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Resumen

Fase 1

Introduccioén: El uso de sistemas adhesivos en ortodoncia se ha convertido en el
“gold estandar” para la cementacion de brackets; sin embargo, la acumulacién de
biofilm y el exceso de adhesivo durante la cementacién contribuyen a la formacién
de lesiones de mancha blanca. Modificar estos adhesivos con nanoparticulas de

PLGA abriria la posibilidad de mejorar sus propiedades biologicas.

Objetivo: Desarrollar PLGA-NPs cargadas con agentes antisépticos, aplicadas en
un adhesivo de uso ortodéntico, para incrementar su efecto antibacteriano frente a

Streptococcus mutans y evaluar su citotoxicidad en fibroblastos gingivales

Metodologia: Se sintetizaron PLGA-NPs cargadas con clorhexidina (CHXx) vy
quitosano (CH), y se analizaron por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) y microscopia electronica de barrido (SEM), y por espectroscopia
ultravioleta-visible (UV-Vis). Se evalud la concentracion minima inhibitoria mediante
ensayos de difusién en agar y de microdilucion, y se realiz6 un ensayo de

citotoxicidad para establecer la dosis citotéxica media (CC50).

Resultados: Las PLGA-NPs mostraron una inhibiciéon bacteriana que oscilé en
54.05 % y 74.25 % y una CC50 de 3.75 ug/mL inmersas en el adhesivo y de 15
pg/mL en su forma libre. Las PLGA-NPs-CHx mostraron un mayor efecto
antibacteriano, con una inhibicién que oscilé entre el 89.38 % y el 73.75 % y una
CC50 utilizando 0.93 ug/mL, tanto en su forma libre como en el adhesivo. Las PLGA-
NPs-CH mostraron un fuerte efecto en el ensayo de difusién en agar, con una
inhibicion del 83.11 % al 69.39 % y una CC50 de 1.87 pyg/mL inmersas en el

adhesivo y 7.5 pg/mL en su forma libre.

Conclusiones: Este estudio revela que las PLGA-NPs son un excelente vehiculo
en la administracion de farmacos debido a que presentan una baja citotoxicidad y
un buen efecto antibacteriano en Streptococcus mutans con un gran potencial para

ser aplicadas mejorando las propiedades biologicas de los sistemas adhesivos.




Fase 2
Introduccion: El uso de nanoparticulas de quitosano (CHNPs) cargadas con
antibidticos, aplicadas como irrigantes en endodoncia, ofrece una combinacion

unica, demostrando actividad antibacteriana eficaz y baja toxicidad.

Objetivo: Desarrollar CHNPs cargadas con metronidazol, ciprofloxacino vy
minociclina, aplicadas como irrigantes endodonticos, para mejorar su actividad
antibacteriana frente a Enterococcus faecalis y evaluar su citotoxicidad en células

madre de pulpa dental humana (hDPSCs).

Metodologia: Las CHNPs cargadas con antibidticos fueron sintetizadas vy
analizadas mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
y espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis). Se realizaron ensayos de difusién en
agar y de microdilucion para determinar la concentracion minima inhibitoria y un

ensayo de citotoxicidad para establecer la dosis citotoxica media (CC50).

Resultados: Se identificaron picos correspondientes a los grupos funcionales de la
estructura quimica del complejo quitosano-antibidtico. Las CH-NPs-Ciprofloxacino
mostraron una mayor actividad antibacteriana frente a Enterococcus faecalis, tanto
en ensayos de difusion en agar como en ensayos de microdilucion. Las CH-NPs-
Metronidazol presentaron una menor citotoxicidad frente a las hDPSC. Las CH-NPs-
Minociclina mostraron un efecto antibacteriano superior al del quitosano en su forma
simple en los ensayos de microdilucion, aunque presentaron una mayor

citotoxicidad.

Conclusiones: Actualmente, los irrigantes a base de nanoparticulas de quitosano
constituyen una alternativa con mejores propiedades farmacoldgicas y un excelente

efecto antibacteriano.




