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l. Resumen.
El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto antibacteriano de nanotubos

de halloysita precargados con clorhexidina incorporados a un ionémero de vidrio.
Material y métodos: La muestra consta de 200 bloques de ionédmero de vidrio, 100
blogues de ionémero convencional y 100 bloques de ionémero de vidrio modificado
con resina. Se tomaron 5 bloques de 3mm de didmetro de ionémero de vidrio con carga
de clorhexidina al 5% y 10% y sin carga, se dispensaron a las cajas de Petri sembradas
con S. mutans, se incubaron durante 24 horas a 37°C en una atmésfera de
anaerobiosis, se identificaron las zonas de inhibicidbn de crecimiento, las zonas de
inhibicién se interpretaron de acuerdo al ionémero probado. Resultados: El promedio
de los halos de inhibiciébn para cada grupo, fue para Ketac Cem con carga de
nanotubos con clorhexidina al 10%= 13.20mm; seguido del grupo Fuji Ortho con carga
de nanotubos con clorhexidina al 10%= 12.45mm; grupo Fuji Ortho con carga de
nanotubos con clorhexidina al 5%= 11.45mm y por ultimo el grupo de Ketac Cem con
carga de nanotubos con clorhexidina al 5%= 11.35mm; existiendo diferencias entre los
grupos que fueros cargados al 5% con los que fueron cargados al 10%. Conclusién:
Los grupos cargados con nanotubos y clorhexidina al 10% tuvieron un halo de
inhibicion mayor, similar a otros estudios en los que la concentracion de clorhexidina
fue pura lo que puede ser una base para probarse a mayores concentraciones en
futuras investigaciones y comprobar la eficacia de los nanotubos de halloysita.



Il. Introduccién.
La caries dental es una enfermedad de evolucion lenta y cronica mas extendida a nivel

mundial y constituye un gran reto en salud publica; los datos actuales muestran que la
caries no tratada en dientes permanentes tiene una prevalencia global del 40%
(promediando todas las edades.*!

Algunos estudios mencionan que, a pesar de la eliminacion de caries y la restauracion
de la cavidad con resinas compuestas o ionomero de vidrio, requiere un cambio
después cierto tiempo de vida, debido a la acumulacion de placa dentobacteriana y la
recidiva de caries alrededor de la misma, lo que sugiere que los materiales dentales
pueden ser mejorados con ciertos agentes antibacterianos para fortalecer sus
propiedades ayudando en el proceso de reducir las lesiones cariosas.?

De igual manera en pacientes que son sometidos a tratamientos ortodoncicos se ha
buscado la mejor opcidon para disminuir la desmineralizacion dental y como
consecuencia la formacién de caries incipiente, ya que se ha demostrado que el
Streptococcus mutans es el microorganismo que se encuentra con mayor frecuencia
alrededor de las bandas ortoddncicas y al no contar con un agente cementante que
pueda proveer una proteccion antibacteriana correcta, no se podra evitar este tipo de
problemas.

Los ionémeros de vidrio son cementos de primera eleccion por sus propiedades como:
biocompatibilidad, el coeficiente de expansién térmica, accion bacteriostatica y
bactericida, adherencia al esmalte y dentina, ademas de la poca solubilidad ante la
saliva, también son excelentes materiales para la adhesion de bandas de ortodoncia
en tratamiento convencionales de ortopedia. Aunque existen estudios sobre la
influencia y capacidad antibacteriana de las restauraciones ionoméricas sobre el
Streptococcus mutans, hasta ahora no se ha logrado una disminucién en la recidiva
de caries.3

Algunos agentes antibacterianos entre ellos el fluoruro, triclosan, clorhexidina y xilitol
han sido incorporados a los diversos materiales dentales para mejorar las propiedades
de estos, pero a pesar de estos esfuerzos no se ha logrado eliminar el problema, ya

gue presentan limitaciones en sus caracteristicas.



La clorhexidina es el agente antibacteriano que actla sobre el Streptococcus mutans
y otras bacterias de manera eficaz, es utilizado para combatir la caries y la gingivitis,
ademas de que se incorpora facilmente a materiales dentales y mejora las propiedades
de los mismos.*

Recientemente, el uso de la nanotecnologia se ha convertido en un area de
oportunidad para potencializar o mejorar las propiedades de algunos materiales, por
lo que su introduccion al area odontologica la convierte en una herramienta para
buscar una mejor alternativa a los tratamientos y prevencién. La nanotecnologia ha
venido a cambiar el panorama del cuidado de la salud, ha llegado a tener importantes
aplicaciones en odontologia como ser inhibidores de caries, proporcionar resinas
mejoradas con propiedades antimicrobianas, asi como agentes remineralizantes,
administracion dirigida de farmacos, cementos restauradores, vidrios bioactivos,
acondicionadores de tejidos entre otras aplicaciones importantes, teniendo una
variedad de formas y estructuras que mejoran la eficacia de los tratamientos que se
pueden ofrecer al paciente.®

En los ultimos afos, se han utlizado enfoques biomiméticos para desarrollar
nanoestructuras incluyéndolos en una variedad de productos para la salud oral con el
objetivo de contrarrestar la caries; entre ellos se encuentran los nanotubos de haloisita
gue debido a su alta resistencia mecéanica, estabilidad térmica, biocompatibilidad y bajo
costo tienen una serie de aplicaciones potenciales interesantes en nanocompuestos
de polimeros mejorando su resistencia a la traccion, presentan una flexién altamente
incrementada y ademas debido a la estructura que presentan, su interior puede ser
cargado con farmacos los cuales son entregados lentamente mediante el nanoporo
presente en sus extremos, permitiendo que mejoren su tiempo de accion.®

Se ha encontrado que los nanotubos de haloisita cargados con ciertos agentes
antibacterianos son un tratamiento exitoso cuando se incorporan a algunos materiales
dentales para potencializar sus efectos; dichos materiales promueven la actividad
antibacteriana, la deposicién mineral y alta resistencia.®

Debido a lo planteado anteriormente, en el presente trabajo se pretende determinar el
efecto antibacteriano de nanotubos de haloisita precargados con clorhexidina

incorporados a iondmeros de vidrio tipo I.



II. Antecedentes.
Estudios previos han demostrado que los nanotubos de haloisita (HNTs) exhiben

propiedades notablemente mejoradas, como un rendimiento mecanico superior, por lo
gue se han incorporado a nanocompuestos de polimero para ser utilizados en la
liberacién controlada y sostenida de nano reactores, debido a esta situacién los
nanotubos poseen perspectivas prometedoras en la preparacion de materiales
novedosos estructural y funcionalmente.*

De igual manera se han utilizado los nanotubos de haloisita para el tratamiento
ambiental sobre su base de estructura tubular, mostrando en sus resultados que los
HNTs son prometedores para aplicaciones en la descomposicién, asi como en la
eliminacién de varios contaminantes en el aire y el agua.’

La haloisita debido a la variedad de condiciones de cristalizacion ademas de la
formacion geoldgica adopta diferentes morfologias, se pueden encontrar en forma de
particulas irregulares, tubulares, esferoidales o similares a placas. Sin embargo, la
estructura tubular es la mas comun y valiosa, por ser un mineral cilindrico de bajo
costo, por lo anterior es principalmente empleado como nanotubo.’

Diversos estudios han mostrado que los nanotubos no sdlo mejoran las propiedades
mecanicas, sino que también prolongan la tasa de liberacion de los farmacos, ademas
de que presentan una excelente biocompatibilidad.®

Massaro et. al. ° estudiaron la citotoxicidad citogenética de HNTs para determinar su
actividad en contra de los linfocitos periféricos de humanos por medio de un ensayo
de indice mitético; obtuvieron resultados destacados en los que mostraron que los
HNTs son materiales seguros y pueden ser usados en varios farmacos orales para
entregarlo al sistema particularmente como material diluyente, en relleno de tabletas,
capsulas o suspensiones sin causar toxicidad en el sitio de absorcién y el primer
organo de acumulacion.

