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Resumen

Los brackets de ortodoncia son aditamentos fijos que se colocan en los 6rganos
dentales para la correccion de las maloclusiones dentales, estando en contacto directo
con la superficie del esmalte dental y, debido a varios factores como su complejo
disefio, la duracién del tratamiento y la dificultad en la higiene bucal del paciente,
producen una mayor acumulacion de biofilm oral, aumentando los niveles de bacterias
acidégenas, mas notablemente el S. mutans y el S. sobrinus; logrando reducir el pH de
la biopelicula en pacientes con ortodoncia, provocando lesiones de mancha blanca
alrededor del bracket, siendo la lesion inicial de caries dental. Gorelick informé que la
desmineralizacién del esmalte ocurre desde el primer mes después de la colocacion de
aparatos fijos, y se estima que la prevalencia de la lesién de mancha blanca en el
esmalte de los pacientes tratados con ortodoncia varia de 12.6% a 50%.

En este estudio el método de agregacién de AgNPs desarrollado por Bala permitié
observar una sintesis efectiva y una distribucién homogénea de las mismas sobre la
superficie de los brackets de ortodoncia, tanto de brackets estéticos como metalicos,
asi como un potente efecto antibacteriano logrando la formacion de halos estables y
bien definidos en las pruebas microbiolégicas por contacto directo con cepas tanto
Gram positivas como Gram negativas. De igual manera disminuyé la adhesién de S.
mutans y S. Sobrinus a los brackets de ortodoncia, lo que demuestra sus propiedades
antibacterianas.

La modificacién de la superficie de los brackets de ortodoncia con nanoparticulas de
plata puede prevenir el desarrollo de placa dental y caries dentales durante el
tratamiento de ortodoncia ayudando a reducir eficazmente la incidencia y prevalencia
de lesiones de manchas blancas, sin embargo, es necesario realizar mas
investigaciones in vivo en pacientes tratados con ortodoncia.

La incorporacion de nanoparticulas de plata disminuyé la resistencia al
descementado, sin embargo, la mayoria de los grupos cumplieron con los criterios

necesarios para una adecuada resistencia al descementado en ortodoncia.

Es importante resaltar la implementacion de estudios posteriores para encontrar el tipo
de nanoparticula que garantice efecto antibacterial, una adecuada fuerza de adhesién
y evite la decoloraciéon en brackets estéticos.



Introduccidén

El ambiente de la cavidad bucal proporciona ciertas caracteristicas esenciales para la
proliferacion de bacterias que son capaces de generar acidos que ocasionan la pérdida
de sustancias minerales en la superficie del esmalte dental.? La biopelicula tiene un

papel crucial en la adhesion de estos microorganismos a la superficie dental.?

La desmineralizacion del esmalte es causada por los acidos organicos producidos por
diversos microorganismos, principalmente Streptococcus mutans y Streptococcus

sobrinus, que se identifican como los principales patégenos en la caries dental .34

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha definido la caries dental como un
proceso localizado cuyo origen es debido a multiples factores; esto comienza como
una desmineralizacion, que es el ablandamiento del tejido duro del diente y evoluciona
hacia la formacion de una cavidad. La OMS informa que existe una prevalencia en el
60% al 90% de los nifios en edad escolar y que casi el 100% de los adultos tiene caries
dental en todo el mundo, coincidiendo con el informe de la Norma Oficial Mexicana

013, donde se menciona que existe una prevalencia del 90% en Mexico.®

El tratamiento de ortodoncia, utilizando aparatos fijos (brackets, bandas, arcos,
ligaduras y otros aditamentos), proporciona condiciones adecuadas para la
colonizacion de microorganismos cariogénicos. Debido a que los aparatos fijos
promueven la retencidén y adhesion de la biopelicula, la higiene dental se vuelve méas
complicada y los microorganismos aumentan el riesgo de desmineralizacion del

esmalte.



Se ha afirmado que entre el 50% y el 70% de los pacientes sometidos a terapia con
aparatologia fija tuvieron una desmineralizacion del esmalte alrededor de los brackets
(lesiones de mancha blanca o cavidades).*® Esto ha sido reportado desde el primer
mes después de la colocacion de los brackets. Con una prevalencia del 12,6% al

50%.58

Los niveles de pH oral y los diversos microorganismos presentes normalmente en la
cavidad oral pueden influir en la capacidad de adhesion de las bacterias, generando la
formacién de biofilm que aumenta el riesgo de desmineralizacion en el esmalte, y el

desarrollo de caries, en particular alrededor del bracket.®

Las interacciones electrostaticas e hidrofébicas causan principalmente la primera
afinidad de las bacterias a las superficies solidas. Las superficies con alta energia libre

atraen a las bacterias como S. mutans, mas facilmente.®

En un estudio de Eliades et al.,'° el acero inoxidable presenté la mayor tension
superficial critica y se puede esperar que tenga una mayor capacidad de retencion de
placa dentobacteriana. Se ha encontrado que los brackets metéalicos de ortodoncia
inducen cambios especificos en el ambiente oral, como niveles reducidos de pH,
aumento de la acumulacion de placa y elevacion de la colonizacion por S. mutans 'y S.
sobrinus. Sin embargo, estudios recientes sobre posibles diferencias en la afinidad
inicial y la adherencia de las bacterias en los brackets de metal, ceramica y plastico a

lo largo del tiempo no fueron concluyentes.10.11

La prevencion de las lesiones de la mancha blanca, la caries y los problemas
periodontales durante el tratamiento de ortodoncia es un desafio importante para el
ortodoncista y el paciente. Se han propuesto y desarrollado muchas estrategias para
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minimizar estas consecuencias bioldgicas, que pueden incluir barnices o mousses de

fluoruro, pastas dentales diferentes y enjuagues bucales.?

Desafortunadamente, solo menos del 15% de los pacientes de ortodoncia siguen

instrucciones.1?

Para la prevencion de la caries, se han desarrollado nuevas estrategias, como la
incorporacion de nanoparticulas de plata (AgNPs), que se han incorporado en los
adhesivos ortoddnticos para controlar la biopelicula oral y reducir la desmineralizacién
alrededor de los brackets. Al agregar AgNPs a los adhesivos y aparatos de ortodoncia
convencionales, el problema critico es que las propiedades fisicas y quimicas no deben
verse afectadas negativamente, lo que lleva al rendimiento clinico ideal. Ademas, las
propiedades antimicrobianas y la seguridad de los nuevos nanoadhesivos deben

garantizarse durante un periodo de tiempo clinicamente relevante.'3-2°

La literatura cientifica y los estudios sobre el uso de AgNPs son limitados, es por esta
razén que el propdésito de esta investigacion fue sintetizar y caracterizar las AgNPs
sobre brackets ortodonticos, determinar y comparar la colonizacion bacteriana
independiente de S. mutans y S. sobrinus en cinco tipos diferentes de materiales de
brackets ortodonticos verificando su efectividad antibacterial y la resistencia al

descementado.



1. Antecedentes

1.1 Esmalte dental

Los dientes son los érganos mas duros del cuerpo humano, se encuentran alojados en
los alvéolos del maxilar y de la mandibula. Cada érgano dentario esta formado por

cuatro tejidos: esmalte, cemento, dentina y pulpa.?!

El esmalte dental es el tejido adamantino que en su porcion coronaria cubre en forma

de casquete a la dentina y proporciona la principal barrera contra el proceso carioso.

El esmalte se encuentra constituido estructuralmente por millones de prismas de forma
hexagonal, altamente mineralizados y que lo recorren en todo su espesor, desde la
union amelodentinaria hasta la superficie externa o libre en contacto con la superficie

bucal y se encuentran suspendidos en la sustancia interprismatica.?%22

Caracteristicas

Se desarrolla embriol6gicamente del ectodermo y se forma a partir del 6rgano del
esmalte, el cual a su vez se origina de una proliferacion localizada del epitelio bucal.
Los cristales de hidroxiapatita del esmalte se hallan densamente engrosados y

presentan un tamafio mayor que el de otros tejidos mineralizados.?!

Propiedades fisicas

Dureza

Es la oposicién superficial que presentan una sustancia a ser rayada o a sufrir
alteraciones en su condicion fisica, generadas por compresion. Presenta una dureza
gue corresponde a cinco en la escala de Mosh (escala de uno a diez que establece la

dureza de ciertas sustancias) y equivale a la apatita de los cristales.



La dureza adamantina disminuye desde la superficie libre a la union amelodentinaria,

estando en relacion directa con el grado de mineralizacion.

Su dureza y estructura lo tornan facil de romper como el vidrio, lo cual se sucede sobre

todo cuando el esmalte pierde su base dentinaria sana.???

Su dureza es generada por su:

-Alto contenido de sales minerales.

-Disposicion cristalina.

Espesor
Es adelgazado en el cuello del 6érgano dentario y amplia su espesor en las cuspides.
El espesor maximo es de 2 a 2.5 mm (en molares y premolares), protegiendo al diente

del desgaste de la masticacion.

Elasticidad
Es muy limitada pues esta depende de la proporcién de agua y de sustancia organica
que posee. Por esta razén es un tejido fragil, con tendencia a las macro y

microfracturas, cuando no dispone de un soporte dentinario flexible.?!

Color y Transparencia
Es esmalte es transllcido, el color varia entre un blanco amarillento a un
blancogrisaceo, pero dicho color no es propio del esmalte, sino que resulta de las

estructuras profundas, en especial de la dentina.



Permeabilidad
Es demasiado limitada y se ha observado por medio de marcadores radioactivos o
radiois6topos que el esmalte puede funcionar como una membrana semipermeable,

permitiendo el intercambio de agua y de algunos iones presentes en el medio bucal.

Radiopacidad

Es muy alta en el esmalte, ya que es un tejido muy mineralizado.

Propiedades quimicas

Esta conformado quimicamente por una matriz organica (1-2%), una matriz inorganica

(95%) y agua (3-5%).

Matriz orgénica
Esta compuesta de proteinas no coldgenas llamadas proteinas del esmalte; estas son
polipéptidos glucosilados sintetizados y secretados por los ameloblastos llamadas

amelogeninas y enamelinas.

En la matriz organica del esmalte también se encuentran glucosaminoglucanos,

proteoglucanos y diversas clases de lipidos.

Matriz inorganica

Esta formada por sales minerales célcicas basicamente fosfato y carbonato. Estas
sales se colocan en la matriz del esmalte, originando rapidamente un proceso de
cristalizacion que modifica la masa mineral en cristales de hidroxiapatita,
encontrandose estos organizados en prismas hexagonales fuertemente yuxtapuesto,
carbonato, magnesio, fllor, sodio y potasio. Dicha mineralizacion comienza al

momento de ser secretada.
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Agua
Se localiza en la periferia del cristal formando la denominada capa de hidratacion o
capa de agua absorbida. El porcentaje de agua en el esmalte decrece gradualmente

al avanzar la edad.?122

Estructura histoldégica del esmalte

Prismas o bastoncillos del esmalte
La unidad estructural basica son los prismas del esmalte, son estructuras hexagonales
alargadas, que presentan una apariencia cristalina clara, permitiendo que la luz los

atraviese libremente, compuestas por cristales de hidroxiapatita.??