1. Antecedentes

1.1 Concepto de caries dental

La caries dental es una enfermedad dinamica y multifactorial, regulada por la dieta
y la formacion de una biopelicula de origen polibacteriano, ya que el lipopolisacarido
capsular, el acido lipoteicoico y los subproductos bacterianos tienen la capacidad
de penetrar el esmalte a través de los tubulos dentinarios, desencadenando una
respuesta inflamatoria. Las lesiones incipientes de caries comienzan con la
aparicion de una mancha blanca en el esmalte, expresando un proceso de
desmineralizacion latente, exponiendo la dentina a la invasion bacteriana a través
de los tubulos dentinarios y la circulacién sanguinea. La pulpa responde inicialmente
mediante una respuesta inmunoldgica innata; si la agresion no es eliminada, se
activa la inmunidad celular, lo que desencadena una inflamacién pulpar. Sin un
tratamiento oportuno, las bacterias pueden colonizar y provocar una necrosis por
descomposicidn séptica del tejido pulpar, destruyendo la microvasculatura, las
fibras nerviosas y el sistema linfatico, y deteniendo los procesos metabdlicos de la

pulpa (1-6).

La inflamacion comienza principalmente en el tejido pulpar, progresando hacia el
apice. La ausencia de una adecuada circulacién sanguinea, sumada a la rigidez
estructural de la dentina, favorece un entorno 6ptimo para una rapida evolucién de
una pulpitis hacia una necrosis pulpar, y su expresion varia segun el tipo de lesidn
(7,8).

1.2 Caries en el esmalte

Actualmente la formacion de caries dental se encuentra relacionada con la agresion
acida de una biopelicula bacteriana y con la estructura dental. Las lesiones en el
esmalte se manifiestan clinicamente como lesiones de mancha blanca y se
describen como “pigmentaciones de color blanquecino o grisaceo, pequefas en la
superficie del esmalte”. Su prevalencia aumenta considerablemente en el
tratamiento de ortodoncia ya que la colocacién de aparatologia fija dificulta la

higiene, reportando una incidencia postortodontica del 96 %; las superficies que




expresan ser las m{as afectadas son las caras vestibulares alrededor de los
brackets y superficies gingivales; determinando un mayor porcentaje de incidencia
en los incisivos laterales (34 %), caninos (31 %), premolares (28 %) e incisivos
centrales (17 %) sin embargo, también existen otros factores que favorecen su
formacion incluyendo la dieta, los factores genéticos y la composicion de la saliva.
Clinicamente, las lesiones de mancha blanca se pueden observar a partir de la
segunda semana de formacién y establecimiento de la biopelicula bacteriana,
destacando la importancia de implementar ciertas medidas de prevencion

especificas para minimizar su desarrollo (7-12).

1.3 Concepto de biopelicula

Fue descrita por primera vez por Van Leeuwenhoek como una comunidad
estructural bacteriana de origen multicelular, en la que los microorganismos que la
conforman se encuentran inmersos en una sustancia polimérica extracelular,

generando productos de desecho y moléculas senalizadoras (13-15).

1.4 Caracteristicas y composiciéon de una biopelicula
Los componentes organicos que rodean a los microorganismos bacterianos en una
biopelicula son principalmente carbohidratos, proteinas, lipidos y de origen

inorganico son el calcio, fésforo, magnesio y fluoruro (4,16).

Es importante destacar que las bacterias que se encuentran presentes en una
biopelicula expresan una capacidad por sobrevivir a las distintas condiciones de
crecimiento que hay en la cavidad oral y factores ambientales, esta capacidad se

debe a que:

o La estructura de la biopelicula es capaz de permitir el intercambio de nutrientes
entre las células, favoreciendo la coexistencia de la misma especie.

o Tienen una buena capacidad de intercambiar material genético (4,17).




1.5 Formacién de una biopelicula

Los tres componentes principales involucrados en la formacion de una biopelicula
de origen bacteriano son: células bacterianas, una matriz organica y una superficie
sélida donde establecerse; estos se dividen en etapas y, dentro de estas, en fases
(2,18).

Etapa 1/Formacién de una capa acondicionante: Absorcién de moléculas

inorganicas y organicas sobre una superficie solida (esmalte-dentina, superficie
gingival y epitelial), ya que durante la formacién de esta placa la superficie de los

dientes se encuentra acondicionada por la saliva (2,18).

Etapa 2/ Adhesion bacteriana: adhesion de las bacterias directamente sobre los

organos dentarios. Esta se divide en 3 fases:

o Formacién de la biopelicula: las distintas especies bacterianas se adhieren al
sustrato mediante fimbrias o flagelos.

o Fase inicial de adherencia microbiana-sustrato: se comienzan a formar
uniones quimicas a través de enlaces electrostaticos, enlaces covalentes,
puentes de hidrogeno, interacciones dipolares e interacciones hidrofébicas.

o Fase de adherencia microbiana especifica al sustrato: adhesion bacteriana

especificamente sobre el sustrato (2,20).