Por otro lado, en una investigacion realizada por Lvov et. al.1° en donde los nanotubos
de haloisita fueron comprimidos para formar una tableta excipiente para la entrega y
control de lanzamiento de nifedipino, se demostrd que dicha formulacién asegura que

el agente activo de la sustancia se liberara hasta por 20 horas, ademas de que se



redujo la fotodegradacién propia del medicamento, propiciando un tiempo de accion
prolongado.

Mingxian et. al.}* han definido a los nanotubos de haloisita como un novedoso
nanomaterial que tiene una composicién Unica de proporcion grande, disponibilidad
natural, rica funcionalidad, buena biocompatibilidad y alta resistencia mecanica,
ademas de tener bajo costo; mencionan también que se pueden mezclar con casi
todos los polimeros utilizando instrumentos y enfoques mas comunes.

Con respecto al uso de HNTs en la odontologia, a la fecha se han realizado algunos
estudios en los que se han incorporado los nanotubos de haloisita a adhesivos
dentales como nanotransportadores de farmacos; entre ellos se encuentra el realizado
por Feitosa et. al.1?2, quienes comprobaron la viabilidad celular de un adhesivo dental
comercial modificado con nanotubos de haloisita precargados con Doxiciclina. Este
estudio, es el antecedente para pruebas adicionales de farmacos inhibidores de
bacterias encapsulados que pueden mejorar la sintesis de los adhesivos, aumentando
la longevidad de las capas hibridas y el rendimiento clinico general de las
restauraciones de resina compuesta.

Mohammed et. al 13 estudiaron los nanotubos como un agente para reforzar unién de
los sistemas adhesivos de dentina, en donde demostraron que los nanotubos de
haloisita pueden infiltrarse en los tabulos dentinarios junto con la resina, lo cual fue
confirmado con micrografias SEM.

Asi mismo, Degrazia et. al.® encontraron que los nanotubos de haloisita cargados con
triclosan son un tratamiento exitoso cuando es incorporado a una base de resina al
20%. Dichos adhesivos promueven la actividad antibacteriana, la deposicion mineral y
alta resistencia.

Existen estudios recientes, donde se incorporaron nanocompuestos basados en arcilla
de aluminosilicato-mesoporoso; especificamente nanotubos de haloisita cargados con
triclosan a los adhesivos dentales, fueron utilizados como nano transportadores de
agentes antibacterianos, se demostr6 que se aumentaron las propiedades de
polimerizacion sin interferir con las propiedades de union inmediata, ademas de que
existio una inhibicion de crecimiento bacteriano durante 24 horas e indujeron la

deposicion mineral después de 14 dias.'*



La posibilidad de modificar las superficies de los nanotubos a través de interacciones
guimicas supramoleculares abre la posibilidad a diversas formas de utilizar estos
interesantes nanomateriales en varios campos, especialmente en el transporte y

entrega de drogas.®



Marco Tedérico.

Nanomateriales.

Los nanomateriales; se definen como materiales con una dimension externa que va en
un rango aproximado de 1- 100 nanémetros (nm). Hasta ahora, el comportamiento de
algunos nanomateriales como nanotubos de carbdn, nanoparticulas de metal u 6xido
metdlico (por ejemplo: oro o didxido de titanio), puntos cuénticos, y muchos otros ya
han sido estudiados, mientras que otros presentan mayores retos para la
investigacion.®

Los minerales de arcilla se han utilizado en la curacion de enfermedades desde hace
afos; los aluminosilicatos tales como caolinita, la montmorillonita, asi como la sepiolita
se aplican ampliamente en las industrias, por sus propiedades y compuestos
antibacterianos.®

Un nanomaterial emergente, con propiedades atractivas; es la arcilla de haloisita,
compuesta de mineral tubular, es biocompatible y disponible a bajo costo, es usada
como nanotubo debido a que presenta una cavidad hueca para controlar el
lanzamiento de varios productos quimicos. Se pueden modificar sus superficies de los
nanotubos de haloisita, especificamente la hanoarquitectura que dirige a una afinidad
a través de la superficie exterior para su funcionalizacion y el transporte de la droga
(farmaco) por medio de la luz del nanotubo. El término haloisita es derivado de
Omaliusd”Halloy, quien encontrd el mineral en AngleurLiége, Bélgica; este mineral fue
empleado por primera vez en 1826 por Berthier.®

La formula quimica de la haloisita es Al2Si2Os (OH)anH20 que corresponde a caolinita,
una arcilla de aluminosilicato natural, es una proporcion 1:1 de dictahédrico y arcilla
mineral que se presenta en el suelo, es formada por la erosion de varios tipos de rocas
igneas y no igneas se puede encontrar principalmente en un clima humedo tropical y
subtropical.”®

De acuerdo con el estado de hidratacion, los HNTs se clasifican generalmente en dos

grupos: HNTs hidratados con una estructura cristalina y deshidratados.’



La estructura cristalina tipica de los nanotubos de halloysita se muestra en la figura.1

Figura 1. Estructura cristalina de HNTSs.

Du M, Guo B, Jia D. Newly emerging applications of halloysite nanotubes: A review. Polym Int. 2010;59(5):574—
82.

Los nanotubos de haloisita tienen un hueco de estructura tubular en un rango
subnanomeétrico, la pared es constituida de 10-15 bicapas de aluminio y oxido de silicio,
dependiendo de la cantidad de haloisita las dimensiones pueden variar. Generalmente
presentan una longitud con un rango de 0.2 a 1.5 micrometro (um) mientras que el
didmetro interior presenta un rango de 10-30nm, y el exterior es de 40-70nm.°

En Australia, Estados Unidos, China, Nueva Zelanda y Turquia se encuentran grandes
depdsitos de haloisita que permiten el suministro de cientos de toneladas del producto
puro, aunque también pequefias cantidades de nanotubos se pueden encontrar en

cualquier deposito de caolin.t®

Biocompatibilidad de haloisita.

El primer estudio fitotoxico sobre la haloisita fue reportado por Bellani et. al.1® quienes
realizaron experimentos sobre la vida de una especie de planta llamada Raphaus
sativus L; en dichos experimentos se evaluaron los modelos para predecir el impacto
potencial de los HNTs sobre la vida de la planta y el desarrollo de riesgos cuantitativos.
La haloisita se ha reportado como un material biocompatible en varios cultivos

celulares en modelos de invertebrados. El consumo y efectos toxicos de la haloisita



han sido investigados usando lineas celulares humanas, principalmente en células de
cancer de mama, tiroides, higado y células epiteliales de adenocarcinoma. La toxicidad
de los HNTs fue probada después de 48 horas de la incubacion con fibroblastos y
células de mama de humanos, esto arrojé que no es un material toxico, ademas es
menos perjudicial que el cloruro de sodio (sal de mesa) aunque puede penetrar en el
interior de la célula y acumularse rodeando el nudcleo. La haloisita es removida
eficientemente del organismo por medio de macréfagos y por lo tanto es considerado
un material biocompatible.®

Se puede subrayar que los nanotubos de arcilla con farmacos se pueden usar
principalmente para el uso externo de medicamentos como: spray, tabletas orales
ademas de materiales que no se descomponen, tales como implantes de hueso, diente
o modificacién de cultivos celulares y bacterias.®

Es necesario realizar investigacion para establecer la seguridad de la haloisita en
inyeccion intravenosa, debido a que tiene el potencial de ser utilizado de forma
intramuscular en tumores, lo que podria ser Gtil para la administracion de farmacos en
el tratamiento de cancer.*°

Diversos paises y organizaciones han desarrollado a lo largo de los afios reglamentos
con la informacion necesaria, mediante etiquetas o fichas de datos de seguridad a los
usuarios de los productos quimicos, los cuales sirven para conocer los peligros a los
cuales pueden estar expuestos los usuarios de estas sustancias y tomar las medidas
de control necesarias para prevenir accidentes de trabajo, enfermedades o
afectaciones al medio ambiente.!” Segun esta clasificacion Massaro. et. al.®
recientemente demostraron que los HNTs pueden ser clasificados como un material

de peligro clase 4 que se refiere a una sustancia de bajo peligro.

