concentraciéon de
nanoparticulas de cobre (ug/ml)
/ Activadas con laser diodo
300 upg/ml

400 pg/ml
500 pg/ml
600 pg/ml
700 pg/ml o o - -
800 ug/ml - - - -
900 pg/ml - - - - -
1000 pg/ml - - - - -
Control + 2 + b + +
Control - o . - -

+ +
+ +
+ +
+ +
+ +

1

* X
1
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1
1
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Tabla 5. Porcentaje de bacterias presentes

Concentracion de CuNPs activadas y sin activar con laser

300 400 500 600 700 800 900 1000 Control

pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml +

100% 100% 100% 100% 0% 0% 0% 0% 100%
0% 0% 0% 0% 100% 100% 100% 100%

Fuente propia.

Control

100%
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10.- DISCUSION

El principal objetivo del tratamiento de conductos radiculares es prevenir o tratar la
periodontitis apical, lo cual va a implicar la limpieza y la conformacién del sistema de
conductos radiculares (4). En esta parte la eliminacion de bacterias de los conductos es
muy importante para dicho tratamiento ya que las bacterias mantienen las lesiones
periapicales como persistentes (5).

El Enterococcus faecalis es un coco Gram positivo capaz de adaptarse y sobrevivir en
entornos adversos y es un patégeno capaz de tolerar un pH alcalino de 11.5 por largos
periodos de tiempo (62).

Debido a la dificultad para eliminar bacterias multi resistentes como E. Faecalis del
conducto radicular con sustancias antibacterianas convencionales, en los ultimos afos se
han introducido nuevas estrategias como el uso de nanoparticulas metalicas y el uso laser
para intentar mejorar la desinfeccion endodontica.

El cobre tiene accion antibacteriana debido a su capacidad de dar y recibir electrones, lo
gue ocasiona un radical hidroxilo que a su vez ocasiona una oxidacion de proteinas y lipidos
(33), por lo tanto, las propiedades antibacterianas que presenta el cobre en su presentacion
de nanoparticula podrian tener aplicaciones en endodoncia para favorecer la desinfeccion
de los conductos radiculares (36).

El laser diodo puede penetrar facilmente en conductos curvos debido a sus fibras flexibles
y de pequefio tamafio, mejor distribucion de la luz y, por lo tanto, mejor desinfeccion del
conducto. Los laseres diodo interfieren ligeramente con el agua y la hidroxiapatita y
potencian su efecto bactericida con actividad térmica fotosensible en areas inaccesibles de
la dentina, por lo tanto estas propiedades han llevado a su uso en la desinfeccion de los
conductos radiculares. (60)

Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio fue determinar la actividad antimicrobiana
de las nanoparticulas de cobre activadas con laser diodo y sin activar contra Enterococcus
faecalis la cual, basandonos en la concentracién minima inhibitoria para ambos grupos, fue
de 700 pg/ml.

Kushwahay cols., en el 2018, investigaron la actividad de las AgNPs y las AuNPs las cuales
activaron con laser YAG contra E. Faecalis. En el grupo de las AuNPs y laser se utilizé una
irrigacion de 50 pl de 100 ppm con activacion de laser con una potencia de 1.5 W durante
60 segundos en el cual se encontraron mejores resultados en la combinacion del grupo de
laser y las AgNPs (53). Maliszewska y cols., en el 2019 investigaron el efecto de las AUNPs
con dosis de radiacion laser contra E. Faecalis. En los grupos de laser mas las NPs, el laser
se activd durante varios periodos de tiempo que iban desde 5 minutos hasta 45 minutos;
en sus resultados se encontré un efecto bactericida después de la activacion del laser
durante 30 minutos (54).
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Los resultados de esta investigacion difieren con los estudios anteriores ya que el
crecimiento bacteriano basado en la turbidez fue exactamente igual tanto en el grupo con
laser como en el grupo sin laser; esto se podria explicar posiblemente por la diferencia de
tiempo de activacion del laser. En nuestro estudio se activé el laser durante un periodo de
30 segundos segun Afkhami y cols., en el 2017 (52), ya que los articulos anteriores
mencionan un tiempo de exposicion al laser de incluso 45 min, lo que ayuda a un mayor
movimiento y contacto con la pared celular para su eliminacion; sin embargo, este tiempo
de activacién es prolongado y no tan factible de aplicar clinicamente.