La cantidad de estos prismas es de los cinco millones en incisivos inferiores laterales
hasta los doce millones en los primeros molares, estos se encuentran fuertemente
yuxtapuestos tienen 4um de diametro y algunos miden 8um. Cada prisma se amplia a
lo largo de todo el espesor del esmalte, con orientacion oblicua y con un
desplazamiento ondulado. En las cuspides los prismas son de tamafio mas largo,
siendo translucidos al permitir el paso de la luz. Los pequefios espacios entre los
prismas contiguos estan ocupados por cristales de hidroxiapatita que se encuentran
dispuestos casi paralelamente al eje longitudinal del prisma desviandose 65° de este
eje hasta encontrarse dentro de las “colas” de los prismas. Estos cristales son

irregulares y su espesor promedio de 30 nandémetros y un ancho de 90 nanémetros.

Esmalte interprismético

La consistencia de los cristales es semejante a la de los prismas, pero estan dispuestos

diferentes ejes (40°- 60°).
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Estrias transversales

Cada prisma esta formado por segmentos separados por lineas oscuras que le dan
una apariencia estriada. Estas estrias son mas marcadas en el esmalte descalcificado,
y al alcanzar a la superficie del esmalte, originan ligeras concavidades de la superficie
del esmalte; entre una concavidad y la siguiente el esmalte sobresale ligeramente
formando las periquematias, siendo muy perceptibles en la zona cervical de dientes

jovenes.

Existe una periqguematia principalmente mas marcada que representa el momento del

nacimiento del individuo.?324:25

Direccion de los prismas

Los prismas estan dirigidos en angulo recto hacia la superficie de la dentina. En un
diente deciduo son horizontales en el &rea cervical y central de la corona. Los prismas
cerca del borde incisal cambian progresivamente hacia una trayectoria cada vez mas
oblicua hasta que en el borde son casi verticales. En los dientes permanentes los
prismas en los dos tercios oclusales de la corona son semejantes, y en la region
cervical estos se desvian hacia una trayectoria apical. Los prismas rara vez son rectos,
en su mayoria siguen una direccion ondulada de la dentina hasta la superficie del

esmalte.23:24
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1.2 Caries dental y lesion de mancha blanca

Caries Dental

La caries dental es una enfermedad infectocontagiosa multifactorial que se caracteriza
por la destruccion de los tejidos duros del diente como consecuencia de la
desmineralizacion provocada por los acidos producto de desecho de las bacterias

presentes en la placa dental 826

La Placa Dental o Biofilm Oral es un depdsito microbiano formado por flora aerébica 'y
anaerobica rodeada por una matriz intercelular de polimeros de origen salival y

microbiano.

Los principales microorganismos presentes en la placa dentobacteriana son:

Streptococcus sanguis (12 en colonizar la pelicula dental).

Streptococcus sobrinus.

Streptococcus mitis.

Streptococcus salivarius.

Streptococcus mutans (predominan 7 dias después de la colonizacion

bacteriana).

Actinomyces viscosus.

Actinomyces naeslundii.

Streptococcus oralis.

Actinomyces spp.
13



Haemophilus.

Lactobacillus acidophilus.

Neisseria flava, Bifidobacterium, Rothias, Clostridium, Propionibacterium y
Eubacterium, poseen un potencial acidégeno y acido-tolerante, pero no como el S.

mutans, y por lo tanto tienen un bajo potencial cariogénico. 23

Lesién de mancha blanca

Es una mancha blanca, opaca y con aspecto de tiza, considerada la primera
manifestacion clinica de la caries dental y el inicio de la enfermedad, también es
conocida como lesion incipiente de caries dental o lesion precariosa. En esta lesion el
esmalte pierde su brillo y se observa ligeramente poroso y aspero, pero sin presencia

de cavitacion.??

Aparatologia fija en ortodoncia

En el transcurso del tratamiento de Ortodoncia, la formacion de lesiones incipientes de
mancha blanca es el efecto indeseable més frecuente y dificil de prevenir. Esto ocurre

debido a que existe un mayor acumulo bacteriano ocasionado por la aparatologia fija.

En la actualidad, esta formacion de lesiones incipientes de mancha blanca es una de
las principales inquietudes de los clinicos y esto se ve evidenciado en numerosas
investigaciones de relevancia a nivel internacional.!

Gorelick ha reportado que la desmineralizacion del esmalte ocurre desde el primer mes
después de la colocacion de la aparatologia fija y se estima que la prevalencia de
lesion de mancha blanca en el esmalte en pacientes tratados ortoddnticamente varia

entre un 12.6% a un 50%. 82728
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1.3 Adherencia bacteriana

Cualquier solido que esté inmerso en un flujo de agua corriente tiene sobre su
superficie una abundante y variada actividad de microorganismos. En el organismo
humano, la Unica superficie dura natural que se encuentra sumergida en un fluido son
los dientes.?® Los microorganismos mantienen su actividad debido a su capacidad de
adhesioén, y también de esta depende el que puedan fijarse a la superficie, nutrirse,
multiplicarse y que sean renovados. Por tanto, este dinamismo en su composicion hace

que a estos sistemas ecoldgicos se les denomine abiertos.

Los Mecanismos de adhesion bacterianas pueden ser por tres vias principalmente:
Puentes de hidrogeno
Fuerzas de Van der Waals

Enlaces electroestaticos.

Para la adhesion bacteriana, intervienen cuatro elementos: Material, Microorganismos,

antimicrobianos y mecanismos de defensa.

El tipo de material es mas importante en los estadios iniciales de la adhesion, pudiendo
influir su rugosidad o su energia superficial, y la influencia reside especificamente en
las caracteristicas de la placa dentobacteriana y en la especificidad de las proteinas
salivares adsorbidas (receptores), que puedan ser condicionadas por la composicion

del material o por las caracteristicas de superficie de este.?®
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1.4 Tipos de brackets ortodonticos

Los brackets por su composicién pueden ser metalicos o estéticos y van adheridos al
diente, su funcion es soportar el arco, el cual es el elemento activo que nos ayuda a

corregir las maloclusiones dentales.

Metalicos
Los Brackets metélicos fundidos se realizan por inyeccidén de acero inoxidable, con lo

gue se consigue una exactitud muy detallada, principalmente en su slot.

Los Brackets maquinados se desarrollan a partir de un bloque sélido de acero
inoxidable, sobre el cual mediante fresas y tornos se talla hasta obtener la forma

adecuada.

El material del que principalmente estan fabricados es:
Acero inoxidable

Aleaciones: cromo-cobalto.30:31

Estéticos
Son de 6xido de aluminio policristalino llamados ceramicos, no se modifica su color y

otros son de una combinacién de oxidos de aluminio, hierro y titanio.

Zafiro: es conocido como bracket de cristal, compuesto de microcristales de zafiro, la

una mezcla de oxidos de aluminio, hierro y titanio, el cual le da su color caracteristico.

Ceramicos de porcelana: son de 6xido de aluminio policristalino.30:3
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1.5 Cuantificacién bacteriana

Los marcadores radioactivos son uno de los elementos esenciales de las técnicas
predictivas de imagen, identificacion de compuestos, asi como cuantificacion de
elementos quimicos de acuerdo a sus niveles o cantidades de radiacion. Son
moléculas a las que se afiade o sustituye un &tomo radioactivo que se fija de forma
especifica a una célula o molécula. Cuando su atomo radioactivo se desintegra, emiten
una radiacibn que puede seguirse mediante detectores externos. Uno de los
principales retos de las técnicas predictivas de imagen es encontrar y luego sintetizar

marcadores cada vez mas especificos de un parametro biolégico dado.®3?

En la actualidad existen diversas técnicas para la aplicacion de marcadores

radioactivos para la cuantificacién de microorganismos adheridos a las superficies de
) . C 3
los materiales dentales, entre las que encontramos la adicion del hidrégeno ("H) y el

carbono (14C).

Asimismo, la microscopia fluorescente se ha convertido en otra herramienta importante
de investigacion para observar y cuantificar el nimero de microorganismos existentes
en una superficie determinada en la que se asigna un color al microorganismo en

observacion.®32

Sistemas de cuantificacién microbioldgica

En el mercado actual existen diversos sistemas para cuantificacibn como son las

siguientes:

Las placas 3MT PetrifilmT maximizan la productividad en el laboratorio.
Estas placas estan listas para usarse, reduciendo el tiempo y optimizando el

espacio.
17



El sistema Dip N"Count frascos con esponjas cuadriculadas con agar que permiten
contar diferentes tipos de organismos, sin embargo, los resultados obtenidos con

ellas no son exactos, son aproximaciones.

El sistema Simplate es utilizado para realizar recuento de organismos selectos:

Cuenta total, coliformes totales y fecales, hongos, levaduras y Campylobacter.

La compaiiia Spiral Biotechnology ofrece el sistema autoplate 4000 , usado
para enumeracion bacteriana, andlisis de susceptibilidad antimicrobiana y ensayos

de mutagenicidad.

El sistema protocol es un sistema modular que abarca desde un sistema para la

cuenta de las colonias, hasta el calculo de las diluciones.

Placas tipo espiral, ahorrando medio de cultivo, se conecta a una computadora

bésica y funciona con sistema operativo Windows.

El sistema Rabit Impedance Detection y el Lactdmetro que se basan en el
concepto de impedancia (resistencia al flujo de una corriente alternante que pasa a

través de un material conductor).

El sistema Malthus para cuantificar microorganismos basado en cambios de

conductancia.

Otros métodos mas sofisticados que incluyen al sistema ChemScan RDI,
Sistema D Count (se basa en una combinacién de marcaje celular, exitacion laser

y procesamiento digital).

18



1.6 Resistencia al Descementado

Desde la introduccién de la técnica de grabado con &cido del esmalte por Buonocore®3
en 1955 y la unién de brackets de ortodoncia por Newman34, la unién directa de

brackets de ortodoncia se ha vuelto ampliamente utilizada por los ortodoncistas.

El proceso de adhesién de los brackets sobre la superficie dental es una actividad
diaria y fundamental para conseguir los objetivos del tratamiento de ortodoncia. El
cemento resinoso con el que se adhieren los brackets requiere una resistencia al diente
lo suficientemente alta como para soportar las fuerzas aplicadas por los alambres de
ortodoncia; Reynolds y col. sugieren que las resistencias minimas de adherencia de
los brackets oscilan entre 5,9 a 7,8 Mpa,® y que los valores necesarios para soportar

fuerzas biomecéanicas oscilan entre 6 y 8 Mpa®®.