Modificacion de la haloisita.

La haloisita se extrae directamente de la naturaleza; por lo tanto, las impurezas que se
encuentran en el cuarzo, la caolinita, litio, feldespato y otros iones metélicos deben ser
eliminadas de ellos, antes de su uso. Sin embargo, en Utah, EE. UU., se han

encontrado depdsitos puros y casi puros que no requieren purificacion antes del uso.!



La caracteristica mas atractiva los HNTs; es su luz interior, con diametro capaz de
atrapar agentes quimicos, su uso es como un nano contenedor para farmacos, los
cuales se cargan para su posterior lanzamiento; afortunadamente la diferencia quimica
de las superficies interior y exterior de la haloisita permiten una funcionalizacion
selectiva de estas, lo cual incrementa el potencial de aplicacion.®

Los grupos de aluminol estdn ubicados en la superficie interna del lumen, la
modificacion de la superficie interna es relevante para aplicaciones de inmovilizacion,
liberacién controlada y carga de nanocompuestos.!?

La superficie exterior debe modificarse de forma covalente por medio de la
condensacion de silanos hidrolizados con la superficie de grupos hidroxilos de los
nanotubos de haloisita, localizados en los bordes o sobre sus defectos superficiales.®
El aminopropiltrietoxisilano (APTES) es un silano que ha sido ampliamente utilizado
en biosensores basados en afinidad debido a que el grupo silano se puede unir
fuertemente a los sustratos de silicio o vidrio, es por ello que ha sido utilizado para la

modificacién de la haloisita y otros procesos de silanizacion.*®
Funcion de nanotubos de haloisita.

Uso odontolégico.

La haloisita puede ser cargada con diferentes combinaciones de antibioticos que
pueden ser mezclados en varios cementos dentales, polimetiimetacrilato, fosfato de
calcio, asi como hueso para ampliar su espectro y ser eficiente en la resistencia de
diferentes cepas de bacterias. Ayuda a mejorar la fuerza del cemento dental,
disminuyendo la temperatura de polimerizacion de 64 a 51 grados centigrados, por lo
tanto, el potencial de necrosis termal es minimizado.?

Debido a su alta resistencia mecanica, estabilidad térmica, biocompatibilidad y
abundancia, los HNTs tienen una serie de aplicaciones potenciales interesantes en
nanocompuestos de polimeros. Estos poseen una resistencia a la traccion, la flexion
altamente incrementada, médulos de elasticidad y resistencia mejorada.!!

Los nanocompuestos de polimero con HNTs también exhiben una resistencia térmica

elevada, retardo de la llama y un comportamiento de cristalizaciéon Gnico.!
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Ademas, se ha sugerido que los nanorellenos pueden infiltrarse en los tubulos
dentinarios, disminuyendo la polimerizacion de contraccion, endurecimiento de la capa
adhesiva y en Ultima instancia el fortalecimiento de la interfaz adhesiva.*®

Varios experimentos se han enfocado a defender la terapéutica de restauraciones en
dientes afectados por caries tal como adhesivos cargados con rellenos bioactivos o

agentes antibacteriales.® 13

Se ha realizado el seguimiento selectivo de la preparacion de cavidades minimamente
invasivas con el uso nanotubos de haloisita cargados con sustancias antibacteriales y
mezclados en una base de resina para la remineralizacion dentro del area de dentina
previniendo caries secundaria, ademas los HNTs pueden promover una mejor

polimerizaciéon de metacrilatos, comparados con otros rellenos de silice.®

A pesar de los notables avances en ciencia sobre los adhesivos dentales y el
conocimiento de la dentina, las investigaciones contindan reportando una disminucion
significativa en la union resina-dentina que da como consecuencia nueva formacion de
caries conforme pasa el tiempo, es por eso que son una alternativa para hacer cargas
de diferentes medicamentos en nanotubos de haloisita con la finalidad de mejorar esta

situacion.12

Respecto a la aparatologia fija de ortodoncia, se observan a menudo grandes huecos
en la interfaz adhesivo - esmalte alrededor del bracket. Estos representan el sitio mas
comun para que ocurra la desmineralizacion, debido a la acumulacion de bioplaca rica
en especies criogénicas tal como Streptococcus mutans. Basado en esta informacion
varios agentes terapéuticos tal como el fluoruro, clorhexidina y nanoparticulas de plata,
han sido introducidos dentro de experimentos de cementacion en ortodoncia para
superar estos problemas clinicos. Sin embargo, estos tienen una efectividad temprana

ya que el lanzamiento del activo principal tiende a reducirse a través del tiempo.4

Sorbentes para contaminantes.

Debido a las estructuras nanotubulares, también se espera que los HNTs posean la
capacidad de absorcidén de sustancias especificas; recientemente, se han informado

aplicaciones de HNTs en la adsorcién de contaminantes y otras sustancias. Se ha
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aplicado un nuevo biofiltro que contiene una bentonita organica y HNTs para la
eliminacién de contaminantes microbianos del aire de una planta de incubacion
industrial. La investigacion mostro que el biofiltro es efectivo en la eliminacion de
bacterias, polvo y endotoxinas potencialmente patégenas del aire de la planta de

incubacioén.’

Carga / liberacién de drogas desde la haloisita.

Los nanotubos de haloisita; debido a su estructura tubular y los nanoporos que
presentan en sus extremos, promueven la entrega de los farmacos lentamente,
prolongando su tiempo de accion. Se puede utilizar como encapsulacion de farmacos
dentro de la luz del tubo, o alternativamente; el farmaco podria estar quimicamente

unido a la superficie exterior de los tubos.® 1©

Se ha mostrado que los HNTs disueltos en agua, hacen que las moléculas; al hacer
esta interaccibn muestren un lanzamiento mucho mas largo, lo que supone que el
nanoporo controla la difusién del farmaco. Usualmente el tiempo de accidn incrementa

de pocos minutos hasta 20 horas después en presencia de la haloisita.®

El extremo del tapon del tubo optimiza la difusion del farmaco, habilitando una entrega
impresionante y una tarifa de lanzamiento de hasta 12 dias después, permitiendo un

largo y perdurable efecto antimicrobiano.©

Los pioneros como Price, Graber y Lvov sugieren que la carga de la luz de los
nanotubos de haloisita se realice utilizando la solucion del farmaco saturada (ejemplo:
antibioticos) o derretir el farmaco para que la solubilidad sea baja y permita ser

introducido en los nanotubos con ayuda de agua.®

Por otro lado, Lvov et. al.® mencionan que, para atrapar moléculas hidréfilas, la
haloisita se mezcla como un polvo seco con una solucion saturada del agente activo

elegido en agua, etanol u otro disolvente.

Para materiales altamente solubles, se puede reducir la velocidad de liberaciéon al
mezclarlos con materiales poliméricos viscosos compatibles con el agente activo. Los

materiales con bajo punto de fusién pueden cargarse en su forma liquida.*®
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Clorhexidina.

La clorhexidina es una biguanida que corresponde a una molécula catiénica, fue
descubierta accidentalmente en Inglaterra en 1954; presenta una alta actividad
antibacteriana, las investigaciones hechas sobre la clorhexidina reporté baja toxicidad

en mamiferos, buena afinidad con la piel, membranas y mucosas.?

La clorhexidina ha estado en uso por casi 60 afios en mas de 60 productos
farmaceéuticos y dispositivos médicos, comercializado como antiséptico general en el
afio 1950.%!

Caracteristicas guimicas

La estructura molecular de la clorhexidina es simétrica, presenta dos anillos, cuatro
grupos clorofenil y dos biguanidas, se encuentran conectados por una cadena central

de decametileno 22, la figura 2 muestra su estructura guimica.

NH_ _NH_ _NH
NerNHj MM e 'y
G @ NH  NH NH  NH

Clorhexidina

cl

Figura 2. Molécula de clorhexidina.

