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1 | Introduccion

Actualmente el clinico se encuentra
en una busqueda constante de materiales
bioinspirados, es decir materiales que
imitan las propiedades fisicas y quimicas
de la naturaleza, con el objetivo de evaluar,
tratar, aumentar y/o de devolver lo que se
perdio. Cuando hablamos de biomateriales
debemos tener en cuenta que nos referimos
a materiales no bioldgicos, y tal como
plantearon Wataha y Hanks en 1998, no
pueden considerarse sustancias inertes, ya
que generan una respuesta al interactuar en
el medio oral. Lo que se busca es que estos
materiales respondan de la misma manera
a como lo haria el tejido vivo, por lo que
deben ser materiales biocompatibles.
Williams en 1987 definio
biocompatibilidad como “la habilidad de
un material para promover una respuesta
biologica apropiada, dentro de su

9 1

aplicacion especifica”.

Para que un material se considere
biocompatible debe pasar distintas
pruebas, entre las que destacan:

1. Pruebas de hemolisis: evaluan
la presencia de toxinas liberadas por los
materiales y que pueden producir
descomposicion prematura de globulos

rojos, dificultando el transporte de oxigeno
a los tejidos.

2. Las pruebas de AMES para
evaluar el potencial mutagénico de
compuestos quimicos.

3. STYLES para medir el
potencial de mutacion celular de un
material y el grado de transformacion
celular respectivamente.?

Otro factor a evaluar es la toxicidad, que
ocurre ante exposiciones muy altas del
material, o por exposiciones continuas en
dosis medias-altas. Por otro lado, aparecen
alergias, es decir, respuestas
inmunologicas como consecuencia de una
exposicion continua a concentraciones
bajas. *

En odontologia, el material mas usado
historicamente es el PMMA, el cual
presentan diversas desventajas: es duro,
fragil, con baja resistencia al impacto y
baja resistencia a la flexion, lo que deriva
en formacion de grietas y fracturas cuando
soportan esfuerzos mecanicos, rapido
desgaste, pérdida progresiva de sus
propiedades mecanicas con el tiempo,
cambios de color y adhesion de placa
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bacteriana debido a su alto coeficiente de
absorcion de agua.

Gracias a la nanotecnologia, es decir, la
modificacion de la estructura molecular de
los materiales para cambiar sus
propiedades intrinsecas y obtener otros con
aplicaciones revolucionarias, se abre un
abanico de posibilidades que permite
trabajar a nivel molecular, cambiar
propiedades, mejorar cualidades de los
materiales, ampliar las posibilidades de
tratamiento y hacerlos mas predecibles. De
esta manera, aparece un nanomaterial
revolucionario en odontologia: el grafeno.*

El grafeno es una forma alotrépica del
carbono; puede definirse como un material
bidimensional en el que los 4&tomos de
carbono se unen mediante enlaces sp2 para
formar una red hexagonal con estructura
semejante a la de un panal de abeja. El
grafeno se puede extraer del grafito por
simple exfoliacion, pero también puede
conseguirse a partir de diversas fuentes
basadas en el carbono. La produccion del
grafeno depende del método utilizado para
sintetizarlo. Cuanto mas puro se desee
obtener el grafeno, es decir, de mayor
calidad, el proceso sera mas complicado, la
cantidad obtenida més pequefia y el coste
mas alto. Por eso la produccion de grafeno
siempre ha estado restringida a nivel de
laboratorio.’

Tiene una resistencia 200 veces superior al
acero, el grosor de 1 4tomo lo que le
confiere flexibilidad muy elevada, es
estable y capaz de formar reacciones
quimicas con otras sustancias para formar
asi nuevos compuestos, es biocompatible y
capaz de mejorar la adherencia celular de

osteoblastos y células mesenquimales
(células madres, multipotenciales) °.