Etapa 3/Crecimiento bacteriano: Las microcolonias que lograron establecerse

sobre el sustrato atraen a bacterias colonizadoras secundarias, dando lugar a una

biopelicula madura (2,18).

1.6 Composicion estructural y bacteriana de una biopelicula

La estructura de una biopelicula bacteriana se encuentra conformada por una matriz
extracelular compuesta por polisacaridos, ADN extracelular, proteinas,
glicoproteinas, fosfolipidos y biopolimeros catiénicos, los cuales proporcionan

proteccion y soporte estructural a la comunidad bacteriana (19).




Algunas de las bacterias reportan una mayor incidencia a nivel incluyen especies
de los géneros Lactobacillus, Prevotella, Porphyromonas, Bacteroides,
Fusobacterium, Streptococcus, Staphylococcus y Enterococcus, reconocidas por su
capacidad para formar comunidades estructuradas que contribuyen
significativamente a la persistencia de infecciones cronicas en el contexto clinico
(20).

1.7 Biopelicula presente en el tratamiento de ortodoncia en la cavidad oral

La colocacion de la aparatologia fija especificamente el proceso de cementacion de
brackets desencadena alteraciones tanto cuantitativas como cualitativas en la
composicién de la microbiota bucal. Especificamente, Streptococcus mutans es
destacado como uno de los principales agentes causales en la formacion de
lesiones de mancha blanca en el esmalte, debido a su capacidad para producir
acido lactico, una alta tolerancia a ambientes acidos y su interaccién con otros
microorganismos para establecer una biopelicula polibacteriana. Principalmente,
brackets y su area periférica conforman parte de los sitios propicios para su
desarrollo, dado que presentan una superficie irregular que favorece el rapido

crecimiento de la biopelicula bacteriana (21,22).

Los Streptococcus, como colonizadores primarios, cuentan con proteinas
receptoras en su superficie, lamadas adhesinas, la cual les permite interactuar con
la saliva, la matriz extracelular y las células del huésped, conformando un paso
esencial para la colonizacion. La matriz polimérica extracelular regula parte de la
adaptacion bacteriana a través de la adherencia superficial y la adhesion
intercelular, formando un ambiente rico en nutrientes a través de un pH que
promueve la formacién de ecosistemas mediante interacciones electrostaticas

adhesina-receptor especificas (23-25).
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1.8 Streptococcus mutans (S. mutans)

Actualmente existen mas de 100 especies reconocidas de Streptococcus, la palabra
Streptococcus proviene del griego strepto (retorcido) y coccus (esférico), su
clasificacion se basa en el esquema de Lancefield, dicha clasificacion se encarga
de enfatizar y agrupar las cepas de estreptococos segun su composicion de
carbohidratos presentes en su pared celular. Especificamente, S. mutans es una
bacteria grampositiva, anaerobia facultativa asociada como uno de los principales
agentes etiologicos en la formacion de procesos cariosos debido a su capacidad de

metabolizar la sacarosa y generar polisacaridos extracelulares (26).

1.9 Biopeliculas presentes en el tratamiento de conductos en la cavidad oral
La progresion de la caries a través de los tubulos dentinarios es una de las
principales vias de invasion bacteriana hacia la pulpa, englobando al tejido pulpar
remanente y al exudado bacteriano que discurre hasta el foramen apical. Las
biopeliculas de origen endodéntico se clasifican en:

o Biopeliculas intraconducto

o Biopeliculas extrarradiculares

o Biopeliculas periapicales

o Infecciones centradas en biomateriales (2,27).

1.10 Enterococcus faecalis (E. faecalis)

Esta bacteria se encuentra principalmente como parte de los conductos radiculares
en procesos cariosos profundos y es considerada uno de los agentes etiolégicos
principales en el fracaso en el tratamiento de los conductos, debido a la habilidad
que posee para sobrevivir en un ambiente con escasos nutrientes y en un pH
alcalino. Su alto potencial patégeno se debe principalmente a su gran capacidad
para formar una biopelicula endoddntica, ya que esta relacionada con el 65% de las

infecciones bacterianas y es 1000 veces mas resistente a los antibioticos (28,29).
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1.11 Irrigantes en endodoncia

La irrigacién en endodoncia se ha definido como un “lavado en estado liquido que
facilita la introduccion de agentes quimicos con propiedades antibacterianas, en
conjunto con la instrumentacion mecanica, es capaz de disolver el material organico
presente dentro de los conductos radiculares”. Entre los irrigantes mas comunes se
encuentran la clorhexidina (CHx), agentes quelantes como el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y el hipoclorito de sodio (NaOCI) (29,32).