Diomedi A, Chacoén E, Delpiano L, Hervé B, Jemenao MI, Medel M, et al. Hospital Clinico de la Mutual. Rev Chil
Infectol [Internet]. 2017;34(2):19. Available from: www.sochinf.cl
Se encuentra compuesta por sales como diacetato, diclorhidrato y digluconato que son
mas solubles en alcohol que en agua; no presenta color ni olor, su sabor es amargo,
es estable a temperatura ambiente y presenta un pH entre 5 a 8, otra caracteristica
importante es que se inactiva en presencia de materia organica. En la tabla 1 muestran
las caracteristicas de los antisépticos mas comunmente utilizados para la prevencion

de infecciones.??
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Inactivacion
Mecanismo de Efecto Inicio de

Compuesto . . or material .. Toxicidad*
P Accion Residual P . accion
organico
Alcohol Desnaturalizacion Ninguno Intermedio Muy rapido Produce resequedad. Es
de las proteinas volatil. Es inflamable
Clorhexidina Disrupcion de la Prolongado Minimo Intermedio Ototoxicidad. Queratitis.
membrana celular Dermatitis
Yodoforos Oxidacion/ Minimo Marcado Intermedio Absorcién a través de la
Sustitucion piel con posible toxicidad
sistémica. Dermatitis de
contacto

Tabla 1. Caracteristicas de los antisépticos para la prevencion de infecciones

asociadas al cuidado de la salud.

José Maya J, Jamil Ruiz S, Pacheco R, Liliana Valderrama S, Virginia Villegas M. ASOCIACION COLOMBIANA
DE INFECTOLOGIA Papel de la clorhexidina en la prevencion de las infecciones asociadas a la atencién en salud
Role of chlorhexidine in the prevention of health care related infections. Infectio. 2011;15(2):98-107.

Espectro de accion

Su efecto bactericida es intermedio, presenta una gran actividad contra bacterias
grampositivas, gramnegativas, anaerobias facultativas, aerobias y con un menor
efecto contra hongos y levaduras.??

Presenta caracteristicas importantes tales como su actividad in vitro contra virus con
envoltura como son el herpes simple, VIH, citomegalovirus e influenza, presentando
menor actividad antiviral contra virus sin envoltura como son el rotavirus, poliovirus y
adenovirus.??

Mecanismo de accion.

El mecanismo de accién de la clorhexidina es por medio de actividad bacteriostética,
la unién que tiene a la membrana celular de las bacterias produce un aumento de la
permeabilidad lo que permite que actle eficientemente.?*

La absorcion de la clorhexidina se realiza por medio de difusion pasiva a través de las
membranas celulares, actuando durante los primeros los 20 segundos, sobre todo en
bacterias y levaduras. Cuando se utiliza a concentracion minima, ocasiona un cambio
en la permeabilidad osmatica de la membrana y debido a esto ocasiona una inhibicién
de enzimas del espacio periplasmatico; por otra a concentraciones elevadas ocasiona

la precipitacion de proteinas y acidos nucleicos dentro del espacio periplasmatico.??
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Tiempo de accion.

Presenta un intervalo de accion medio, el tiempo de inicio de accion en base alcohdlica
es de 30 segundos; dependiendo de la zona en la cual se aplique varia su inicio de
accion; si es zona de piel se puede prolongar hasta una hora. Dependiendo de la marca
comercial que se esté utilizando varia el inicio de accion, algunas recomendaciones
de los distintos fabricantes es esperar tres minutos antes de realizar cualquier
procedimiento invasor. Cabe mencionar que una de las caracteristicas importantes de
la clorhexidina es que presenta una actividad residual de hasta seis horas; la cual se
va liberando gradualmente durante ocho a doce horas de forma activa.?? 24

Efectos adversos y contraindicaciones.

Las reacciones alérgicas debido a la clorhexidina han sido minimas, presentandose
mas frecuentemente en la piel y mucosas de manera irritativa, también se ha
presentado fotosensibilidad; es importante tener precaucién al aplicarla debido a que
en concentraciones elevadas pueden ocasionar irritacion dérmica.??

Uso odontoldgico.

La clorhexidina presenta notables propiedades como antiséptico en piel y mucosas,
proporcionando grandes beneficios por lo que su uso odontoldgico ha sido estudiado
proporcionando excelentes resultados.??

Se ha analizado el tiempo de vida de las restauraciones dentales posterior al uso de
clorhexidina, debido a sus propiedades tiene la capacidad de inhibir la actividad
proteolitica de varias enzimas que se encargan de degradar fibras colagenas de la
capa hibrida, de esta manera se aumenta la suficiencia de adhesion de la
restauracion.??

Es por eso que la clorhexidina actualmente es el antiséptico mas utilizado en
odontologia, sobre todo para enjuagues bucales (0.12-0.2 %) y dentifricos (0.5-1 %)
es un valioso antiséptico contra la placa y la gingivitis por su sustantividad, que se
refiere a la persistencia de la sustancia en la superficie dental, asi como encias debido
a la fijacion inicial y liberacion lenta.?®

Por regla general, la desinfeccion con clorhexidina solo debe usarse cuando sea
necesario, es decir cuando el efecto beneficioso sea mayor y que la concentracion

efectiva sea la mas baja posible para evitar reacciones alérgicas. Se ha utilizado en el
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tratamiento de infecciones de orofaringe y en la desinfeccion de protesis dentales
ademas como en aparatologia ortodéncica.?* 26

Existen algunas bacterias presentes en la placa dental resistentes a los enjuagues de
clorhexidina como Chryseobacterium culicis, Chryseobacterium indologenes,
Acinetobacter johnsonii, Enterobacter ludwigii, Pseudomonas stutzeri y Streptococcus
salivarius por lo que es importante estudiar sus efectos en otras presentaciones.?’
Los barnices presentan un efecto antibacteriano frente a la flora causante de caries
dental.?* Al compararse la efectividad de las presentaciones de la clorhexidina con
respecto al tiempo, concluyeron que su presentacién en barniz redujo los niveles de
Streptococcus mutans después de tres meses; ademas, de mostrar mayor eficacia tras
ser aplicado en un tratamiento intensivo de tres dosis en un periodo de dias,
lograndose una significativa reduccion de los Streptococcus mutans (p <0.01); de igual
modo se afirmé que las aplicaciones constantes de la clorhexidina en barniz son mas
eficaces al aplicarse cada cierto tiempo para disminuir la incidencia de caries.?°
lonémero de vidrio.

Los ionomeros de vidrio son materiales de obturacién cuyo nombre se debe a que
pueden formar enlaces i6nicos con vidrio. El objetivo de la formulacion y el desarrollo
de los cementos de iondmero de vidrio fueron ideados por Wilson y Kent en 1969. Son
materiales de obturacion basados en silice, polvos de aluminio- silicato de calcio y
soluciones homopolimeros y copolimeros del acido acrilico se suministran en forma de
polvo y liquido, el liquido suele ser una solucion al 47% de copolimero de acido
poliacrilico e itacénico. El polvo del cemento es formado por la fusion de sus
componentes principales, de silice (SiOz), alimina (Al203) y fluoruro de calcio
(CaF>).28-30

El objetivo de la formulacion y desarrollo de los cementos de iondmero de vidrio se
baso en la union del polvo del cemento de silicato con el cemento de policarboxilato
de zinc. Los cementos de silicato tienen propiedades anticariogénicas debido a la
liberacion de flaor, mientras que el cemento de policarboxilato de zinc tiene la

capacidad de adherirse a la estructura dental y causar poca irritacion pulpar.3? 32
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Composicion.