Ademas, el grafeno ofrece caracteristicas
unicas como gran superficie, alta
estabilidad en ambiente fisiologico,
propiedades antimicrobianas, y
antimicdticas 7. También puede ser
utilizado como agente antibacteriano, ya
que tiene propiedades de inhibicion de
crecimiento de bacterias, evita la absorcion
de liquidos y capacidad bacteriostatica y
antifingica. *’

Diversos estudios estan enfocados a
demostrar que recubrir las protesis de
grafeno mejora las propiedades
superficiales mecanicas; incluso sustentan
que el grafeno puede acelerar y mejorar la
osteointegracion y la cicatrizacion. Un
estudio de Rueda et al. concluyo que el
recubrimiento de grafeno favorecio el
crecimiento celular y la adhesion celular a
los poros del sustrato. ®

Otro estudio similar demostro que las
membranas GO-Ti estimulaban
significativamente la actividad de la
fosfatasa alcalina (ALP), las membranas
GO-Ti se usaron en el procedimiento de
regeneracion Osea guiada para el
tratamiento de defectos dseos de ratas y se
observé que las membranas GO-Ti
conducen a una mejor regeneracion 6sea
en comparacion con el grupo control
(membranas de titanio) (6). En otro estudio
se hicieron cultivos de fibroblastos
gingivales humanos (hGF), células madre
derivadas de tejido adiposo humano
(hASC) y células madre mesenquimales de
médula 6sea humana (hBMMSC) en
muestras de grafeno; este estudio fue
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realizado in vitro e in vivo, para
determinar los efectos del recubrimiento de
grafeno sobre el implante de titanio en la
adhesion, la proliferacion y la
diferenciacion osteogénica. Se observo que
el grafeno aumenta la adhesion de hASC y
hBMMSC al sustrato, por lo que el
recubrimiento de grafeno sobre sustratos
de Ti podria mejorar la interaccion entre el
material y el tejido blando circundante. '®

Los materiales al ser bioinertes tienen la
desventaja de que se les adhiere la placa
bacteriana, por ende trae consigo la
interaccion de la virulencia de las bacterias
y una serie de factores especificos e
inespecificos y es aqui donde nace la
importancia tener un material
antibacteriano, antibacteriostatico y
antimicotico. °

Pandit et al. ? sustentaron que ante
bacterias como Escherichia Coli la mayor
parte del efecto bactericida se observa en
las primeras cuatro horas de interaccion
con derivados del grafeno (GO). La
actividad antimicrobiana de las nanohojas
de grafeno se observo incluso mas eficaz
que el antibiotico estdndar kanamicina.
Sin embargo, la eficacia antimicrobiana
variaba con las diferentes especies
bacterianas. Las nanohojas de grafeno
sintetizadas por método hidrotermal en
condicion alcalina exhibieron una
excelente actividad antibacteriana contra
E. coli, Salmonella typhimuirum (S.
typhimuirum), Bacillussubtilis (B.
subtilis), y Enterococcus faecalis (E.
faecalis). La actividad antimicrobiana de
GO se demostrd atin més probando su
efecto bactericida contra patdgenos
dentales, incluidos Streptococcus mutans

(S. mutans), Fusobacterium nucleatum (F.
nucleatum) y Porphyromonas gingivalis (
P. gingivalis). Liet al. usaron peliculas de
grafeno monocapa fabricadas sobre
sustratos conductores, semiconductores y
no conductores y su actividad
antimicrobiana fue examinada contra E.
coli y Staphylococcus aureus (S. aureus).
Sus resultados mostraron que la actividad
antibacteriana del grafeno pristino solo se
puede obtener cuando el sustrato conductor
esta debajo. ’

Se ha demostrado que los bordes finos y
afilados de los derivados del grafeno
desgarran la membrana celular bacteriana
para inactivar las células bacterianas al
salir de los materiales intracelulares.
Ademas, las células que quedan atrapadas
en laminas de grafeno quedan totalmente
aisladas del entorno externo debido al
bloqueo del intercambio de gases / iones /
nutrientes. Este atrapamiento evita la
proliferacion de células microbianas y su
inviabilidad por falta de nutrientes y
actividad respiratoria. '°

Con estos excelentes fendmenos probados,
la actividad de investigacion reciente se
esta enfocando hacia el desarrollo de
composites incorporando grafeno.

La incorporacion de grafeno en ciertos
materiales permite obtener un material
combinado con propiedades mejoradas. Un
ejemplo de ello es la incorporacion
industrial de 6xido de grafeno en
metacrilato de metilo para generar un
polimero (PMMA) mejorado, no solo
desde el punto de vista mecanico, sino
también una notoria ventaja en la respuesta
bioldgica de los tejidos blandos. "
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De acuerdo con lo anteriormente expuesto,
se realizé en el presente estudio la prueba
de reversion de mutaciones bacterianas
(Bacterial Reverse Mutation Test) '%, para
evaluar el efecto citotoxico de la
Salmonella entérica y Escherichia coli.