Estos valores son necesarios independientemente del material de fabricacién y disefio
de los brackets de ortodoncia, ya que existe una gran variedad en el mercado. En su
composicidén se encuentran aceros inoxidables metalicos y otras aleaciones; asi como

estéticos, siendo los mas utilizados los de ceramica y zafiro.®’

Para evaluar estos valores minimos requeridos respecto a la fuerza de adhesion se
realiza una prueba de Resistencia al cizallamiento, la cual consiste en aplicar una
carga oclusogingival a nivel de la interfaz bracket-diente para producir el
desprendimiento del bracket, mediante una maquina de ensayos universal. Los valores
de la resistencia al desprendimiento se miden a una velocidad de 0.5 mm / min, y la
carga aplicada al desprendimiento se registra en megapascales (MPa). La prueba de
union por cizallamiento es ampliamente aceptada para determinar la resistencia a la

adhesion de los brackets ortoddnticos adheridos.38
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Ademas, cuando se evalla la resistencia al desprendimiento de la unién, puede
producirse un fallo en la interfaz del bracket / adhesivo cuando se retira un bracket,
igualmente en la interfaz de adhesivo / esmalte, en la capa adhesiva o en ambos. Las
fallas en el interfaz adhesivo / esmalte conducen a un mayor riesgo de que se eliminen

fragmentos de esmalte junto con la resina de la base del soporte.®®

Para conocer y evaluar estos fallos y de que tipo se presentan en mayor porcentaje se
realiza una prueba de indice de adhesivo remanente (ARI), en la cual una vez que los
brackets se despegan, se examinan bajo un microscopio Optico para determinar la
cantidad de adhesivo residual que queda en cada diente y se utiliza para evaluar la
puntuacion original del ARI*?, a través de la siguiente escala: 0 = ausencia de adhesivo
residual en el diente 1 = menos del 50% de adhesivo residual en el diente; 2 = mas del
50% de adhesivo residual en el diente; 3 = todo el adhesivo residual en el diente, con

la impresion de la base del bracket.

20



2. Planteamiento del Problema

La caries ha sido y sigue siendo un problema de salud publica a nivel mundial,
principalmente en paises subdesarrollados. De acuerdo a la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) y la Norma Oficial Mexicana 013 (NOM 013 SSA) para la prevencion y
control de las enfermedades bucales, México tiene una prevalencia de caries dental

del 90% en su poblacion.

La caries dental es una enfermedad multifactorial sin embargo existen otros agentes
causales adicionales que ocasionan la retencién y proliferacion de microorganismos
como es la aparatologia fija usada en ortodoncia debido a la duracion del tratamiento
y a la complejidad de los aparatos creando zonas de retencion ocasionando un cambio
en la microbiota por acumulacion de PDB la cual es utilizada por las bacterias para
generar acidos causando la disolucion del esmalte y en consecuencia lesiones de
mancha blanca alrededor de los brackets, siendo el organismo principalmente

involucrado el Streptococcus mutansy el S. sobrinus.

Existen algunos estudios acerca de la adherencia de microorganismos a algunos

materiales de aparatologia fija usada en ortodoncia, sin embargo, la comparacion de

la adherencia bacteriana a diversos materiales de fabricacion de los brackets y su

relacion con su fuerza de adhesion han sido poco estudiadas.

Por lo tanto, surge la siguiente pregunta de Investigacion:

¢, Cual seré el nivel de colonizacion bacteriana a los diferentes brackets y su relacién

con la resistencia al descementado?
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3. Justificacién

La boca esta colonizada de manera normal, y el uso de la aparatologia fija en
ortodoncia complica la remocion de restos alimenticios, lo cual ocasiona el acimulo de
placa dentobacteriana, que a su vez produce &cidos organicos que causan la

disolucién de los iones de calcio y de fosfato de la superficie del esmalte.

Gorelick menciona que esta disolucion puede causar lesiones de mancha blanca sobre
el esmalte o lesiones cariosas tempranas después de tan solo cuatro semanas de
haberse colocado la aparatologia. Si la difusion de iones continla el resultado sera la

cavitacion del esmalte.5-9:10

Por lo que el presente trabajo de investigacion aportaria datos de importancia clinica
al ortodoncista, orientandolo en el tipo de materiales a utilizar en su practica
profesional, para no solo enfocarse en el éxito del tratamiento ortodoncico, sino
también en mantener la salud bucal del paciente disminuyendo el desarrollo de
lesiones de mancha blanca durante el tratamiento; asi como mantener una adecuada

fuerza al descementado.

22



4. Hipotesis

Hipotesis de trabajo

Los brackets metalicos con nanoparticulas de plata (AgNPs) presentaran la
menor adherencia bacteriana de Streptococcus mutans y Streptococcus
sobrinus y la mayor resistencia al descementado en comparacion a los brackets

estéticos con nanoparticulas de plata (AgNPs).

Hipo6tesis nula

Los brackets metalicos con nanoparticulas de plata (AgNPs) no presentaran la
menor adherencia bacteriana de Streptococcus mutans y Streptococcus
sobrinus y la mayor resistencia al descementado en comparacion a los brackets

estéticos con nanoparticulas de plata (AgNPs).
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5. Objetivos

a) Objetivo general

Analizar cuantitativamente el grado de colonizacion bacteriana en brackets

ortodoncicos y su relacion con la resistencia al descementado.

b) Objetivos especificos

e Sintetizar y caracterizar con nanoparticulas los diferentes tipos de brackets.

e Cuantificar la adherencia de Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus
mediante el uso de marcadores radiactivos.

¢ |dentificar el tipo de bracket con mayor colonizacion bacteriana a Streptococcus
mutans.

e Determinar el tipo de bracket con mayor colonizaciébn bacteriana a
Streptococcus sobrinus.

¢ Identificar el tipo material adicional o recubrimiento adicional al bracket que
pueda inhibir en pequefa o gran medida la colonizacion bacteriana.

e Evaluar la resistencia al descementando de los diferentes tipos de brackets.
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6. Disefio metodologico

6.1 Disefio del estudio: Experimental, cuantitativo, comparativo, transversal.
6.2 Universo: Brackets ortodénticos divididos en tres fases experimentales.

6.2 Muestra: muestreo por conveniencia con un total de 650 brackets ortodonticos.

El total de las muestras fue de 650 diferentes tipos de brackets incluyendo grupos
control, primeramente, todos fueron sonicados para eliminar impurezas y esterilizados
a 121°C, posteriormente solo se le afiadieron nanoparticulas de plata (AgNPs) a la
mitad de ellos que fueron 325 brackets; de los cuales 25 fueron para la primera fase,

150 para la segunda fase y 150 para la tercera fase).

El estudio se realiz6 en tres fases:

1.- Primera fase: Sintesis y Caracterizacion de nanoparticulas de plata: El total de
muestras en esta fase del estudio fue de 50 (25 muestras con AgNPs y 25 muestras
sin tratamiento) y se evalué su efecto antibacterial con Staphylococus aereus y

Escherichia coli.

2.- Segunda fase: Adherencia bacteriana. (150 muestras con AgNPs y 150 muestras

sin tratamiento), y se evalué su efecto antibacterial con Streptococcus mutans vy

Streptococcus sobrinus.

3.- Tercera fase: Resistencia al descementado. (150 muestras con AgNPs y 150 sin

tratamiento).
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Para la tercera fase se utilizaron también premolares extraidos por razones

ortodonticas.

6.3 Procedimientos

Cinco grupos de diferentes brackets ortodonticos fueron seleccionados dentro de los

materiales mas actuales para realizar el analisis de todas las fases, los cuales fueron:

InVu-Roth (GIn), System-Alexander LTS (GlIn), Gemini-Roth (Gllin), NuEdge-Roth

(GIVn), Radiance plus-Roth (GVn), InVu-Roth sin agregacion de AgNPs (GVI),

System-Alexander LTS sin agregacion de AgNPs (GVII), Gemini-Roth sin agregacion

de AgNPs (GVIII), NuEdge-Roth sin agregacion de AgNPs (GIX) y Radiance plus-Roth

sin agregacion de

__——}
R

GIn InVu-Roth
(ceramic)

GVI InVu-Roth
(ceramicl)

Figura 1. Imagen representativa de los diferentes grupos de brackets ortoddnticos.

6.3.1Primera fase

6.3.1.1 Sintesis y

AgNPs (GX) (Figura 1).

& W

[
GlIn System- .
AIexan%jer LTs Cllin Gemini-Roth  GIVn NuEdge- GVn Radiance plus-
(inox steel)  (Inox steel) Roth Roth (sapphire)
(Cr-Co)

= § W
. LW

GVII System-  Gy|i| Gemini-Roth  GIX NuEdge-Roth ~ GX Radiance plus-
Alexander LTS (jnox steel) (Cr-Co) Roth (sapphire)

(inox steel)

Caracterizacion de nanoparticulas de plata

Esta fase fue realizada en el CCIQS (Centro-Conjunto de Investigacién en Quimica

Sustentable UAEM-UNAM), siguiendo el método propuesto por T. Bala.*!
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Primeramente, los brackets se limpiaron ultrasénicamente durante un minuto para

eliminar impurezas. Se dejaron secar las muestras por 12hrs, y enseguida todas las

muestras fueron esterilizadas a 121°C, se almacenaron solo los paquetes esterilizados

de las muestras sin tratamiento, y en las demas muestras se realiz6 la coagregacion

de nanoparticulas de plata a los grupos correspondientes de la siguiente manera:

Cada grupo de brackets de diferente material de fabricacion fue colocado en una

disoluciéon de 102M de Acido Oleico en Metanol, la cual se agité a 500rpm hasta la

evaporacion total del metanol. Después se agregd una disolucién acuosa de AgNOs

en una concentracion de 10°M permaneciendo en la disolucién por 24 horas. La

reduccion se logré al afadir una disolucion acuosa de NaBH4 al 0.04M dejandolo

reaccionar durante 30 min.

Por ultimo, cada bracket fue lavado con agua deionizada para eliminar excedentes,

secados en una estufa a 100°C durante 1 hora y posteriormente fueron observados y

analizados mediante EDS en el Microscopio Eléctronico de Barrido (SEM). (Figura 2).

Sonicado 1Tmin

Acido oleico/metanol
Nitrato de Plata

24nrs

Brand
(Material)

Element

Weight%

Atomic%

InVu
(Ceramic)

AgL

Alexander
(Inox Steel)

AgL

Gemini
(Inox Steel)

AgL

Nu edge
(Cr-Co)

AgL

Radiance Plus
(saphire)

AgL

Figura 2. Sintesis y Caracterizacion de nanoparticulas de plata EDS/SEM).

Ful Scale 4468 cts Cursor: 0000

FDS

Borohidrutro de
sodio
30min

SEM
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Para evaluar este método quimico en la sintesis y caracterizacion de AgNPs en la
superficie de diferentes brackets ortodonticos (metélicos y estéticos), fueron tomadas

50 muestras (25 muestras con AgNPs y 25 muestras sin tratamiento).

Microscopia electréonica de barrido y espectroscopia de dispersion de energia de rayos

X (SEM / EDS)

La distribucién y el andlisis elemental de los brackets impregnados con AgNPs se

evaluaron mediante microscopia electronica de barrido.

Cada muestra se coloc6 en una cinta conductora recubierta de carbono y se observo
bajo un microscopio SEM (JEOL, JSM-6510LV a 20kV, Tokio, Jap6n) con electrones
secundarios a 100 x, 500 x y 2500 x aumentos, operando a 20kV. El analisis quimico
se realiz6 mediante dispersion de energia (EDS; Oxford Abingdon, Reino Unido), con

una resoluciéon de 137 eV.

Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Las micrografias se obtuvieron utilizando un microscopio electronico de transmision
JEOL JEM-2100 (Tokio, Japdn) a 200keV con filamento LaB® (hexaboruro de lantano)
con una resolucion de 0.23nm punto a punto y 0.14nm linea a linea. La adquisicion de
las micrografias se realizo digitalmente a través de una camara de dispositivo de carga

acoplada (CCD) Gatan (Pleasanton, CA, EE. UU.), Modelo SC200.

Se emple6 TEM para caracterizar el tamafio, la forma y la morfologia de los AgNPs
sintetizadas. La preparacion de los brackets para TEM fue la siguiente, se sonicaron
durante 4h para desprender las nanoparticulas de los brackets; luego, se coloco

28



cuidadosamente una gota de la suspensidon sobre una rejilla de cobre (malla 300)

recubierta con una pelicula de carbono y se dejo secar al aire ambiente.

Evaluacién del efecto antimicrobiano

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio se obtuvieron de la coleccién de
cultivos madre del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM, México). Las pruebas de actividad
antimicrobiana se llevaron a cabo segun lo prescrito por el Instituto de Normas Clinicas

y de Laboratorio.

Estas cepas incluian bacterias Gram-positivas y Gram-negativas que se utilizan
comunmente como estandares. La actividad antimicrobiana de los AgNPs sintetizadas
se evalué contra las bacterias patdogenas humanas Staphylococcus aureus y
Escherichia coli siguiendo el método de difusion en disco de Kirby-Bauer contra los
microorganismos grampositivos y gramnegativos y la levadura. Las inoculaciones se
prepararon diluyendo las colonias con NaCl al 0,9% a 0,5 segun la escala de
McFarland, antes de aplicarlas a placas de agar Muller-Hinton utilizando hisopos de
algodon estériles. Los brackets impregnados con AgNPs se colocaron en cada caja,
colocando un bracket no impregnado en el centro como control positivo. Luego de
48hrs de incubacién a 37°C, la susceptibilidad microbiana fue determinada por las

zonas de inhibicién. Los ensayos se realizaron por triplicado.*?
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6.3.2 Segunda fase

6.3.2.1 Adherencia bacteriana

Esta fase fue realizada en la Universidad de Asahi, Japén.
e Se realiz6 el analisis cuantitativo de bacterias mediante el marcaje con isopos
radiactivos (hidrogeno o Tritio).
e Se realiz6 la medicion in vitro de halos de inhibicion en medios de cultivo con
bacterias (TBS) para determinar la cantidad de UFC (unidades formadoras de

colonias) y dpm (desintegracion por minuto).

Muestras (Brackets de ortodoncia)

Se utilizaron un total de 300 brackets de ortodoncia comerciales (n = 30 por grupo) en
10 grupos de brackets de ortodoncia (5 grupos con nanoparticulas de plata'y 5 grupos
sin nanoparticulas de plata) de material diferente de fabricacién de la siguiente manera:
GIn InVu-Roth, (TP Ortodoncia, LaPorte, Ind., EE. UU.), GlIn System Alexander LTS
(AO. American Orthodontics, Wisconsin., EE. UU), Gllin Gemini-Roth (3M Unitek,
Monrovia, California, EE. UU.), GIVn Nu-Edge Roth (TP Orthodontics, LaPorte, Ind.,
EE. UU.), GVn Radiance plus-Roth (AO. American Orthodontics, Wisconsin., EE. UU),
GVI InVu-Roth (TP Orthodontics, LaPorte, Ind., EE. UU.), GVII Sistema Alexander LTS
(AO. American Orthodontics, Wisconsin, EE. UU), GVIII Gemini-Roth (3M Unitek,
Monrovia, California, EE. UU.), GIX Nu-Edge Roth (TP Ortodoncia, LaPorte, Indiana,

EE. UU.), GX Radiance plus-Roth (AO. American Orthodontics, Wisconsin., EE. UU).



Preparacién de muestras

El total de muestras para esta fase fue de 300 brackets de ortodoncia (150 brackets
para S. mutans, 150 brackets para S. sobrinus). Los brackets sin nanoparticulas de
plata se limpiaron de nuevo ultrasénicamente durante un minuto para eliminar
impurezas y posteriormente colocados en casetes para su esterilizacién con Oxido de
gas de etileno. Los brackets con nanoparticulas de plata solo se colocaron en casetes
y fueron envueltos en dos capas de papel aluminio (para protegerlos de la luz ya que
produce oxidacién de la plata y reduccion de sus propiedades) y se colocaron en la
Clean Beanch con luz ultravioleta junto con las muestras sin plata previamente
esterilizadas para mantenerse libres de microorganismos antes de realizar el andlisis

de adherencia bacteriana.

Cultivo de Microorganismos

Se utilizaron Cepas certificadas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) vy
Streptococcus sobrinus (ATCC 33478), cultivadas con métodos convencionales para
su reproduccion en cajas Petri con medios a base de agar con caldo de cultivo
tripticaseina de soya (BD Diagnostic Systems,USA, Becton, Dickinson and Company)

suplementado con levadura (Difco Laboratories, Detroit, Michigan, U.S.A).

Después los microorganismos fueron anaerObicamente inoculados cada uno por
separado en TSBY semi-sélido dejandolos en incubacién de 24 a 48 horas a 37°C y
enseguida fueron transferidos a un medio de cultivo liquido dejandolos de nuevo 24

horas incubados anaerdbicamente a 37°C.%1243-44 (Figura 3).
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TSBY

Figure 3. Preparacion de medio de cultivo e Incubacion.

Radiomarcaje de Microorganismos

A continuacién, se realizé el marcaje con isopos radiactivos a una concentracion de 74

kBq of [6-3H] de thymidine (Tritio) en estos caldos de cultivo liquido de Streptococcus
para codificar cada microorganismo, y fueron cultivados anaerobicamente por 18 horas

a 37°C.

Thymidine ®H)—___ 5 Streptococcus mutans

\ Streptococcus sobrinus

Enseguida, las bacterias fueron recolectadas por centrifugacion a 12000 rpm por 15
minutos dentro de 0.05M de solucion salina buffer (PBS) ajustada en un ph de 7.0, y
lavadas tres veces con PBS. La concentracibn de Streptococcus mutans y

Streptococcus sobrinus fue de 10° CFU/m.

Andlisis de las muestras

Los brackets fueron suspendidos dentro de una tapa de un molde de vidrio y
sumergidos en 500ml de Streptococcus mutans (150 muestras) y Streptococcus

sobrinus (150 muestras) de forma independiente respectivamente, con fluido de
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radiomarcaje a 37°C por 2 horas en movimiento constante. Para eliminar las bacterias
no adheridas, fueron removidos los brackets del molde de vidrio, lavados tres veces

con una solucion de PBS y colocados en pequefios recipientes de papel.

Las bacterias radiomarcadas adheridas a las muestras fueron recolectadas usando un
equipo de combustion automatico de muestras (ACS-113, Aloka, Tokyo, Japan), el
Tritio fue recolectado como una sustancia de ecuasol (Packard, National Diagnosis
USA) y la radioactividad fue promedida usando una maquina de centelleo liquido (LSC-
900, Aloka), la cual realizé el analisis cuantitativo de bacterias en cada una de las
muestras, cuyos valores fueron registrados en desintegracion por minuto, siendo
proporcional la cantidad de radiacién al nivel de colonizacion bacteriana. Este

promedio fue repetido para respetar la fiabilidad de los resultados.®#%>4¢(Figura 4)

L L

&8 1
Figura 4. A) Imagenes del procedimiento experimental. B) Maquina de combustion

(ACS-113B Hitachi-Aloka, Tokyo, Japan). C) Maquina de centelleo (LSC-900, Aloka,

Tokyo, Japan).

El aspecto cualitativo fue evaluado en microscopio electronico de barrido (SEM) para
ambos microorganismos con una magnificacion de 2500 y 5000x, después de sumergir
las muestras por 2 horas a 37°C en la solucion de cultivo de microorganismos con
agitacion constante. Para la observacion del SEM, las muestras fueron retiradas de
esta solucion de microorganismos, lavadas tres veces en solucion de PBS y colocadas
en celdillas para ser quimicamente prefijadas con glutaraldehido y fijadas con

tetradxido de osmio, posteriormente deshidratadas con una serie ascendente de
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alcohol y etanol, secadas por congelamiento y finalmente cubiertas con una delgada

capa de osmio para ser observadas en el SEM.%12 43-46

Los datos obtenidos fueron registrados y examinados con un software para analisis
estadisticos (SPSS version 18, International Business Machines Corp, New York,
USA). Las diferencias en los valores promedio entre los brackets fue mediante un
andlisis de varianza (ANOVA), con una prueba de un factor post hoc de sheffé para

comparaciones mdultiples.
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6.3.3 Tercera fase

Resistencia al descementado

Para esta fase fueron utilizados 300 premolares extraidos por razones ortédonticas, a

los cuales se les realizd profilaxis con copas de hule y pasta profilactica libre de flaor.

Los brackets ortoddncicos utilizados fueron clasificados en diez grupos (5 grupos con
nanoparticulas de plata y 5 grupos sin nanoparticulas de plata) de la siguiente manera:
InVu-Roth (GIn), System-Alexander LTS (Glin), Gemini-Roth (Gllin), NuEdge-Roth
(GIVn), Radiance plus-Roth (GVn), InVu-Roth (GVI), System-Alexander LTS (GVII),

Gemini-Roth (GVIII), NuEdge-Roth (GIX) y Radiance plus-Roth (GX), 30 brackets por
cada grupo (300 brackets en total). El &rea de la base del bracket se calcul6 en 14.1

mm?.

Posterior a la profilaxis de los érganos dentarios extraidos se les colocaron los brackets
ortodénticos siguiendo el protocolo normal de adhesion y siguiendo las indicaciones
del fabricante estandarizando el uso de una sola resina de ortodoncia (Resina Enlight

/ adhesivo Orho-Solo, Ormco).

Los brackets se adhirieron al esmalte dental de los premolares de la siguiente manera:

La superficie del esmalte dental se grabd primero durante 15 segundos con acido
ortofosférico al 35% y luego se lavé con agua durante 10 segundos , posteriormente
se secd con aire comprimido durante 10 segundos, se coloco el adhesivo sobre la
superficie del esmalte y se coloc6 aire comprimido por 2 segundos; enseguida se
colocé la resina en la base del bracket sujetando el bracket con una pinza para colocar
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brackets posicionandolo en la posicion correcta sobre el diente, se retiraron los
residuos con un explorador dental y finalmente se fotocuré durante 20s.4"4® (3M,

Unitek, luz de curado luminosa Ortholux)

Se les coloco enseguida un segmento de alambre de acero inoxidable calibre .017 x
.025 junto con un médulo elastico con la finalidad de reducir cualquier alteracion
durante el proceso de descementado, y los érganos dentarios fueron empotrados por
su raiz en barras de acrilico y colocados en frascos con agua destilada para ser

incubados por 24hrs a 37°C.