El polvo del cemento de iondmero de vidrio es formado por la fusidbn de sus
componentes principales de silice, alumina y fluoruro de calcio. Los primeros dos
componentes son responsables de la resistencia del material ya que el fluoruro de
calcio participa en la reaccion de endurecimiento. El liquido suele ser una solucion al
47% de copolimero de acido poliacrilico e itaconico, pero existen materiales en el
mercado a base de otros acidos (maleico, tartarico). El grupo carboxilo (-COOH) es el
responsable de la unién quimica de naturaleza idnica con las particulas de vidrio y el
calcio de la hidroxiapatita del esmalte y de la dentina parte de la estructura dental.33 34
El iondmero de vidrio presenta un tamafio de particula aproximado de 20 a 50 ym
cuando el material es utilizado para obturaciones y de menos de 25 pm cuando de usa
como cemento.?8

Compatibilidad biolégica.

Numerosas investigaciones han demostrado la inocuidad del ionémero de vidrio para
el tejido pulpar, cuando de coloca en el complejo dentino-pulpar como liner, base o
como relleno. Si bien el pH inicial de la mezcla es acido, en pocos minutos se alcanza
un pH cercano a la neutralidad, lo que asegura una adecuada proteccion pulpar. Los
cementos de ionémero de vidrio no experimentan degradacion, desintegracion ni
pérdida de masa por la liberacion de fluoruro; sin embargo, debe notarse que en
presencia de pH acido en la cavidad bucal (pacientes con disfunciones digestivas, 0
gue reciben determinadas medicaciones, entre potros multiples factores y condiciones
clinicas) los ionbmeros pueden experimentar alteraciones superficiales por la erosion
acida e incrementar su solubilidad y desintegracion.?8: 29 33-35

Liberacion de fluoruro.

El fldor liberado por el ionébmero de vidrio se incorpora a los tejidos mineralizados del
diente, tornandolos mas resistentes a los ciclos de desmineralizacion, ademas de
actuar remineralizan lesiones incipientes del esmalte y dentina alrededor del material
0 en las proximidades de los dientes adyacentes, debido a que al entrar en contacto
con el esmalte y la dentina, el fluoruro que se encuentra en el iondbmero de vidrio lleva

a cabo un intercambio idnico con la hidroxiapatita del diente, formando fluorapatita, la
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cual es mas dura y menos soluble en los acidos, fenémeno que es aprovechado

también en su uso como sellador de fosas y fisuras, debido a que el fldor es uno de

los elementos que queda débilmente unido a la estructura superficial del material y por

lo tanto es facilmente liberado. Un cemento de iondmero de vidrio de aluminio-silicato

tiene aproximadamente 23% de iones de fldor; sin embargo, apenas de 12 al 18% son

liberados en forma de NaF en la mayor parte y su donacidén parece ser medida

principalmente por la cantidad de sodio sin perjudicar las propiedades mecéanicas del

material. La liberacion de fluoruro es elevada en las primeras 24 a 48 horas y

permanece constante durante largos periodos de tiempo, porlo que es eficiente

para la prevencion o detencién del proceso de caries.33 36 37

Clasificacion de los cementos de ionémero de vidrio.

1. De acuerdo a su uso.

Los cementos se pueden clasificar de acuerdo con su uso, como se muestra (Tabla

2).

TIPO
Tipo |
Tipo Il
Tipo I
Tipo IV

Tipo V

uUso
Para cementacion
Restauracion
Para Sellador de fosas y fisuras
Para protector y bases cavitarias

Para reconstruccion de mufiones y en odontopediatria

Tabla 2. Clasificacion de los cementos de iondmero de vidrio.

Cedillo Valencia J de J. lonémero de Vidrio de alta densidad como base en la técnica restauradora de Sandwich.

Rev la Asoc Dent Mex. 2011;68(1):39-47.
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2. De acuerdo con su composicion.

o Cementos de ion6mero de vidrio convencionales o vitreos: Estan constituidos por
un polvo que es un cristal conocido como fluoraluminiosilicato; y por un liquido que
es el acido poliacrilico. Endurecen solo por una reaccion acido-base y el fraguado
es so6lo quimico por lo tanto no se activan con luz.33 38

o Cementos de ionébmero de vidrio reforzado con metal: Estan reforzados mediante
la incorporacion fisica de una aleacién de plata al polvo de vidrio. A esta férmula se
le conoce como “cermet”, en una proporcion del 12 al 14% por volumen. Dentro de
las propiedades mejoradas de estos ionOmeros estan la resistencia al desgaste y
una mayor resistencia a la compresion. Estan indicados principalmente como base
de obturaciones oclusales pequefas, reconstruccion de mufiones, obturacion de
dientes temporales, pilares de sobre dentaduras.?®3°

o Cementos de iondmero de vidrio modificados con resinas o hibridos: Aparecieron
a finales de los afos 80. Son materiales a los que en su matriz se agrega una resina
hidrofilica. Existen 2 sistemas iondmero/resina estos son autopolimerizables y
fotopolimerizables, dichos materiales al igual que los ionémeros puros pueden ser
utilizados como agentes de cementacién, bases o fondos cavitarios, reconstruccion
de mufiones, selladores de fosas y fisuras y como materiales de obturacion
radicular retrograda. El polvo del cemento de ion6mero de vidrio autopolimerizable
contiene fluoraluminiosilicato y un sistema catalizador microencapsulado de
persulfato potasico y acido ascorbico; sin embargo, el liquido esta constituido por
acido policarboxilico modificado con grupos metacrilatos polimerizables unidos a
él, se le ha incorporado 10% de éster vinilico de BisGMA, HEMA y &cido tartarico.
Los ion6meros fotopolimerizables contiene en el polvo de vidrio
fluoraluminiosilicato y en el liquido un copolimero de acido acrilico y maleico,
HEMA, agua, canforoquinonas y un activador. La reaccion de fraguado acido-base
se complementa con la fotopolimerizacién, debido a que se garantiza un
endurecimiento inicial mas rapido aumentando sus propiedades fisicas y

disminuyendo la absorcién del agua.40-43
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Fundamentalmente las ventajas de los ionémeros de vidrio modificados con resina

son:
a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)

Adhesion fisica y quimica al diente.
Biocompatibilidad.

Liberacion de flaor.

Excelentes propiedades mecanicas.
Buenos protectores termoeléctricos.
Endurecimiento inicial rapido.
Radiopacidad.

Mejora en la translucidez.*# 4°

Por otro lado, es importante saber que estos materiales presentan algunas

limitaciones:

1.-

Aumentan de tamafio debido a que presentan una expansion higroscopica

importante relacionada con la formacion de una deficiente red polimérica.

2.-

Cambian de color debido a una polimerizacién incompleta, absorcion de agua o

desecacion.

3.-
4.-

o

Vida media corta (Aproximadamente 2 0 3 afos)

Alto costo.44 4°

Copolimeros. Es una resina fotoactivada que una vez polimerizada adquiere
alguna de las propiedades de los ionOmeros vitreos especificamente la
capacidad de liberar fluoro y mantener la reaccion acido-basica en presencia de
saliva. Se componen por particulas de vidrio de silicato, fluoruro sodico y
mondmero modificado con un poliacido sin nada de agua. Los copolimeros se
presentan en forma de pasta envasada en jeringas, compules o dispensadores
unitarios.33 45

Nano iondmeros: Representan el ultimo avance del cemento de ionGmero de
vidrio modificado con resina comercializados desde el 2007. Este material
cuenta con nanorellenos de los cuales contiene fluoraluminiosilicato, acido
policarboxilico y mondmeros de metacrilato miscibles en agua. La adiccion de

nanoparticulas provee mejor pulido y mejores caracteristicas dpticas.*® 4’
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lonémero de vidrio en Ortopedia/Ortodoncia.

Las bandas de ortodoncia son utilizadas en algunas situaciones, sobre todo en casos
ortopedia convencionales, se colocan alrededor de las coronas de los dientes
posteriores para proporcionar una unién estable.*® En la denticién primaria o mixta es
muy comun la pérdida de la circunferencia de la arcada dentaria debido a la pérdida
prematura de los molares temporales, esta reduccion de la circunferencia de la longitud
del arco puede comprometer la erupcion de los dientes sucesivos. Un enfoque consiste
en controlar el espacio creado por la pérdida prematura de los dientes temporales
mediante la provision de un aparato mantenedor de espacio. Los mantenedores de
espacio pueden ser aparatos fijos o removibles; los aparatos fijos son adaptados por

medio de bandas a la superficie del deben ser asistidos por un buen cemento dental.*?