Abdelgawad y cols., en el 2020, estudiaron la activacion de la CHX y las AgNPs en conjunto
con laser diodo de 810 nm y el endoactivador sénico contra una aguja de salida lateral. En
este grupo el laser utilizé a una potencia de 1 W activado durante 10 segundos, 3 veces.
En los resultados, el mayor porcentaje de eliminacién de bacterias fue en el grupo de
AgNPs con DL seguida de la aguja de salida lateral y, por ultimo, la activacién soénica.
Ninguno de estos resultados tuvo diferencias significativas (58).

De igual forma Seyedeh y cols., en el 2021 realizaron un estudio en el cual el objetivo era
comparar los efectos antibacterianos de un laser diodo con una longitud de onda de 940nm
y nanopatrticulas de plata y los efectos sinérgicos de ambas técnicas contra Enterococcus
faecalis. En el grupo de laser diodo y nanoparticulas de plata, se limpi6 el conducto radicular
con 5 ml de suspension de nanoparticulas de plata de 100 ppm mediante una jeringa de
insulina. Después de 5 minutos, el laser diodo se irradié a 940 nm con 1 vatio de potencia
en modo continuo durante 15 segundos 3 veces y el grupo de solo nanoparticulas de plata
el conducto radicular se limpié con 5 ml de suspension de nanoparticulas de plata de 20nm
con una jeringa de insulina durante 5 minutos. Los resultados mostraron que las AgNP
podian disminuir la viabilidad celular en concentraciones de 400 a 500 ug/ml los cuales no
tuvieron diferencias significativas entre las nanoparticulas de plata y el grupo laser en
cuanto al niumero de colonias bacterianas encontradas (59).

Los resultados de este estudio pueden parecerse mas a los dos ultimos articulos citados
anteriormente ya que no se encontrd una diferencia significativa entre el uso de laser y el
solo uso de la nanoparticula, esto posiblemente se debe al tiempo de exposicion que se
generd con el laser el cual es menor, ya que en este estudio se activo el laser 30 segundos
comparado con el mayor tiempo reportado en los articulos que fue de 45 minutos, en los
cuales el laser tiene un efecto bactericida superior en conjunto con las nanoparticulas.

También se observo la diferencia de concentraciones, encontrandose que para las AgQNP
se requiere menor concentracion que los 700 pg/ml reportados para las CUNPs en este
estudio. La diferencia esta relacionada con el tipo de material y el tamafio de las
nanoparticulas, asi como los tiempos de activacion a las que fueron sometidas cuando se
probaron con laser.
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Auln no hay estudios que evalten el uso del laser en conjunto con las CuNPs para poder
tener una comparacion mas precisa en cuanto a nuestra metodologia.

Los resultados obtenidos en este estudio no mostraron un nivel de desinfeccion mayor en
cuanto al uso de laser, ya que los resultados nos indican la misma eliminacion de bacterias
gue cuando no se utilizo el laser, lo que si se podria afirmar en este estudio es que por si
solo el cobre tiene un efecto bactericida y este es eficaz para la eliminacion del E. Faecalis,
lo cual tiene mucha relevancia en el ambito de la endodoncia, ya que dicha bacteria es la
méas comunmente encontrada en infecciones endodonticas y la mas dificil de eliminar.

Durante este estudio se tuvieron algunas limitaciones como el tiempo para realizarlo ya que
el laser diodo no se encontraba disponible. Se sugiere para investigaciones futuras
aumentar el tiempo de activacion del laser diodo, asi como su potencia para ver si se logran
resultados mas favorecedores. De igual forma se podria obtener una concentraciéon minima
inhibitoria mas precisa al crear concentraciones de nanoparticulas especificas entre los
rangos de 100 pg/ml.
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11. CONCLUSION

Se concluye que por si solas las nanoparticulas de cobre tienen un efecto bactericida en
una concentraciéon de 700 ug/ml, y no se encontraron diferencias en la reduccion bacteriana
cuando las nanoparticulas fueron activadas con el laser diodo durando 30 segundos, por lo
gue se acepta la hipétesis nula.

Para futuros estudios se sugiere mas investigacion, probar con distintos tiempos de
activacion del laser, asi como potencias de laser para obtener resultados mas
favorecedores en cuanto a su uso. También se podrian crear nuevas concentraciones de
nanoparticulas de cobre y obtener una concentracion minima inhibitoria mas precisa.
Finalmente se podria completar la evaluacion del efecto antibacteriano con un conteo de
bacterias que permita obtener resultados cuantitativos.
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