1.12 Propiedades de los irrigantes en endodoncia

Algunos requisitos que deben cumplir los irrigantes endoddnticos para considerarse

ideales en sus propiedades fisicoquimicas son los siguientes:

o Amplio espectro y capacidad adecuados para inactivar endotoxinas y acidos
lipoteicoicos que se encuentran presentes en la biopelicula.

o Buena capacidad de disolucion del tejido pulpar.

o Expresarlos menores efectos adversos de forma local (en la dentina y tejidos
periapicales) ni sistémicamente (toxicidad, reacciones alérgicas).

o Bajo costo y alta disponibilidad (30).

1.12.1 Hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio es el irrigante mas utilizado en endodoncia, ya que tiene la
capacidad de disolver tejidos organicos mediante la oxidacion e hidrdlisis de
proteinas. Sin embargo, se ha reportado que presenta ciertas desventajas al ser
aplicado, algunas de ellas son:

o Alta citotoxicidad por extrusiéon accidental a través del foramen apical,
causando hemodlisis, inhibicién de la migracion de neutréfilos y dafio a células
endoteliales y fibroblasticas e incluso necrosis de los tejidos circundantes.

o Oxida la matriz organica de la dentina y desnaturaliza las fibras colagenas,
reduciendo considerablemente sus propiedades mecanicas,
especificamente el médulo de elasticidad, microdureza y resistencia a la

flexion.
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o Promueve la eliminacion de fibras colagenas en la dentina; por lo tanto,
provoca una reduccion en la fuerza de union de los sistemas adhesivos,
impidiendo la formacion de la capa hibrida que promueve una buena

adhesion sobre el tejido dentinario.

Tomando en cuenta parte de sus limitaciones, actualmente se propone el uso de
nanoparticulas para el desarrollo de nuevos irrigantes de uso endoddntico que
expresen bajos efectos citotoxicos a nivel celular y que presenten un amplio efecto
antibacteriano (31,32).

1.12.2 Clorhexidina

La clorhexidina es considerada una bis-biguanida de origen catidénico que también
se ha utilizado como irrigante endodontico. Sin embargo, a pesar de no contar con
la capacidad de disolucion de tejidos organicos como el hipoclorito de sodio,
presenta una excelente capacidad de adherencia sobre la dentina y ejerce un efecto
antibacteriano prolongado; es efectiva contra bacterias Gram+ y Gram-, ademas de
bacterias anaerobias facultativas, levaduras, hongos y algunos tipos de virus
(incluyendo herpes y citomegalovirus), sin embargo, su efecto depende del pH, en

un rango optimo de 5.5 a 7 (31).

1.12.3 Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)

El acido etilendiaminotetraacético posee la capacidad de desmineralizar los
componentes inorganicos de la dentina mediante una reaccion de quelaciéon del
calcio; no obstante, su aplicacion directa como irrigante endoddntico resulta ineficaz
en comparacion con el hipoclorito de sodio y la clorhexidina. Esta es la principal
razon por la que se indica el uso de un agente quelante en conjunto con un irrigante
endododntico. Actualmente, el EDTA es capaz de descalcificar la dentina intertubular
a una profundidad de 20-30 um durante los primeros 5 minutos de su aplicacion. Sin
embargo, su accioén tras 24 horas de exposicion logra alcanzar una profundidad de
hasta 50 ym (31,33).

13



1.13 Diferencias entre los irrigantes dentales
En la Tabla 1 se describen las principales propiedades del NaOCIl, CHx y EDTA

como irrigantes endodonticos (33).

Tabla 1. Propiedades de los irrigantes y agentes quelantes.