Dado que las bandas se colocan en la region posterior, estan sometidas a las mayores
fuerzas de cizallamiento y traccién de masticacion o trauma; por lo tanto, su retencion
es crucial para que un tratamiento de ortodoncia sea exitoso. De manera éptima, la
fuerza de retencion de las bandas proporcionada por el adhesivo debe ser suficiente

para evitar que se despegue.*®

Se sabe que el uso de bandas puede provocar acumulacion de placa dentobacteriana
y provocar una desmineralizacion del esmalte durante el tratamiento, se han probado
distintos cementos dentales con la finalidad de mejorar esta situacion. Los cementos
de iondmero de vidrio se utilizan como materiales adhesivos convencionales en el
tratamiento de ortodoncia, que fueron introducidos por primera vez en 1971 por Wilson
y Kent, debido a la baja solubilidad en la saliva, mayor resistencia a la compresion y a
la traccidn en comparacion con el fosfato de zinc, los iondmeros de vidrio a través de
una reaccion acido-base en el esmalte y la dentina para formar un enlace quimico que

lo hace un potencial de liberador de fluoruro.*®

El cemento de ionédmero de vidrio modificado con resina estd compuesto de particulas
de vidrio, &cidos, iniciadores, aditivos y un sistema resinoso de monémeros organicos;
este material ha sido cada vez mas utilizado por los ortodoncistas para cementar

bandas de ortodoncia, debido a las propiedades fisicas y quimicas favorables capaces
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de proporcionar una buena capacidad de retencion, capacidad de liberacién de flGor y

SU uso practico.>®

La adhesion de iondbmeros de vidrio a la superficie del diente depende de los
compuestos a partir de poli (acido acrilico) o polimeros que se encuentran relacionados
con la adhesion. Muestran un grado de bioactividad desarrollando una capa de
intercambio idnico interfacial con el diente, y de esta manera presenta alta durabilidad
de su adhesion a la superficie del diente, libera fluoruro durante un periodo de tiempo

considerable y esto lo hace un producto generalmente beneficioso.>*
Microscopio Electrénico de Barrido.

Recientemente la microscopia electronica de barrido ha sido utilizada en la
caracterizacion de muestras en el area de ciencias biomédicas, ya que nos presenta
las caracteristicas de las muestras en alta resolucion. Permite la evaluacion de ciertas

areas de manera amplificada y permite evaluar zonas extensas.®?

La tecnologia ha permitido crear nuevas maquinas de microscopia electrénica, la cual
muestra ventajas de ser mas pequefia e incluso de poder preparar las muestras en un

solo dia.®3

Se escanea toda la superficie de la muestra con un haz de electron que tiene una
tension de un haz con rango de 0,5 a 30 kV y de esta manera se miden las sefales de

cada punto escaneado.>*

El haz de electrones recorre la superficie para lenta, tomando el tiempo necesario para
poder obtener la medicion y luego se dirige al siguiente punto de medicién; esto evita

que no exista un desenfoque de la muestra afectando el nivel de pixeles.>*

Como ya se habia mencionado anteriormente, se obtiene el escanear muestras
grandes esto debido a que se escanea una matriz de campos XY, los cuales permiten
un montaje de una muestra suficientemente grande y esto permite correlacionar

imagenes con otros estudios que no permiten obtener una resolucién mayor.>
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Espectroscopia de Infrarrojo.

La espectroscopia infrarroja es un instrumento novedoso y actual que utiliza una sonda
estructural lo suficientemente fuerte para mandar las sefales y permitir realizar
investigaciones biomédicas, ha sido utilizado en biofisica y quimica permitiendo la
caracterizacion de muestras e identificacién de biomoléculas realizando movimientos
de manera diplolar, se caracteriza por ser rapida, conservar la muestra y no requiere

una extensa preparacion del espécimen a analizar.>®

Esta técnica se caracteriza por ser una espectroscopia vibratoria de entre 1000—
2500nm a 10,000-4000cm™ con la que se puede realizar una evaluacion cualitativa y

cuantitativa de una muestra.>¢
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V. Planteamiento del problema.
El problema de mayor prevalencia en salud bucal es la caries dental, una enfermedad

cronica acumulativa, considerada la principal causa de dolor y pérdida de piezas
dentarias en sus estadios mas avanzados y cuyas secuelas tienen impacto en el largo
plazo.(57)En México, 69.5% de la poblacion infantil presenta caries, mientras que la

prevalencia de caries en la poblacién adulta es de 93.2%.58

Los iondbmero de vidrio son materiales que presentan una elevada capacidad
bactericida, alta lisura superficial y un buen sellado marginal; son el resultado de
numerosos estudios e intentos por mejorar el cemento de silicato el cual tiene
propiedades anticariogénicas debido a la liberacion de fluor, pero a pesar de los
avances de las ciencia siguen existiendo problemas como la desmineralizacion del
esmalte adyacente a los brackets y bandas que puede observarse cuatro semanas
después de la colocacién de aparatos fijos; se ha informado que la prevalencia de
desmineralizacion en pacientes sometidos a tratamiento de ortodoncia con aparatos
fijos es de hasta 96%.3 3% 32,44, 48,59

El informe global de incidencia, prevalencia y afios vividos con discapacidad debido a
enfermedades (agudas y cronicas) y lesiones, realizado sobre 188 paises, muestra
gue la comorbilidad ha aumentado de una forma considerable en el periodo 1990-
2013. El dolor dental debido a caries en denticion permanente se encontrg entre las
12 enfermedades y lesiones que presentaron entre 100 millones y 1.000 millones de
casos incidentales en 2013.%’

Diversos agentes terapéuticos y antimicrobianos como el fluoruro, tricloséan,
clorhexidina o xilitol entre otros han sido incorporados a los diversos tratamientos y
materiales dentales con la finalidad de contrarrestar o detener las lesiones cariosas sin
tener el éxito esperado, concluyendo en la necesidad de mejorar y potencializar las
propiedades de estos agentes. La nanotecnologia se ha convertido en una alternativa
importante para modificar algunos biomateriales y potencializar sus efectos

benéficos.50
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Los nanotubos de haloisita se han utilizado como soporte para nano rellenos en la
liberacién controlada de agentes activos.®! Dichos nanotubos se comportan como un
agente de proteccion natural, inocuo y biocompatible; por estos motivos y debido a sus
excelentes caracteristicas pudiera ser incorporado a diversos tratamientos y materiales
dentales con la finalidad de obtener mejores resultados; ya que aun existe la necesidad
de contar con un material dental que prolongue su tiempo de accién y ataque a los
principales agentes cariogénicos.®? Por lo tanto surge la pregunta de investigacion:
¢Los nanotubos de haloisita precargados con clorhexidina a diferentes
concentraciones, incorporados a iondmeros de vidrio tipo | presentaran un mayor

efecto antibacteriano?
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V. Justificacion.
La caries a nivel mundial es un tema preocupante que no ha sido controlado a pesar

de contar con diversos tratamientos, materiales dentales y agentes antimicrobianos
gue permiten combatirla y prevenir su aparicion, ya que se encuentran limitados por
diferentes factores como tiempo de accion corto, poca resistencia y /o baja deposicién
mineral. Econdmicamente hablando, atender a un paciente con alto indice de caries
es demasiado costoso, por lo que se debe enfatizar en el area de prevencion, asi como
en la inversion de tratamientos mas eficaces que garanticen una vida Util y larga a las

restauraciones.

Uno de los principales desafios asociados con el tratamiento temprano de ortodoncia
fija es la formacién de lesiones de mancha blanca que pueden dar lugar a caries dental
debido a la microfiltracion que existe en el cementado de bandas ortodoncicas que

permite el paso de bacterias y fluidos orales provocando la caries incipiente.®?