Se aplic6 una carga oclusogingival a nivel de la interfase bracket-diente para producir
una fuerza de desprendimiento con ayuda de una barra de acero unida a la maquina
de ensayos universal (EZ Graph, Shimazdu, Kyoto, Japoén). Los valores de la
resistencia al desprendimiento se midieron a una velocidad de 0.5 mm / min, la carga
aplicada al desprendimiento se registr6 en megapascales (MPa). El analisis de
estadistica descriptiva se realizé para calcular la media, desviacién estandar y los
valores maximos y minimos. Asimismo, la prueba ANOVA para comparar grupos.

(Figura 5)

Una vez que los brackets se despegaron, se analizaron bajo un microscopio optico
para evaluar la cantidad de adhesivo residual que quedaba en cada diente segun la
puntuacioén original del ARI, utilizando la siguiente escala: 0 = ausencia de adhesivo
residual en el diente 1 = menos del 50% de adhesivo residual en el diente; 2 = mas del
50% de adhesivo residual en el diente; 3 = todo el adhesivo residual en el diente, con

la impresion de la base del bracket.
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Finalmente se procediéo hacer el analisis de los datos y realizando las pruebas
estadisticas Chi x?> para el indice de adhesivo remanente (ARI), ANOVA para

comparacién entre grupos con el programa estadistico SPSS version 21.

Figure 5. Preparacion de muestras y aplicacion de carga oclusogingival con maquina

de ensayos universal.
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6.4 Criterios de Inclusion:
-Brackets con prescripcion Técnica Roth y Alexander
-Brackets slot 0.018".
-Brackets nuevos.

-Bracket prescrito para premolar.

6.5 Criterios de Exclusion:
-No cumplen las caracteristicas mencionadas anteriormente.
-Brackets de reciclaje.

-Empaque con defecto fisico.

6.6 Criterios de Eliminacion:

Brackets ortoddncicos con fracturas o contaminacion durante el procedimiento.
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6.7 Recoleccion de datos

Primera fase: -A través del SEM/ EDS y TEM.
- Por medio de la inhibicién de los halos antibacterianos generados en
las placas de agar y con ayuda del programa de software ImageJ
(version 1.47e, National Institutes of Health, Bethesda, MD, EE. UU).
Segunda fase: -El analisis cuantitativo de la adherencia de los microorganismos fue
mediante un sistema de combustién (ACS-113, Aloka, Tokyo, Japan).
- La radioactividad fue promediada por medio de una maquina de

centelleo liquido (LSC-900, Aloka).

-La medicién in vitro de halos de inhibicion en medios de cultivo con

bacterias para determinar la cantidad de UFC y dpm.

-El andlisis cualitativo fue través del SEM/EDS.

-Programa estadistico SSPS version 21.

Tercera fase: -Medicién en Mpa (megapascales) mediante una barra de acero unida a

la maquina de ensayos universal (EZ Graph, Shimazdu, Kyoto, Japon).

-Programa estadistico SSPS version 21.
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6.8 Andlisis de datos

En la primera fase se realizo el andlisis cualitativo de los datos e imagenes obtenidas
mediante el SEM/EDS y el TEM, ademas los datos generados de la medicion de la
inhibicion de los halos antibacterianos generados en las placas de agar usando luz
reflejada sobre la placa de agar, estas distancias medidas se redondearon al milimetro
mas cercano con el uso del programa de software ImageJ (version 1.47e, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, EE. UU.), dandonos un promedio del tamafio

logrado en las nanoparticulas.

Los datos de las dos ultimas fases del estudio se registraron y analizaron en el
programa estadistico SPSS version 21, y se calcularon multiples comparaciones entre
los grupos con la prueba de ANOVA (Sheffé Post-hoc) tanto para conocer el efecto
antibacterial en Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus, como en la
resistencia la descementado y adicionalmente en la tercera fase también se realizé Chi

x2 para indice ARI (indice de adhesivo remanente).
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7. Resultados

7.1 Primer articulo

Primera Fase

Microscopia electréonica de barrido y espectroscopia de dispersion de energia de rayos
X (SEM/ EDS)

En las micrografias realizadas mediante SEM (Figura 1), se determiné la composicion
del material de cada brackets de ortodoncia. El analisis se realiz6 con la técnica SEM
IEDS, a través de la cual se comprobé el anclaje en la superficie del bracket. La
presencia de plata se confirmé mediante este método de sintesis de T. Bala,

obteniendo una mayor concentracion.*

Figura 1. Micrografias representativas del SEM de brackets de ortodoncia con
nanoparticulas de plata a través del método propuesto por T. Bala (aumento de
2500X): (A) GI, (B) GlI, (C) GlII, (D) GIV, (E) GV.
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La técnica de caracterizacion fue consistente con el analisis de mapeo quimico
elemental de nanoparticulas de plata, mostrando picos de absorcion de
aproximadamente 3kv. La Figura 2 muestra los puntos blancos en la superficie. El
mapeo quimico permitio ver la distribucion de los diferentes elementos que componen

el soporte, asi como la plata que se adhiere a la superficie.
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Figure 2. (al—a5) Media y desviacion estandar por grupo: Gl, GlI, Glll, GIVy GV; (b1-
b5) espectro representativo de la muestra de nanoparticulas de plata obtenidas por
espectroscopia de dispersion de energia (EDS); (c1-c5) analisis de mapeo basado en
SEM de las nanoparticulas de plata en los brackets sintetizadas mediante el método

propuesto por T. Bala.

Microscopia Electréonica de Transmision de Alta Resolucion (HRTEM)

En las micrografias, la microscopia electrénica de transmision de alta resolucion
(HRTEM) mostr6 AgNPs de 4.44nm, representativo del tamafio medio obtenido
mediante el método de sintesis descrito anteriormente. Este correspondia a 4.69 nm
en el que pudimos observar la distancia interplanar de 0.241 nm, correspondiente al
plano (111) segun JCPDS-04-0783; la forma de las AQNPs tendia a ser esférica (Figura
3).

42



Figura 3. (a) Micrografia TEM de alta resolucion (HRTEM), donde se puede observar
que las nanoparticulas de plata sintetizadas (AgNPs) obtuvieron una forma esférica
con una distancia interplanar de 0.242 nm, correspondiente al plano (111). (b) El
histograma de frecuencia informa que el tamafio medio alcanzado fue de 4.69 nm con

una desviacién estandar de + 1.10.

Evaluacion de efecto antimicrobiano

Los brackets impregnados con nanoparticulas de plata (grupo experimental) se
probaron contra microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos, presentando
zonas de inhibicion similares en todos los cultivos. Los brackets sin impregnacion de
nanoparticulas de plata (grupo control) no mostraron efecto antimicrobiano in vitro con

Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Figura 4).

Figura 4. Imagen representativa de la evaluacion microbioldgica (a) brackets con
AgNPs (grupo experimental) y (b) brackets sin AQNPs (grupo control) cuando se evalla

in vitro con cepas de Staphylococcus aureus (l) y Escherichia coli (11).
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Los halos inhibidores obtenidos por la evaluacion in vitro del efecto antibacteriano, en
términos de brackets con nanoparticulas de plata con Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, mostraron una excelente inhibicion del crecimiento microbiano en
comparacién con los brackets control, con un didmetro entre 9 y 10 mm (promediado

con el programa Imagen J), como se muestra en la Tabla 1.

Halos of Inhibition (mm, Mean + SD)

Microorganism
GI GII GIII GIV GV
(A) S. aureus 9.77 +0.003 955+0.003 9.72+0.004 9.47+0.004 9.98 + 0.004
(B) E. coli 11.4+0.002 10.5+0.005 9.51+0.012 10.0+0.006 9.44 +0.003

Tabla 1. Resultados de la prueba de difusion en disco contra Staphylococcus aureus y
Escherichia coli en contacto con nanoparticulas de plata (AgNPs) (media y desviacion

estandar).
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Abstract: Silver nanoparticles (AgNDPs) are used for their powerful antibacterial effect and their
ability to adhere to surfaces due to their size; they are used in different areas of life, mainly in the
area of health as medicine. More recently, in dentistry, the synthesis and characterization of AgNPs
attracted significant attention due to their antibacterial properties. In this study, the AgNPs were
synthesized using the most effective method on different orthodontic brackets (metallic and esthetic)
and characterized by scanning electron microscopy/energy-dispersive spectroscopy (SEM/EDS) and
transmission electron microscopy (TEM). Their antimicrobial effect was tested against the widely used
standard human pathogens Staphylococcus aureus (Gram-negative) and Escherichia coli (Gram-positive).
Our results showed that, via a simple chemical method, AgINPs can be synthesized on the surface of
orthodontic brackets with good antimicrobial activity and the possibility of reducing dental decay,
periodontal disease and white spots generated during orthodontic treatment.

Keywords: synthesis; silver nanoparticles; orthodontic brackets; antimicrobial effect; white spot lesions

1. Introduction

The oral microbiota has an environment that provides the proliferation of bacteria capable of
producing acids, which demineralize the surfaces of tooth enamel [1]. Biofilm has a crucial role in the
adhesion of these microorganisms to the dental surface in such a way that the demineralization of
the enamel originates with the organic acid production of microorganisms. Streptococcus mutans is
classified as the most cariogenic bacteria [1,2].

The presence of fixed orthodontic appliances, specifically brackets, bands, archwires and ties,
makes dental brushing difficult and generates suitable conditions for dental biofilm accumulation and
the colonization of cariogenic microorganisms, increasing the risk of enamel demineralization mainly
around the brackets [3].

These acids produced by the bacteria when in contact with the surface of the tooth, if left for
enough time with nutrients and an adequate environment, generate the demineralization of the enamel
and the development of white spot lesions (WSL), which are considered as the first sign of caries.
These lesions are characterized by their opacity, mineral loss and a decrease in fluorescence radiance

Coatings 2019, 9, 480; doi:10.3390/coatings9080480 www.mdpi.comﬁoumalfcoaﬁngs
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7.2 Segundo articulo

Segunda Fase

Adhesion de Streptococcus mutans

La adherencia de S. mutans radiomarcado a los brackets de ortodoncia fue
significativamente diferente entre los grupos (p < 0.05). Los puntajes se expresaron
en dpm como se muestra en la Tabla 1. Los valores en dpm de los brackets de
ortodoncia con mayor adherencia de S. mutans fueron etiquetados como grupo GVI
(3153.83 dpm), seguido del grupo GVIII (2203.94 dpm), y finalmente grupo GIX
(2186.23 dpm), no se afiadieron nanoparticulas de plata a estos grupos. Ademas,
los grupos con menor adherencia bacteriana fueron aquellos con coagregacion de
nanoparticulas de plata; estos grupos son los siguientes: grupo GVn (687.33 dpm),
seguido del grupo Glin (599.13 dpm) y el grupo Gllin (563.01 dpm).