Propiedades de los irrigantes NaOCI CHx EDTA
Buen efecto antibacteriano Si Si No
Buena capacidad de inactivas endotoxinas Si No No
Actividad quelante No No Si
Biocompatibilidad con los tejidos periapicales No Si No
No interfiere en las propiedades fisicas y adhesivas de la dentina No Si Si

En. Gomes et al. 2023 (33)

1.14 Terapia antibiética a nivel sistémico en endodoncia

La terapia antibidtica sistémica solo es necesaria si el proceso infeccioso se
encuentra fuera de los conductos radiculares o si el paciente tiene alguna
enfermedad sistémica cronico-degenerativa o congénita de importancia que
requiera medicacion. Ya que resulta eficaz como complemento en el tratamiento de
conductos para prevenir la diseminacion del proceso infeccioso, controlarlo y reducir

parte de la sintomatologia (34,35).

1.15 Terapia antibiética a nivel local en endodoncia

Los antibidticos aplicados en contacto directo sobre los tejidos dentales a nivel local
actualmente alcanzan concentraciones de 10 a 100 veces superiores a las de la
administracién sistémica, lo que reduce el riesgo de reacciones adversas como

anafilaxia o resistencia bacteriana (36).

1.16 Terapia antibiética intraconducto

Una de las terapéuticas mas empleadas como medicacion intraconducto es la
aplicacion de ciertos farmacos de forma local. Uno de ellos es el hidréxido de calcio
(Ca (OH)z2), actualmente reportado como parte de los medicamentos mas utilizados

en endodoncia; sin embargo, aun no se ha demostrado su eficacia en Candida




albicans y Enterococcus faecalis. Otra terapéutica comunmente empleada de
manera local en odontologia es la aplicacion de antibidticos de amplio espectro
pulverizados aplicados intraconducto (metronidazol, ciprofloxacino y minociclina)
que forman una pasta triple antibidtica conocida como pasta 3Mix indicada en casos

con necrosis pulpar (30,37).

1.17 Pasta triple antibiética

La aplicacion de farmacos con propiedades antibacterianas en contacto directo con
los 6rganos dentarios es uno de los métodos mas efectivos para eliminar las
bacterias residuales de los conductos radiculares, dado que resulta dificil eliminar
las bacterias anaerobias obligadas que permanecen dentro de los tubulos
dentinarios de la dentina interadicular. Los antibidticos mas utilizados que
conforman esta pasta triple antibiética son el metronidazol, el ciprofloxacino y la

minociclina (38,39).

El metronidazol es un antibiético de amplio espectro que pertenece al grupo de los
nitroimidazoles. Los nitroimidazoles son profarmacos que se activan mediante una
reaccion reductiva (reduccion del grupo nitro) en condiciones de baja oxigenacion.
Suelen utilizarse para desencadenar efectos antibacterianos o antiparasitarios. Este
farmaco posee un amplio espectro, reporta un mecanismo de accién bactericida y
se emplea en la cavidad oral contra bacterias anaerobias obligadas. Sin embargo,
se ha demostrado que el metronidazol, por si solo, a concentraciones superiores a
100 pg/mL, no es capaz de eliminar todas las bacterias presentes en una lesién de
caries profunda. Por ello, se ha sugerido el uso de otros farmacos con accién

antibiotica, como el ciprofloxacino y la minociclina (39).

El ciprofloxacino pertenece a la nueva generaciéon de quinolonas llamadas
fluoroquinolonas relacionadas en su estructura con el acido nalidixico, su principal
mecanismo de accidn es la inhibicion del ADN girasa bacteriana, es un farmaco con

accion antibacteriana de amplio espectro altamente susceptible a las bacterias
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Gram~ y moderadamente susceptible a las bacterias Gram™ capaz de desarrollar

pocos efectos secundarios (40,41).

La minociclina es una tetraciclina sintética de segunda generacion. Una de sus
principales desventajas es que su uso prolongado puede provocar pigmentacion en
los 6rganos dentarios, incluidos tejidos blandos como la mucosa del paladar y las
mejillas dentro de la cavidad oral. Expresa un amplio espectro con un mecanismo
de accion bacteriostatico y presenta una alta actividad contra bacterias anaerobias
Gram- y Gram+. Se une en gran medida a los ribosomas presentes en el interior de
la membrana celular bacteriana, especificamente a la subunidad ribosomal 30S, v,
una vez unida, interfiere con la uniéon del aminoacil-ARNt, directamente sobre el
ARN de transferencia. Es soluble en lipidos y presenta pocos efectos secundarios
(42,43).