Salmonella entérica es uno de los agentes
mas relevantes debido a su impacto en la
salud publica y la sanidad animal, tanto en
paises desarrollados como en vias de
desarrollo. En este sentido, Salmonella es
el agente etiologico bacteriano mas
frecuente en los brotes transmitidos por
alimentos . La Salmonella es un bacilo
Gram negativo que se comporta como
anaerobio facultativo. Esta presente en el
intestino de personas y animales sanos, se
transmite por la ruta fecal-oral,
directamente, o bien indirectamente, a
través de alimentos. Es capaz de sobrevivir
la acidez del estomago y la alta
osmolaridad del intestino delgado, induce
su internalizacion por las células epiteliales
intestinales del ileon y resiste la fagocitosis
mediada por las células dendriticas y
macrofagos, logrando colonizar el tejido
linfoide subyacente y los ganglios
linfaticos mesentéricos ',

La Salmonella entérica contiene las
subespecies: Salmonella

enterica subsp. enterica (I), Salmonella
enterica subsp. salamae (II), Salmonella
enterica subsp. arizonae (I1la), Salmonella
enterica subsp. diarizonae (I1Ib), Salmonell
a

enterica subsp. houtenae (IV) y Salmonella
enterica subsp. indica (VI), mientras que la
especie S. bongori (V) no posee
subespecies asociadas, siendo esta
originalmente clasificada como subespecie

de S. entérica, y por eso mantiene la
denominacion "V" 13,

Las salmonellas se pueden multiplicar en
diversas condiciones ambientales: fuera de
los anfitriones en que viven, crecen en el
rango de temperatura de 5 a 47 °C, siendo
35 a 37 °C su 6ptima, sobreviven a un pH
en rangos de 4-9 y una actividad acuosa de
0,94-0,99. Las Salmonella es sensible al
calor y con frecuencia mueren a
temperatura de 70 °C o superior, una
inhibicion completa del crecimiento ocurre
a<7°C,pH 3,8 y actividad acuosa de
0,94.15

Salmonella tiene capacidad de formar
biopeliculas sobre diferentes tipos de
superficies inertes y vivas; esta habilidad
contribuye a su supervivencia. Las
biopeliculas son una agregacion de
microorganismos rodeadas por una matriz
que estd compuesta por una mezcla de
sustancias extracelulares poliméricas
(SEP). Esta matriz esta formada por 97%
de agua y el resto son exopolisacaridos,
proteinas, lipopolisacéridos, acidos
nucleicos y 4cidos grasos. '°

Las biopeliculas modifican aspectos
esenciales de la capacidad infectante
bacteriana y han estado aumentando
progresivamente su impacto en la
generacion de problemas de salud serios y
persistentes. La formacion de biopeliculas
le permitiria a Salmonella sobrevivir a
largo plazo en el entorno de las granjas de
aves de corral y contaminar la carne y
huevos o alimentos derivados, los que
siguen siendo vehiculos principales de los
brotes de salmonelosis de origen
alimentario.
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La resistencia antimicrobiana es
considerada una amenaza creciente
globalmente debido a la gran diversidad y
volumen de antimicrobianos prescritos en
medicina humana y animal. Diversos
factores han contribuido a este fendémeno:
la prescripcion a veces innecesaria de
antimicrobianos, la automedicacion, y el
mal uso de estos farmacos como
promotores del crecimiento en la industria
animal. '’

Con la denominacion Escherichia coli
verotoxigénicos (ECVT) se conocen todas
aquellas cepas de E. coli capaces de
producir alguno de los tipos existentes de
una potente citotoxina conocida como
verotoxina (VT). Existen 2 tipos
principales de VT, denominados VT1 y
VT2, atendiendo a diferencias en su
secuencia aminoacidica y en su reactividad
inmunologica.'