Se han implementado nuevas alternativas para reducir los casos incidentes, asi como
la recidiva de la caries; entre estos se encuentra la nanotecnologia en medicina que
tiene multiples impactos sobre la investigacion y la practica, esta hace que los
tratamientos sean menos costosos, MAas potentes y permite una capacidad de

respuesta mas rapida para tratar nuevas enfermedades.%

El uso de nanocontenedores como los nanotubos de haloisita permiten transportar
rellenos bioactivos o agentes antibacterianos a adhesivos dentales con el fin de
remineralizar las areas con poco mineral dentro de la interfaz resina-diente y prevenir
la caries incipiente o caries secundaria, aumentando efecto antibacteriano, lo que hara
gue el tratamiento sea mas eficaz y menos costoso.(6) Su alta resistencia mecanica,
estabilidad térmica, biocompatibilidad y abundancia, los HNTs tienen una serie de
aplicaciones potenciales que nos permitiran ser combinados con agentes bioactivos

como la clorhexidina y potencializar sus propiedades.!!

La incorporacién de nanotubos precargados con clorhexidina a los diferentes
iondbmeros de vidrio podria beneficiar y potencializar el efecto antibacteriano de estos

materiales, lo que les permitiria actuar como una barrera quimica que logre impedir la
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formacion de caries y la recidiva de la misma; debido a que los recientes avances de
la ciencia no han logrado disminuir la prevalencia desmineralizacion dental,

ocasionando manchas blancas y/o caries dental.
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VI. Hipotesis.

Hipotesis de trabajo.

Los nanotubos de haloisita precargados con clorhexidina e incorporados a ion6meros

de vidrio tipo | mostraran un mayor efecto antibacteriano.
Hipotesis Nula.

Los nanotubos de haloisita precargados con clorhexidina e incorporados a ion6meros

de vidrio tipo | no mostraran un mayor efecto antibacteriano.
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VIl.  Objetivos.
Objetivo General.

Determinar el efecto antibacteriano nanotubos de haloisita precargados con

clorhexidina a diferentes concentraciones, incorporados a ionémeros de vidrio tipo I.
Objetivos Especificos

e Incorporar nanotubos de haloisita al 5% y 10% a los ionémeros de vidrio para
utilizarlo como grupo control positivo.

e Incorporar nanotubos de haloisita precargados con clorhexidina a 5% y 10% al
ionémero de vidrio convencional y al ionémero de vidrio modificado con resina.

e Comparar efecto antibacteriano de los nanotubos de haloisita precargados con
clorhexidina incorporados al ionémero de vidrio convencional al 5% 10%.

e Comparar efecto antibacteriano de los nanotubos de haloisita al ser
incorporados al iondmero de vidrio convencional al 5% y 10%.

e Comparar efecto antibacteriano de los nanotubos de haloisita precargados con
clorhexidina incorporados al ionomero de vidrio modificado con resina al 5% y
10%.

e Comparar efecto antibacteriano de los nanotubos de haloisita al ser
incorporados al ionémero de vidrio modificado con resina al 5% y 10%.
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VIIl. Disefio Metodolégico.
Tipo v disefio de estudio.

Experimental.

Universo.

Nanotubos de haloisita.

Poblacion.

Nanotubos de haloisita con y sin clorhexidina.
Muestra.

Se utilizaron 40 bloques de KC y FO para el grupo control. En el grupo control positivo
y grupo experimental se dividieron 160 bloques que fueron distribuidos

equitativamente, ver figura 3.
1. El grupo control dividido en KC y FO.

2. -El grupo control positivo el cual consta de nanotubos incorporados a ambos
ionémeros de vidrio al 5% y 10% se utilizaron 40 bloques (GIC+N) y 40 bloques
(RMGI+N).

3. Y el grupo experimental con carga al 5% y 10% de nanotubos con clorhexidina,
dividido en GIC (GIC+NCLX) y RMGI (RMGI+NCLX).

Grupo control Grupo
Grupo control positiva, experimental

n=40 n=80 n=80.

1 1
GIC RMGI GIC+N RMGI+N GIC+NCLX. RMGI+NCLX.
n=20 n=20 n=40 n=40 (n=40) (n=40)

GIC+10%N
(n=20)

GIC+10%NCL
X

(n=20)

GIC+5%N
(n=20)

RMGI+5%NCLX
(n=20)

GIC+5%NCLX
(n=20)

RMGI+5%N
(n=20)

RMGI+10%N

(n=20) (n=20)

{ RMGI+10%NCLX

Fig. 3. Diagrama de distribucién de muestras.

Fuente directa.
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Operacionalizacion de variables.

Variable dependiente.

Variable Definiciéon Conceptual | Definicidn Tipo de | Escala de | Unidad de
operacional variable medicion | medicion.
Efecto Refiere a la capacidad | Cuantificacion en | Cuantitativa De razdn Milimetros
antibacteriano | de eliminar agentes | milimetros de la | continua.
de los grupos | bacterianos o] la | zona de inhibicién
de estudio inhibicion de su | bacteriana.
crecimiento o
proliferacion
Variables independientes
Variable Definicién Conceptual Definicién Tipo de | Escala de | Unidad de
operacional variable medicién medicion
Concentracién de | Es la cantidad en que se | Porcentaje de | Cuantitativa De razén 5%
nanotubos de | encuentran las sustancias | nanotubos de | discreta. .
halolsita gque se disuelven en | halloysita 10%
precargados y sin | relacion a la o las | precargados y sin
carga de | sustancias que lo | carga de clorhexidina
clorhexidina disuelven. que seran
mezclados con el incorporados al
lonémero de vidrio. ionémero de vidrio.
Tipo de iondmero | Biomaterial con un gran | Dos tipos de | Cualitativa Nominal 1.lonémero
de vidrio campo de utilizacion en | ionémero de vidrio | nominal. convencional
odontologia restauradora | distintos para evaluar
2.lonébmero
y preventiva su efecto
modificado
antibacteriano. ]
con resina.
Tiempo Periodo con una duracion | Se analizaran las | Cuantitativa De razon Horas
indeterminada durante el | cajas Petri  para | discreta
que se realiza una accion | valorar el crecimiento 24n
0 se desarrolla un | de bacterias en
acontecimiento. horas.
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Método.

Carga de nanotubos.

Se peso6 un gramo de nanotubos de haloisita (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU),
lo cuales fueron desecados previamente durante 12 horas para eliminar impurezas
utilizando una balanza analitica y un frasco previamente esterilizado, ver figura 4.

Figura 4. Nanotubos pesados en balanza analitica.
Fuente directa.

Los nanotubos fueron inmersos en 3,560 microlitros en solucion de silano al 5%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU), llevando esta mezcla a horno de secado a una

temperatura de 110 grados durante 24 horas, ver figura 5.

Figura 5. Silanizacion de nanotubos de haloisita.

Fuente directa.
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Posteriormente los nanotubos fueron retirados del horno y se mezclaron con 10ml de
clorhexidina (Ultradent, Products, INC, USA), se utilizé una parrilla de agitacion durante

una hora para incorporar perfectamente la mezcla, como se muestra en la figura 6.

Figura 6. Mezcla de nanotubos de haloisita con clorhexidina.
Fuente directa.

En la mezcla ya obtenida se adicionaron 10 ml de alcohol al 95% para continuar
incorporando la clorhexidina a los nanotubos, utilizando una tina ultrasénica durante 1

hora, ver figura 7.

Cole-Parmer

Figura 7. Tina ultrasénica para mezcla de la muestra.
Fuente directa.

Finalmente, la mezcla se sometié a desecacion en un horno a 30°C durante 10 dias,

para la evaporacion de cualquier disolvente.
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Incorporacién de nanotubos con y sin carga alos ionGmeros de vidrio.

Se incorporé la mezcla de nanotubos de haloisita con clorhexidina, asi como
nanotubos puros en ambos iondmeros: Fuji Ortho (GC CORPORATION, Tokio, Japén)
y Ketc Cem (3M ESPE, Minnesota, EE. UU), se peso cada porcion de ionomero de
vidrio, tomando la media de cada uno y asi determinar el 5% y 10% de nanotubos a
incorporar respectivamente, ver figura 8. Las concentraciones de nanotubos a

incorporar se muestran en la Tabla 3.