Table 1.- Analisis Cuantitativo de S. mutans con radiomarcaje (°H)

Bracket DPM? sp® Sheffé test®
GIn In Vu Ag 707.78 (265.29) A
Glin Alexander Ag 599.13 (260.85) A
Gllin Gemini Ag 563.01 (287.71) B
GIVn Nu-Edge Ag 77539 (52047) B
GVn Radiance Ag 687.33 (284.24) B
GVl InVu 315383 (1071.06) @
GVII Alexander 2044.00 (904.52) D
GVIIl Gemini 2203.94 (868.32) C
GIX Nu-Edge 2186.23 (568.11) C
GX Radiance 1714.01 (375.42) CD

DPM? (Desintegracion por minuto).
**SDP (Desviacion estandar).
***Brackets de ortodoncia con diferentes letras son significativamente diferentes

entre si.

47



Adhesién de Streptococcus sobrinus

La adherencia de S. sobrinus radiomarcado a los brackets de ortodoncia fue
significativamente diferente entre los grupos (p < 0.05). Los puntajes se expresaron
en dpm como se muestra en la Tabla 2. Para los valores de dpm, los brackets de
ortodoncia con mayor adherencia de S. sobrinus se agruparon de la siguiente
manera: grupo GIX (8197.32 dpm), grupo GVIII (7518.39 dpm) y grupo GVI (7256.29
dpm), las nanoparticulas de plata no se agregaron a estos grupos. Asi mismo, los
grupos con menor adherencia bacteriana fueron aquellos con coagregacion de
nanoparticulas de plata; los grupos fueron los siguientes: grupo GVn (1085.67 dpm),
grupo GIVn (1084.31 dpm) y grupo GllIn (1044.08 dpm).

Table 2.- Anélisis Cuantitativo de S. sobrinus con radiomarcaje (3H)

Bracket DPM? sD° Sheffé test®
GIn In Vu Ag 1906.48 (1037.91) A
Glin Alexander Ag 1513.64 (882.12) A
Gllin Gemini Ag 1044.08 (415.86) B, C
GIVn Nu-Edge Ag 1084.31 (41544) B, C
GVn Radiance Ag 108567 (303.03) B C
GVl In Vu 7256.29 (1421.48) D
GVIl Alexander 5457.09 (1550.05) E
GVIII Gemini 751839 (1494.52) D
GIX Nu-Edge 8197.32 (2174.98) D
GX Radiance 6660.28 (1436.74) DE

DPM? (Desintegracién por minuto).
SDP (Desviacion estandar).

***Brackets de ortodoncia con diferentes letras son significativamente diferentes entre si.

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las imagenes SEM representativas de los materiales de los brackets obtenidos
después de 2h de inmersidn en soluciones de S. mutans y S. sobrinus se muestran
en las Figs. 1 y 2. Los resultados obtenidos en el andlisis cuantitativo son
consistentes con la observacion cualitativa en SEM.
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Segun los valores de dpm, para todos los grupos de brackets con adicién de
nanoparticulas de plata (AgNPs), la adherencia bacteriana de ambos
microorganismos fue menor que en los grupos de brackets sin adicion de

nanoparticulas de plata.

Figura 1. Imégenes representativas del SEM de brackets de ortodoncia con
nanoparticulas de plata expuestos a S. mutans (aumento de 2500X): a GIn, b Glin,
¢ Gllin, d GIVn, e GVn, f GVI, g GVII, h GVIII, i GIX, j GX.

Figura 2. Imégenes representativas del SEM de brackets de ortodoncia con
nanoparticulas de plata expuestos a S. sobrinus (aumento de 2500X): a GIn, b Glin,
¢ Gllin, d GIVn, e GVn, f GVI, g GVII, h GVIII, i GIX, j GX.
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Abstract

sobrinus, using radiomarker.

values.

lesion

Background: The purpose of the study is to assess the antiadherent and antibacterial properties of surface-
medified different orthodontic brackets with silver nanoparticles against Streptococcus mutans and Streptococcus

Methods: In this study evaluated quantitatively the adherence of Streptococci to orthodontic brackets, 300 samples
of orthodontic brackets were selected and classified in to 10 groups as follow: GIn (InVu-Roth), GlIn (System-
AlexanderLTS), Gliln (Gemini-Roth), GIVn (NuEdge-Roth), GVn (Radiance plus-Roth), GVI (InVu-Roth), GVII (System-
AlexanderLTS), GVIII (Gemini-Roth), GIX (NuEdge-Roth), GX (Radiance plus-Roth). All the samples were sonicated and
Streptococci were cultivated by gender. A radioactive marker (°H) was used to codify the bacteria and measure
them. After that, the brackets were submerged in a radiolabelled solution, and the radiation was measured. The
statistical analysis was calculated with ANOVA test (Sheffé post hod).

Results: The results showed significant differences were found among the groups. Gllin shown the lowest scores
for both bacteria; in contrast, GIX for Streptococcus mutans and GVI for Streptococcus sobrinus were the highest

Conclusions: Surface modification of orthodontic brackets with silver nanoparticles can be used to prevent the
accumulation of dental plaque and the development of dental caries during orthodontic treatment.

Keywords: Orthodontic brackets, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Silver nanoparticles, White spot

Background

The oral cavity environment provides certain essential
characteristics for the proliferation of bacteria that are
capable of producing acids that demineralize the surface
of the tooth enamel [1]. Biofilm has a crucial role in the
adhesion of these microorganisms to the dental surface
[2, 3]. Enamel demineralization is caused by the organic
acids produced by various microorganisms, mainly

* Correspondence: uvelazqueze@uaemex.mx

?Department of Orthodontics, School of Dentistry, Autonomous University
State of Mexico, Paseo Tollocan esqg. Jesds Carranza S/N, Universidad, 50130
Toluca City, México

Full list of author information is available at the end of the article

Streptococcus mutans (S. mutans) and Streptococcits
sobrinus (S. sobrinus), which are identified as the main
pathogens in dental caries [4-7].

Dental caries has been defined by the World Health
Organization (WHO) as a localized process of multifac-
torial origin; this begins as a demineralization, which is
the softening of the hard tissue of the tooth and evolves
into the formation of a cavity. WHO reports that there
is a prevalence in 60% to 90% of school children and al-
most 100% of adults have dental caries around the
world, coinciding with the Official Mexican Standard
013 report, where it is mentioned that there is a 90%
prevalence in Mexico [8].
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7.3 Tercer articulo
Tercer Fase

Muestras (brackets ortodoénticos)

Tabla 1.- Material empleado en el estudio

Group. | Comercial brand / Composition, Company Treatment
techniaue
Gln, InVu:Rath Ceramis T Orthodentics, Inc. AgNps.
insormoration
Glln, System-Alexander Inox steel American Qrthodontics, | AgNps.
LTS Corp. ingormoration
Glllp, | Gemini:Roth, Inox stesl 3M, Unitgk AsNps.

California, EE.UU.

Ve | NoEdesRah Chrome-cobal 0 Tne AT
alloy incorperation
G¥n Radiance plus - Roth | Sapphire American  Orthedontiss. | AgNps.
Corp. incorporation
GV InVu-Roth Ceramic Tp Orthodontics, Inc. No treatment
GVII | System-Alexander Tnox steel American Orthodontics, | No treatment
LTS Corp.
Gvi Gemini-Roth Inox steel 3M, Unitek No treatment
Corp.,Monrovia,

California, EE.UU.

GIX NuEdge-Roth Chrome-cobalt Tp Orthodontics, Inc. No treatment
alloy
GX Radiance plus - Roth | Sapphire American _ Orthodontics, | No treatment
Corp.

Analisis de Varianza (ANOVA)

La prueba ANOVA mostré que habia una diferencia estadisticamente significativa
en la fuerza de union al cizallamiento (p <0.05) entre los grupos de brackets con
nanoparticulas de plata (rango: 5.11-10.92 MPa) y sin nanoparticulas de plata
(rango: 8.10-14.77 MPa), siendo los brackets sin agregacion de AgNPs los que
presentaron mayor resistencia al descementado (valores establecidos como

necesarios para soportar las fuerzas ortodoncicas 6-8 MPa).

El grupo con mayores valores de resistencia al cizallamiento fue el GVII (14.77 +

5.29 MPa), seguido del GVI (14.38 £ 5.96 MPa) con una diferencia muy marcada

52



con GX (11.54 + 4.59), en contraste, los valores mas bajos se identificaron en Glin

(5.11 £ 1.93 MPa) y GIn (6.34 + 3.23 MPa) respectivamente.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la resistencia al
descementado entre todos los grupos, especificamente mas marcadas entre los
grupos GIn (con nanoparticulas de plata) y GVI (sin nanoparticulas de plata) del
mismo material de fabricacion y de la misma forma en los grupos Glin (con
nanoparticulas de plata) y GVII (sin nanoparticulas de plata) del mismo material de
fabricacion, siendo los grupos con AgNPs en ambos casos los que presentaron una

menor resistencia al descementado.

Por otro lado, en el grupo GIVn (con nanoparticulas de plata) y GIX (sin
nanoparticulas de plata) del mismo material de fabricacion (aleacién de cromo-
cobalto), fue el Unico caso en el que el grupo con nanoparticulas de plata presenté
mayor fuerza de adhesion, por lo que seria necesario investigar en estudios
posteriores porque ocurre especificamente en este material de fabricacién de

brackets de ortodoncia.

Sin embargo, si bien la mayoria de los grupos con agregacion de AQNPs mostraron
menores niveles de fuerza de adhesion, cumplieron con los criterios necesarios para
soportar las fuerzas ortodéncicas establecidas por Reynolds'®'? con excepcion del

grupo GlIn que presento una fuerza de adhesion de 5.11 + 1.93MPa.
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Tabla 2. Resistencia al descementado de los brackets de ortodoncia probados

(MPa).

Groups N Mean (MPa)* SD** P<0.05***
GIn 30 6.34 323 A
GlIn 30 5.11 1.93 A
GIlIn 30 7.364 371 A

GIVn 30 10.92 333 B
GVn 30 7.03 3.01 A
GVI 30 14.38 5.96 C
GVl 30 14.77 5.29 D,C
GvVII 30 9.67 3.74 A B
GIX 30 8.10 4.19 AB
GX 30 11.54 4.59 E,C
Total 300 9.52 5.09

*Mean MPa (Promedio de Resistencia al cizallamiento en MPa)
*SD (Desviacion estandar)

*** Diferentes letras son significativamente diferentes entre si.

indice de Adhesivo Remanente (ARI)

Las puntuaciones de ARI para los brackets con AgNPs y sin agregacion de AgNPs
mostraron diferencias estadisticamente significativas. La comparacion de los
resultados con la prueba x? = 28.33 indicd que los grupos son significativamente
diferentes (p = 0.0521), especificamente en los grupos GlIn, GIVn, GVn, GVI, GVIII

y GIX.

Los grupos con agregacion de AgNPs mostraron mayor frecuencia de valor 3, lo
gue revela que las fallas ocurrieron principalmente en la interfase adhesivo-bracket.
Los grupos sin agregacion de AgNPs mostraron una ausencia de adhesivo residual

en el diente o menos del 50% de adhesivo residual en el diente. (0 y 1) esto significa
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que la falla ocurrié predominantemente en la interfaz esmalte-adhesivo, mostrando
menos cantidad de adhesivo restante en la superficie del esmalte.
La cantidad de adhesivo residual en las superficies de las muestras segun lo

evaluado por las puntuaciones de ARI se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Puntuaciones del indice de adhesivo remanente (ARI) de los brackets

probados.