Tras la entrada de la bacteria por via oral,
la resistencia demostrada de los ECVT al
acido, facilita su supervivencia en el
estdmago, desde donde progresa a través
del intestino delgado hasta alcanzar el

colon, considerado como el principal lugar
de colonizacion de los ECVT en los seres
humanos, junto con la parte mas distal del
intestino delgado. Una vez alcanzado el
colon la bacteria se adhiere intimamente a
la membrana de las células epiteliales,
dando lugar al borrado o destruccion
localizada de las microvellosidades,
suficiente para provocar la aparicion de
diarrea no sanguinolenta. Si se produce
suficiente cantidad de toxina en el intestino
esta desencadena una isquemia
mesentérica, consecuencia del dafio
ejercido sobre los vasos sanguineos
locales, que provoca que la diarrea acuosa
existente evolucione hacia un cuadro de
CH, con evidencias histopatologicas de
edema y hemorragias en la lamina propia
del tubo digestivo. '*

Dado que la cavidad oral es un medio
séptico, desde el cual puede producirse la
diseminacion bacteriana al resto del
organismo, el objetivo del presente trabajo
fue analizar si los discos G-CAM son
capaces de inhibir el crecimiento
bacteriano.

2 | Material y métodos
Test de Ames

Bruce Ames desarroll6 un ensayo para
identificar mutagenos potenciales en el afio
de 1928. Esta prueba funciona con
bacterias mutantes y busca quimicos que
puedan cambiarlas para que de nuevo sean
bacterias normales o regresen a su estado
original '’.

En la prueba, un mutageno potencial
Salmonella typhimurium es colocado en un
papel de disco en el centro de una caja de
Petri sobre el cual solo células bacterianas
que mutan son capaces de crecer (se
ocupan bacterias debido a que han probado
ser buenos modelos para determinar el
potencial mutagénico de los compuestos).
El potencial mutagénico del compuesto es
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determinado por la cantidad de aumento en
el crecimiento bacteriano **.

Investigadores han manipulado células de
raton para hacerlas blancos para
carcindgenos y han pasado genes de
células cancerigenas a ratones saludables,
lo cual ha lleva a la conclusiéon de que las
mutaciones en genes especificos pueden
provocar los cambios para generar el
cancer. *!

Ames Test
for mutagenicity

hig™ — his*

) reversion test
control

Mix and plate

hig™ = his*
reversion test

(atter Griffiths etal. 1996)

Prueba de reversidén de mutaciones
bacterianas®

Numero de lote: del disco GCAM
L18091120026

Controles positivos utilizados:

1. 2-Nitrofluoreno.

2. Cumene hydrogen peroxide.
3. Mitomicina C.

4. 2-Aminoantraceno.

5. Azida de sodio.

Controles negativos utilizados:

1. Dimetilsulféxido (DMSO).
2. Agua destilada estéril.

3. Solucién de cloruro sddico 9g/L.

Materiales biologicos usados:
Microorganismos utilizados:

I. Salmonella enterica subsp. enterica
CECT-880.

2. Salmonella enterica subsp. enterica
CECT-881.

3. Salmonella enterica subsp. enterica
CECT-882.

4. Salmonella enterica subsp. enterica
CECT-883.

5. Escherichia coli CECT-7326.

Condiciones experimentales:
Periodo del analisis: 1 mes de analisis

Dispositivo estéril / esterilizado en el
laboratorio: Estéril.

R1 Numero de réplicas realizadas con el
producto: 3 (triplicado).

R2 Numero de réplicas de los controles
positivos: 3 (triplicado).

R3 Numero de réplicas de los controles
negativos: 3 (triplicado).

Materiales de ensayo y preparacion de las
muestras:
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9 muestras de GCAM.
Placas Petri de 90 mm.

Para las pruebas de mutagenicidad, se
utilizaron las siguientes condiciones:

Tiempo de incubacion previa de los
microorganismos: 24 horas.

Periodos de observacion tras la
exposicion: 48 horas.

Temperatura de trabajo: 37 °C

Temperatura ambiental
(minima/méxima): 17,5°C/19,8°C

Humedad relativa
(minima/méxima): 45%/Max 52%

Medio de extraccion: Solucion de
cloruro sodico 9g/L.

Método de extraccion: Producto de
ensayo en agitacion en solucion
salina a + 37°C + 1°C durante 72
horas.

Proporcion producto/volumen de
medio de extraccion: 0,2 g/mL se
diluyeron 100 mg de cada
compuesto de prueba.

Prueba de mutagenicidad

Las cepas de los microorgamismos
pertenecen al Instituto Valenciano de
Microbiologia, S.L.

El método de ensayo y su validacion se
realiz6 de acuerdo con las directrices de la
norma UNE-EN-ISO 10993-3: 2014 y
OECD 471: 1997 (Procedimiento interno
TOXICOL/EVADISP-0930).