Figura 8. Determinacion de la cantidad de nanotubos a incorporar a los ionOmeros

de vidrio.

Fuente directa.

Fuji Ortho Ketac Cem

Nanotubos 5% 0.0127g 0.0181g

Nanotubos 10% 0.02549 0.0363g

Tabla 3. Concentracion de nanotubos al 5% y 10 % para Fuji Ortho y Ketac Cem.

Fuente directa.
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Preparacion de la suspension y estandarizacion del inéculo.

Las pruebas se llevaron a cabo conforme a las pautas establecidas por el M100 del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) y la metodologia fue validada
mediante rangos de control de calidad con distintos antibioticos sobre Streptococcus
pneumoniae; mediante el método de difusion de disco, ver figura 9 y tabla 4 en donde

se presentan los resultados.

Figura 9. Siembra de Streptococcus pneumoniae con distintos antibidticos mediante

difusiéon de disco.

Fuente directa.

e Valores determinados Rangos de control de calidad
Antibibtico i , L )

Streptococcus pneumoniae Método de difusion en disco.
Eritromicina 26mm 25-30 mm
Ceftriaxona 35mm 30-35 mm
Clindamicina 25mm 19-25 mm
Ampicilina 33mm 30-36 mm
Levofloxacina 21mm 20-25 mm
Linezolid 30mm 25-34 mm
Cloranfenicol 23mm 23-27 mm

Tabla 4. Halo de inhibicion en milimetros de los diferentes antibiéticos sobre

Streptococcus pneumoniae.

Fuente directa.
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Las cepas de Streptococcus mutans. (ATCC.33688), se sembraron en agar gelosa
sangre de carnero al 5%, utilizando la técnica de estria cruzada, se incubaron a 37°C
durante 18hr. Se revis6 el crecimiento colonial verificando que no existieran

contaminantes, para poder ocupar las colonias en la nueva siembra, ver figura 10.

Figura 10. Siembra de Streptococcus mutans.

Fuente directa.

Se prepardé una suspension bacteriana con turbidez al 0.5 del nefelometro de
McFarland, que corresponde a 1.5x108 CFU/mI. Para ello se cosecharon 5 colonias
del crecimiento bacteriano y se depositaron en tubos con solucion salina, mezclando
y revisando la turbidez.

Antes de que transcurrieran 15 minutos de haber ajustado el in6culo, se introdujo un
hisopo de algodon estéril dentro de la suspension bacteriana y al retirarlo se rot6 varias
veces contra la pared del tubo por encima del nivel del liquido con la finalidad de
eliminar el exceso de inoculo.

Como se muestra en la figura 11 se inocularon las placas de Mueller-Hinton
completamente, sin dejar ninguna zona libre. Esto se consiguio deslizando el hisopo
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por la superficie del agar tres veces, rotando la placa unos 60° cada vez y pasandola

por ultimo por la periferia del agar para conseguir una siembra uniforme.

Figura 11. Inoculacion de la placa.
Fuente directa.

Se tomaron 7 bloques de ionémero de vidrio de 3mm de diametro y se dispensaron
sobre las cajas de Petri sembradas con S. mutans, presionando suavemente para
asegurar el contacto con el agar, mostrando la distribucion en la figura 12; se incubaron
durante 24 horas a 37°C en una atmdsfera de anaerobiosis.
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Figura 12. Disposicion de los iondmeros de vidrio con y sin carga de nanotubos en

las placas Mueller-Hinton.
Fuente directa.

Después de retirar la placa de la incubadora, se examind que el crecimiento en las
placas fuera uniforme, para posteriormente identificar las zonas de inhibicién de
crecimiento que se observaron como halos sin crecimiento bacteriano alrededor de los
ionomeros. Se midieron los tamafos de los halos de inhibicidbn con un instrumento
calibrador de Vernier, dicha medicién fue desde el punto en el cual exista una
demarcacion entre crecimiento y ausencia de éste (dimetro del halo).

Para finalizar, las zonas de inhibicidn se interpretaron de acuerdo con los ionbmeros
probados.

Caracterizacion de las muestras.

Las muestras fueron analizadas en un espectrofotometro Pekin Elmer utilizando un
plato de cristal de diamante/ seleniuro de zinc (ZnSe). Se realizaron 32 escaneos en
cada muestra a una resolucion espectral de 5 cm™ en un rango de espectro infrarrojo
de 4000 a 400 cm™.
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Microscopia electronica de barrido.

Los especimenes fueron montados y observados por un Microscopio Electronico de
Barrido (Hitachi SU8230) de emisién de campo frio a 1.0 keV equipado con un Bruker
XFlash 6/60, figura 13.

Fig. 13. Microscopio Electronico de Barrido Hitachi SU8230.

Fuente directa.
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Aspectos bioéticos
Para la elaboracion de este estudio se respetaron las disposiciones de la declaracion
de Helsinki, asi como también en el cumplimiento del reglamento de la ley general de
salud en materia de investigacion para la salud, haciendo hincapié en su Titulo
Segundo, Capitulo I, el cual estipula los siguientes articulos:
e ARTICULO 3o0.- La investigacion para la salud comprende el desarrollo de
acciones que contribuyan:
[ll. A la prevencién y control de los problemas de salud.
IV. Al conocimiento y evaluacion de los efectos nocivos del ambiente en la salud.
Pautas de la CIOMS.
e Pauta 3: Distribucién equitativa de beneficios y cargas en la seleccion de
individuos y grupos de participantes en una investigacion
Los patrocinadores, investigadores, autoridades gubernamentales, comités de ética de
la investigacion y otras partes interesadas deben asegurarse de que el beneficio y las
cargas de la investigacion se distribuyan equitativamente.
e Pauta 23: Requisitos para establecer comités de ética de la investigacion y
para la revision de protocolos
Todas las propuestas para realizar investigaciones relacionadas con la salud en las
gue participen seres humanos deben presentarse a un comité de ética de la
investigacion para determinar si califican para una revision ética y evaluar su
aceptabilidad ética, a menos que califiquen para una exencion a dicha revision (que
puede depender de la naturaleza de la investigacion y la ley o las regulaciones
pertinentes).
e Pauta 24: Rendicion publica de cuentas sobre la investigacion relacionada con
la salud
La rendicién publica de cuentas es necesaria para hacer realidad el valor social y
cientifico de una investigacion relacionada con la salud. Por consiguiente, los
investigadores, patrocinadores, comités de ética de la investigacion, financiadores, y
directores y editores de publicaciones tienen la obligacién de cumplir con la ética de la

publicacion establecida para la investigacion y sus resultados.
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Declaracion de Helsinki.

¢ Principio 8.
En la publicacion de los resultados de su investigacion, el médico esta obligado a
preservar la exactitud de los resultados obtenidos. Los informes sobre experimentos
gue no estén en consonancia con los principios expuestos en esta Declaracién no
deben ser aceptados para su publicacién.
Analisis estadistico.
Se realizo estadistica descriptiva y estadistica inferencial mediante las pruebas no
paramétricas Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney con un nivel de significancia p<0.05

mediante el software estadistico SPSS.
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IX. Resultados y discusion.
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X. Conclusiones.
La incorporacion al 10% de nanotubos de haloisita precargados con clorhexidina a los

iondmeros de vidrio, demostré ser mas eficiente respecto al efecto antibacteriano
sobre S. mutans que aquellos que solo fueron cargados al 5%, aunque este ultimo
parece ser una formulacién satisfactoria, ya que demostré en el analisis FTIR un mejor
acoplamiento al ionémero de vidrio, sin necesidad de saturarlo, logrando propiedades

antibacterianas considerables.

En ambos casos el tener agentes cementantes con propiedades antimicrobianas
mejoradas, representan un método importante para la mejora de los materiales

dentales.
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