Groups 0 1 2 3 n Valor p
Gln, 3 0 5 22 30 001
Glin 0 0 0 30 30 001
GlIn 6 6 5 13 30 141
GIVn 5 6 0 19 30 002
GVn 9 1 9 11 30 049
GVI 12 7 10 1 30 027
GVII 14 11 5 0 30 122

GVvIII 23 4 2 1 30 .001
GIX 15 12 1 2 30 .001
GX 11 5 10 4 30 497
Total 98 52 44 103 300
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Objective: To evaluate the shear bond strength of five different orthodontic supports |

with and without silver nanoparticles (AgNPs) and compare the results. Materials
Methods: 300 samples of orthodontic supports were selected and classified into
10 groups as follows: Gin (InVu-Roth), Glin (System-AlexanderLTS), Gllin (Gemini-
). GIVn (NuEdge-Roth), GVn (Radiance plus - Roth), GVI (InVu-Rath), GVII
erLTS), GVIll (Gemini-Roth), GIX (NuEdge-Roth), GX (Radiance
). All the samples wera joined to 300 human premolars extracted for
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placed following the adhesion protocol according to the manufacturer,
introduced in acryfic bars along the longitudinal axis of the tooth and
in containers with distlled water in the incubator at 37 {degree sign) C for 24 |
, 10 be placed to the universal testing machine finally. The statistical analysis
calculated with ANOVA test and x2 to AR| index. Results: Significant
were found between most of the groups. The group with the highest
bond strength was the GVII (14.7729.)) and the group with the lowest shear
strongth was the Glin (5.11.93). Statistically differences were also
In the ARIindex x2=28,33 (p=0,0521). Conclusion: The incorporation of silver
decreased the shear bond strength, however, most of the groups
phed the Y crileria for an adequate shear bond strength in
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8. Discusion

Los brackets de ortodoncia son aditamentos fijos que se colocan en los érganos
dentales para la correccion de las maloclusiones dentales, estando en contacto
directo con la superficie del esmalte dental y, debido a varios factores como su
complejo disefio, la duracién del tratamiento y la dificultad en la higiene bucal del
paciente, producen una mayor acumulacién de biofilm oral, aumentando los niveles
de bacterias acidégenas, mas notablemente el S. mutans y el S. sobrinus; estas
bacterias son capaces de reducir el pH de la biopelicula en pacientes con ortodoncia
en mayor grado que en pacientes sin ortodoncia, provocando lesiones de mancha
blanca alrededor del bracket, debido a los acidos organicos segregados por estas
bacterias, por lo que son reconocidos como los principales organismos causantes
de la caries dental.'? Gorelick informé que la desmineralizacion del esmalte ocurre
desde el primer mes después de la colocacion de aparatos fijos, y se estima que la
prevalencia de la lesién de mancha blanca en el esmalte de los pacientes tratados

con ortodoncia varia de 12.6% a 50%.5828

Las aplicaciones tépicas de fluoruro de sodio en enjuagues y barnices, asi como el
fortalecimiento de la técnica del cepillado, no son suficientes para reducir la alta
prevalencia de estas lesiones; este fendmeno dio lugar a esta investigacion

encaminada a descubrir nuevos métodos alternativos.

La nanotecnologia se ha utilizado ampliamente con fines biomédicos, que van
desde el diagnostico, el tratamiento, la administracion de medicamentos hasta el
revestimiento de dispositivos médicos y el cuidado de la salud personal. Con la
mayor aplicacion de las Nanoparticulas (NPs) en el contexto médico, es necesario
tener una mejor comprension de los mecanismos de las interacciones bioldgicas de
las NPs y su potencial toxicidad, asi como de las propiedades fisicoquimicas Unicas
de las NPs, como antibacterianas, antifingicas, antivirales y actividad

antiinflamatoria.13-20
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Durante muchos afos, la plata ha sido reconocida por su actividad antimicrobiana
contra bacterias grampositivas / negativas, hongos, protozoos, algunos virus y

cepas resistentes a los antibioticos.

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son materiales nanoestructurados cuya base
son las sales de plata. Tiene diferentes aplicaciones biomédicas por su alto efecto
antibacteriano, ademas de producir una nula toxicidad en los tejidos humanos
cuando se utiliza en bajas concentraciones, por lo que es muy utilizado en areas
médicas, como materiales de recubrimiento, apdsitos para heridas, cemento 6seo,
complementos alimenticios, catéteres, y en odontologia, se utilizan en algunos
materiales dentales, como pastas, cemento, adhesivos, resinas e implantes

dentales.13-20

Existen varios estudios informando los efectos antimicrobianos de las AgNPs sobre
los materiales de odontoldgicos y de ortodoncia; especificamente en resinas y
adhesivos de uso ortodontico, sin embargo, no se ha estudiado la incorporacién de
nanoparticulas de plata sobre brackets de ortodoncia para conocer el método mas
efectivo para la sintesis de AgNPs in situ, ademas de evaluar su efecto
antimicrobiano frente a las principales cepas Gram positivas y Gram negativas, asi
como su resistencia al descementado, siendo los principales motivos para la

realizacion de esta investigacion.

Para realizar esta coagregacion de AgNPs existen diferentes rutas que conducen a
diferentes tamafios, formas, morfologia e incluso estabilidad variable.
Generalmente, estos métodos se pueden clasificar en tres categorias amplias:

sintesis fisica, quimica y biolégica (o ecoldgica).

Uno de los que ha resultado muy exitoso, efectivo y econémico en la coagregacion
de nanoparticulas de plata segun sus resultados obtenidos es el método quimico
propuesto por Tanusheree Bala*l, por lo cual decidié utilizarse en este estudio,

revelando en los resultados en la mayoria de los grupos una agregacion y
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distribucion homogénea en la superficie de los brackets aun cuando se incorporaron

a materiales con distinta composicion fisico-quimica.

Los estudios tradicionales en la actualidad siguen siendo a través de medios de
cultivo, considerandose de suma importancia como primeras evidencias o primeros
hallazgos para comprobar la eficacia, los halos de inhibicion han sido considerados
por medio de la distancia milimétrica alrededor de la muestra, entre mas grande el
halo inhibitorio formado mayor poder antibacterial, esto permitié obtener mediciones
cuantitativas en este estudio, tomando en primera instancia ensayos con
Escherichia coli y Staphylococcous aereus; ya que son considerados
especificamente como el gold standard mas representativo de los microorganismos
Gram+ y Gram- para determinar el efecto bactericida sobre ellos, obteniéndose
halos de inhibicion de 9 a 10 mm en promedio en todos los grupos evaluados con
estas cepas, mientras que también disminuyé el recuento de colonias de todas las
especies bacterianas, lo cual demuestra una alta eficacia bactericida de las AgNPs
sobre las muestras experimentales observadas en comparacion con los grupos

control.*!

Estos resultados son congruentes con lo reportado por Guadarrama Reyes?® et al.,
en su evaluacion de hilos de sutura impregnados con AgNps, en el cual obtuvo halos
de inhibicion en promedio de 2.5mm para E. coli y S. aereus y de 5.0-7.4mm para
S. mutans y L. Casei, de igual manera Hernandez-Gomora® et al., reporto en
modulos de ortodoncia impregnados con AgNps halos de inhibicién de 2-3mm para
E. coliy S. aereus y de 4-5mm para S. mutans y L. casei, estos resultados pueden
ser atribuidos a los hallazgos de la granulometria de las nanoparticulas obtenida en
estos estudios siendo en promedio de 8-18nm, coincidiendo con lo reportado por
Espinosa-Cristobal®! et al en su estudio probando dos tamafios de nanoparticulas
de plata a brackets metdlicos y alambres de niquel-titanio, cobre-titanio y titanio
obteniendo dos tamafos de 8 y 20nm ,respectivamente , siendo mas efectiva
antibacterialmente la mas pequefia de ellas, asi mismo en este estudio por medio

de la microscopia electréonica de transmision de alta resolucion (HRTEM) se
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encontré una granulometria promedio de AgNPs de 4.44nm, y la forma de los
AgNPs tendia a ser esférica, lo cual es muy relevante ya que como reporto Garcia®?
et al., en su estudio previo, las AgNPs en rangos de tamafio de 1-20nm muestran
una alta eficiencia en su efecto antimicrobiano para cepas Gram positivas y Gram
negativas, mencionando que el tamafio pequefio de estas particulas facilita la
penetracion a través de las membranas celulares (inhibiendo la sintesis de ADN).
Los estudios muestran que las cargas positivas de los iones metdlicos son criticas
para la actividad antibacteriana, permitiendo la accién electrostatica entre la carga
negativa de la membrana celular de las bacterias y la carga positiva de las

nanoparticulas.

Las moléculas de ADN se condensan y pierden su capacidad de replicacién debido
a una reacciéon que sigue al efecto de desnaturalizacién de los iones de plata.
Ademas, los iones de plata interactian con los grupos tiol de las proteinas, lo que
induce la inactivacién de las proteinas bacterianas ocasionando la muerte celular.
Ademas, estas AgNPs pueden ser utilizadas por su baja toxicidad en tejidos
humanos en bajas concentraciones, ya que estudios previos los reportaron como

suficientes para obtener el efecto bactericida.>?

Por lo tanto, estos ensayos se llevaron a cabo mediante técnicas de cuantificacion
de marcadores radioactivos en cepas mas especificas que estan dentro de la
cavidad bucal de la microbiota mas comun que puede causar caries dental, siendo
los mas aciduricos, aciddéfilos y acidogénicos el Streptococcus mutans y el
Streptococcus sobrinus, ya que son unos de los principales causantes de los acidos
lacticos y propionicos, pudiendo causar lesiones de mancha blanca, que son
lesiones iniciales de la caries dental y son los principales formadores de la pelicula
inicial de coagregacion bacteriana. Ademas, se usaron equipos y metodologia ya
comprobada en estudios previos por Hulsen*® et al, Saku et al.,** y Nagayama et
al.,* siendo muy eficaz en la cuantificacion bacteriana a través de radiomarcadores
como el 3H y el *C, usando la maquina automatica de combustiéon de muestras y el

dispositivo contador de centelleo liquido para medir *H, asi como los resultados
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expresados y registrados en dpm. En este sentido, un valor mas alto de dpm
significa mayor radioactividad, por tanto, se encuentra una mayor adherencia de un
microorganismo radiomarcado. Por el contrario, los valores mas bajos de dpm

indican una menor adherencia del microorganismo radiomarcado.

Como se menciono anteriormente resultd un hallazgo relevante el poder lograr esta
agregacion y distribucidon homogénea de las AgNPs sobre brackets ortodéncicos,
en estudios previos se habia logrado realizar solo en brackets estéticos por el mismo
método de T. Bala*! , sin embargo en este estudio con el mismo método se logro
esta agregacion en brackets estéticos (ceramicos y zafiro) y metélicos de diferente
material de fabricacion (acero inoxidable y Cromo-Cobalto), obteniendo en las
pruebas de cultivo y radiomarcadores alta eficiencia bactericida que sugiere el que
pueden ser muy utiles en evitar esa acumulacion de la biopelicula en la conjuncién
bracket-arco-ligadura o bien en la base del bracket en la conjuncién bracket-resina-
diente y disminuir con ello el desarrollo de lesiones de mancha blanca y caries

dental.