Procedimiento por exposicion a extracto
del dispositivo. Norma UNE-EN ISO
10993- 12:2012.

M¢étodos cuantitativos para la evaluacion
de la genotoxicidad

Revertantes
inducidos

Tasa de mutagenicidad (RM) =

Revertantes
espotaneos

Para que una muestra se considere
mutagénica, la tasa de mutagenicidad debe
ser > 3.

Observaciones especiales relevantes
durante la prueba 2

Para realizar el ensayo no fue necesario
fraccionar el producto.

Los resultados son expresados
cuantitativamente a través del nimero de
revertantes por mL de muestra en la placa.
Los resultados son también expresados a
través de la razon de mutagenicidad (RM)
que es una razon entre el numero de
revertantes de la placa de prueba
(revertantes espontaneos inducidos) y el
numero de revertantes en la placa control
(revertantes espontaneos) (Anexo 1).

Una muestra es considerada positiva
cuando existe una relacion dosis respuesta
entre las concentraciones probadas y el
numero de revertantes inducidas en por lo
menos una dosis, considerando que la RM
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es igual o superior a 3, a fin de asegurar
una significancia de la prueba.

3 | Resultados

No se observa mayor crecimiento
en los cultivos de la muestra a las 48 horas,
en comparacion con los controles. El
numero de colonias viables no varia
respecto a los controles. No se observa un
aumento del crecimiento durante el tiempo
de incubacion en presencia del dispositivo.
La tasa de mutagenicidad (RM) del
producto recibido es inferior a 3. 13.

Por tanto, la exposicion de las cepas
bacterianas al producto sanitario Disco
Acrilico, lote no indicado, no posee efecto
genotoxico cuando se ensaya segun las
condiciones citadas.

4 | Discusion

Uno de los grandes desafios en
odontologia es el control de la presencia de
bacterias que podrian complicar afectar a
la salud sistémica de pacientes con
periodontitis o procesos infecciosos,
induciendo septicemias en pacientes
inmunosuprimidos, pudiendo infectar
protesis valvulares y/o articulares, o
inducir el nacimiento de nifios de bajo
peso, entre otras. %

En odontologia existe una busqueda
constante de mejorar las cualidades
antimicoticas y antimicrobianas de los
materiales. Lee et al. en su estudio de 2018
demostraron que agregar nanoparticulas de
grafeno al PMMA aumentaba su rugosidad
y su hidrofilicidad, sin afectar a la dureza
ni flexion, resultando un material
prometedor en protesis removible,
aparatologia ortodontica o materiales

restauradores, dada su capacidad
antimicrobiana ?'.

Pranno et al.  llevaron a cabo un
tratamiento de superficie de implantes con
grafeno y concluyeron que minimiza la
adhesion bacteriana e inhibe el biofilm. Un
estudio similar de Qian et al. ** cre6
periimplantitis artificialmente en la boca
de perros Beagle. Los autores concluyeron
que utilizar 6xido de grafeno en los
aditamentos implantarios ayuda a eliminar
las bacterias y, por tanto, favorece la salud
de los tejidos periimplantarios. De acuerdo
con los resultados del presente estudio, el
grafeno cumple con este proposito: se
evaluaron discos de PPMA dopados con
Grafeno, tuvieron un periodo de
exposicion de 24 horas a las bacterias:
Salmonella enterica subsp. enterica y
Escherichia coli, pasada la exposicién no
se observa mayor crecimiento en los
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cultivos de la muestra a las 48 horas, en
comparacion con los controles. El nimero
de colonias viables no vario respecto a los
controles, tampoco se observo un aumento
del crecimiento durante el tiempo de
incubacion *2. La tasa de mutagenicidad
del producto recibido es inferior a 3.13,

por lo que podemos concluir que la
exposicion de las cepas bacterianas al
producto sanitario Disco G-CAM no posee
efecto genotdxico.

5 | Conclusion

En implantologia existen diversos
factores que condicionan el éxito del
tratamiento, como el consumo de tabaco,
la calidad 6sea, los factores sistémicos, el
trauma quirdrgico, etc.; uno de los factores
mas importantes es el control
bacteriologico; antes durante y después de
la cirugia puesto que de este depende la
correcta osteointegracion.

En el estudio realizado no se observa
mayor crecimiento bacteriano en los
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