Es importante destacar que el bracket metalico con menor adherencia bacteriana
para ambos microorganismos fue el del grupo Gllin (Gemini Roth), se sugiere que
esto puede ser causado por varios factores. Primero, este grupo, en concreto, como
se puede observar en las imagenes del SEM, presenta una superficie mas lisa, con
un mejor acabado, la superficie rugosa aumenta la superficie y los nichos, que son
ambientes propicios para la adhesion bacteriana. Ademas, la literatura informa que
las cargas positivas de los iones metélicos repelen las cargas negativas de la
membrana bacteriana.>® Esto podria deberse a la mayor coagregacion de AgNPs
por eso tiene el mayor potencial antibacteriano, y su importante reducciéon de la
adhesion de microorganismos se ha convertido en una excelente opcién para
tratamientos de ortodoncia con una amplia posibilidad de evitar la caries dental y

también el desarrollo de lesiéon de mancha blanca.
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Estos datos son similares a los que reporté Moreira® et al., en su estudio donde
adhiri6 AgNPs a bandas de ortodoncia logrando una inhibicidon contra S. mutans de
hasta 4 meses, asi como también Espinosa-Cristobal®! et al., logré adherir AgNPs
con tamafio pequefio y distribucidbn homogénea a brackets metalicos y alambres de
ortodoncia de niquel-titanio, cobre-titanio y titanio logrando un excelente efecto

antimicrobiano.

Asi mismo, los brackets estéticos de ceramica tuvieron la mayor adherencia
bacteriana para S. mutans, siendo el grupo GVI (3153,83 dpm) y los brackets
metalicos de niguel-titanio, siendo el grupo GIX (8197,32 dpm) para S. sobrinus,
esto probablemente pueda ser debido al tipo de enlaces entre el tipo de material y

las bacterias; asi como al terminado de la superficie del bracket.

Adicionalmente en otros estudios como el reportado por Velazquez-Enriquez® et al.,
realizado en resinas de prescripcion ortodontica comparando entre resinas para
brackets metalicos y resinas para brackets estéticos; estas Ultimas han resultado
con mayor coagregacion bacteriana para S. mutans y S. sobrinus, siendo resultados
congruentes a los obtenidos en este estudio para las mismas cepas, el bracket
estético tiene mas agregacion bacteriana que el metéalico asi como tambien la resina
para colocarlo, pudiendo representar este hallazgo un riesgo que el clinico debe

considerar.

Las nanoparticulas de plata no pueden ser tan favorecedoras para los brackets
estéticos debido al cambio de coloracion que sufren debido a la agregacion de la
Plata, por lo que los resultados de este estudio sugieren encontrar aquel agente de
nanoparticulas o alguna otra nanoparticula que no afecte el color de los brackets

estéticos.
En general, la adherencia bacteriana tanto de S. mutans como de S. sobrinus fue

significativamente mayor en los brackets de ortodoncia sin nanoparticulas de plata,

gue para los que contenian las nanoparticulas de plata. De igual manera, el nivel de
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adhesion bacteriana a los materiales probados fue mayor para S. sobrinus que para
S. mutans. Estos datos son consistentes a los mostrados por una serie de estudios
gue verifican la actividad antibacteriana de las nanoparticulas, por ejemplo Alt et al.,
ha demostrado que las nanoparticulas de plata tienen actividad antibacteriana frente
a bacterias multiresistentes, asi como Ahn> y cols., que descubrieron que un
adhesivo compuesto experimental que contiene nanocargas de silice y
nanoparticulas de plata puede ayudar a prevenir la desmineralizacion del esmalte
alrededor de las superficies de los brackets sin comprometer las propiedades

fisicas.

Es importante mencionar que existen estudios que sugieren que el disefio
metodologico para una evaluacion bacteriana de materiales dentales debe
realizarse emulando las condiciones reales, por lo que, deberia emplearse saliva
natural o artificial?®, sin embargo, otros estudios han descrito que el recubrimiento
de saliva no modifica significativamente la adhesién de S. mutans y S. sobrinus,
mostrando que la capa de saliva no altera significativamente la adhesion de
Streptococcus en los materiales subyacentes.*®

Después de ser evaluado el efecto antibacterial de las muestras con nanoparticulas
de plata y sin nanoparticulas de plata, se analizé la resistencia al descementado, ya
que este aspecto en el area clinica también es de suma importancia durante el

tratamiento de ortodoncia.

Es fundamental mencionar que en estudios similares sobre la adicién de AgNPs a
resinas y adhesivos de ortodoncia en los que se evalué adicionalmente la
resistencia al descementado como los realizados por Riad®’ et al., Eslamian®® et al.,
y Degrazia®® et al.,, reportaron que la adicion de estas AgNPs disminuy6
efectivamente la carga bacteriana oral, pero tuvo efectos indeseables que afectaron
sus propiedades fisicas y consecuentemente disminuyeron la fuerza de adhesion al
descementado. Sin embargo, no fue significativo ya que la mayoria de los grupos

cumplieron con los parametros reportados por Reynolds®® et al., el cual sugiere que
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la fuerza minima de adherencia para los brackets oscila en un rango entre 5.9 a 7.8
mpa, y debe cumplirse para obtener una resistencia adecuada al descementado en
ortodoncia.

De manera similar a los presentes hallazgos, Reddy®® et al., incorpor6 1% de AgNPs
al adhesivo de ortodoncia (Transbond) e informé una reduccién significativa en la
fuerza de adhesion. Adicion de 0.11%, 0.18% y 0.33% (p/p) de AgNPs, la
imprimacidon adhesiva de ortodoncia (Transbond) se redujo de manera similar a la

fuerza de adhesion del adhesivo experimental.>®

Asi mismo existen algunos otros estudios in vitro que reportan que el efecto de la
incorporacion de AgNPs en adhesivos de ortodoncia no afecta significativamente la
fuerza de adhesion.>®%1 Ahn y cols., inform6 que los adhesivos experimentales
compuestos de 250 ppm y 500 ppm de AgNPs produjeron interesantes propiedades
antibacterianas sin afectar adversamente la fuerza de adhesion.®® Argueta®: et al.,
en su estudio sobre la adicion de nanoparticulas de cobre como nanorelleno en
adhesivos de ortodoncia, reporta un aumento en la fuerza de adhesiéon y un indice

ARI con grupos significativamente diferentes.

Por otra parte, en estudios que incorporan AgNPs a otros aditamentos de ortodoncia
han demostrado mejorar su propiedades fisicas, como el realizado por Hernandez-
Gomora® et al., en mddulos de ortodoncia, se observé que esta agregacion de
nanoparticulas de plata inhibié considerablemente el crecimiento bacteriano y
aumento las propiedades fisicas del médulo elastomérico para uso ortodéntico, asi
mismo, Moreira™* et al., incorporé los AgNPs en bandas de ortodoncia, informando
gue esta adicion no afectd sus propiedades fisicas, libero plata hasta por 4 meses
y disminuyé la carga bacteriana, de igual forma, Gil®? et al., incorporé nanoparticulas
de plata en alambres para uso en ortodoncia, especificamente alambres de NiTi,
reportando un efecto bactericida sobre las bacterias bucales y no afectando sus

propiedades calorimétricas y mecanicas.
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En este estudio pudimos observar que los brackets de acero inoxidable del grupo
GVII reportd la mayor resistencia al descementado, en contraste con el grupo Glin
siendo su grupo similar del mismo material de fabricacion con la adicion de
nanoparticulas de plata que present6 el nivel mas bajo, no cumpliendo con los

requisitos de fuerza de unién necesarios segin Reynolds.*

Es importante mencionar que los brackets metalicos de aleacion de cromo-cobalto
siendo el grupo GIVn con nanoparticulas de plata y el grupo GIX sin nanoparticulas
de plata fueron el Unico caso de todos los grupos estudiados, en el que el grupo con
nanoparticulas de plata resulté en la mayor resistencia al descementado, por lo que
se considera necesario realizar mas estudios para conocer a que es debido y porque

especificamente en este material para la fabricacion de brackets de ortodoncia.

De igual manera Blocher®® y cols. examinaron el efecto de la adicion de
microparticulas de plata (0.1% y 0.3% (p / p) con tamafios de particulas de 3.5 a 18
pum) y particulas de AgNP (0.11%, 0.18% y 0.33%(p / p) con tamafios de particulas
de 12,6 a 18,5 nm) a la imprimacién Transbond XT y no informé ningun efecto
significativo en las puntuaciones de la fuerza de adhesion asi como del ARI del
adhesivo experimental a los incisivos bovinos. Es importante mencionar que el
contraste con los resultados del presente estudio puede deberse a que el tipo de
muestras utilizadas®?® o las concentraciones de las AgNPs fueron diferentes, en

comparacion con el presente estudio experimental.®°

Esta uUltima parte de este estudio evalué el comportamiento de su incorporacion
sobre el bracket respecto a su resistencia al descementado, ya que es uno de los
aditamentos de la aparatologia fija usada en ortodoncia mas importante ya que ellos
son los que imprimen el movimiento, siendo colocados sobre el diente y los que

tienen mayor superficie.
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Es importante resaltar la implementacion de estudios posteriores para encontrar el
tipo de nanoparticula que garantice efecto antibacterial, una adecuada fuerza de

adhesion y evite la decoloracion en brackets estéticos.

9. Conclusiones

-El método de agregaciéon de AgNPs desarrollado por Bala permitié observar una
sintesis efectiva y una distribucion homogénea de las mismas sobre la superficie de
los brackets de ortodoncia, asi como un potente efecto antibacteriano logrando la
formacién de halos estables y bien definidos en las pruebas microbiologicas por
contacto directo con cepas tanto Gram positivas como Gram negativas. De igual
manera disminuy6 la adhesion de S. mutans y S. Sobrinus a los brackets de

ortodoncia, lo que demuestra sus propiedades antibacterianas.

-La sintesis de AgNPs mediante el método mencionado anteriormente demostré

tener un gran potencial para el desarrollo de diversos productos médicos y dentales.

-La modificacién de la superficie de los brackets de ortodoncia con nanoparticulas
de plata puede prevenir el desarrollo de placa dental y caries dentales durante el
tratamiento de ortodoncia ayudando a reducir eficazmente la incidencia y
prevalencia de lesiones de manchas blancas, sin embargo, es necesario realizar

mas investigaciones in vivo en pacientes tratados con ortodoncia.

-La incorporacién de nanoparticulas de plata disminuyé la resistencia al
descemetado, sin embargo, la mayoria de los grupos cumplieron con los criterios

necesarios para una adecuada resistencia al descementado en ortodoncia.
-Es importante resaltar la implementacion de estudios posteriores para encontrar el

tipo de nanoparticula que garantice efecto antibacterial, una adecuada fuerza de

adhesion y evite la decoloracion en brackets estéticos.
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