Se ha reportado previamente que la combinacién de estos tres antibidticos
(metronidazol, ciprofloxacino y minociclina) en forma de pasta triple antibidtica,
aplicada en los conductos radiculares, puede eliminar casi en su totalidad las
bacterias presentes en lesiones cariosas, especialmente en dientes que han

cursado necrosis pulpar o incluso un absceso o lesidn preciapical (44).

Su modo de preparacion se describe de la siguiente manera:
1. Eliminacién del recubrimiento entérico de los antibidticos.
2. Con un mortero se pulverizan y se mezclan en la misma cantidad de cada
farmaco en proporcién 1:1:1 (metronidazol/ciprofloxacino/minociclina)
3. Los farmacos se mezclan con macrogol y propienglicol para formar una pasta

y se colocan en los conductos radiculares (44).

1.18 Agentes remineralizantes
Otra alternativa de tratamiento odontolégico aplicada en el control y prevencion de

caries minimamente invasiva especificamente sobre las lesiones de mancha blanca
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es la aplicacion topica de agentes remineralizantes, como el fluor, el quitosano o la

clorhexidina, en pastas dentales, enjuagues bucales o en barniz (45).

El quitosano (CH) fue descubierto por C. Rougeut en 1859 y su estructura fue
identificada por primera vez por Darmon y Rudall en 1950. Ya que destaca por su
buen efecto antibacteriano, ademas de poseer una de las propiedades mas
estudiadas por su capacidad remineralizante en el esmalte y en la dentina, ya que
la remineralizacion dentinaria implica la regeneracion de una nueva matriz de fibras
colagenas y la formacion de cristales de hidroxiapatita que protegen el complejo
dentino-pulpar (46,47).

Otro de los agentes antibacterianos comunmente utilizado como agente
remineralizante ademas de destacar por su empleo como irrigante endododntico es
la clorhexidina (CHx), ya que a distintas concentraciones logra un control quimico
que ofrece frente a la formacion de cualquier biopelicula de origen bacteriano,
gracias a su capacidad bactericida y bacteriostatica, ademas de su baja
citotoxicidad (48-50).

1.19 Sistemas adhesivos utilizados en ortodoncia

Durante mas de tres décadas, se ha realizado una extensa investigacion sobre el
proceso de cementacion de la aparatologia fija en la superficie del esmalte dental,
utilizando diversos tipos de cementos, como los iondmeros de vidrio y los sistemas
adhesivos, con el objetivo de optimizar la retencion mecanica y garantizar la
biocompatibilidad. Sin embargo, para que un sistema adhesivo sea considerado
idoneo, debe cumplir con una serie de criterios clinicos fundamentales, entre los
cuales se destacan:

1. Facil manipulacién

2. De facil acceso

3. Una buena relacion costo-beneficio (51,52).
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La adhesion de materiales dentales (resinas, aparatologia fija, restauraciones
directas) al esmalte o a la dentina actualmente representa uno de los desafios
considerables que se presentan durante la practica clinica debido a las propiedades
estructurales distintivas de los sustratos (esmalte, dentina). Los primeros avances
se remontan en la década de 1960, con el desarrollo de los sistemas adhesivos de
primera generacion, que mostraban una eficacia limitada, baja durabilidad y alta
solubilidad. Durante la década de 1970, se implementd la técnica de grabado acido
mediante el uso de un gel a base de acido fosforico, con el propdsito de establecer
una retencion micromecanica. Sin embargo, esta técnica no se generalizo hasta la
década de 1990, con la aparicidn de los sistemas adhesivos de cuarta generacion,
caracterizados por la aplicacion de técnicas de grabado selectivo tanto en esmalte
como en dentina. Posteriormente, estos sistemas se transformaron en adhesivos de
quinta generacion y actualmente se encuentran disponibles en versiones de
sistemas autocondicionantes también conocidos como adhesivos de séptima
generacion, lo que simplifica el protocolo adhesivo al integrar el grado de acido y el

sistema adhesivo en un solo paso (53).

En la actualidad, en ortodoncia, los sistemas adhesivos que utilizan un grabado
acido, especificamente acido ortofosférico al 37%, son los mas empleados para
realizar una adecuada cementaciéon brackets en el esmalte. Esto se debe a que el
acido ortofosférico elimina selectivamente el esmalte interprismatico, creando una
capa permeable y rugosa de entre 5 y 50 ym de profundidad, facilitando la
penetracion de la resina y favoreciendo un mecanismo de unién micromecanica
efectivo (54,55).

Uno de los cementos adhesivos a base de resina mas utilizados en ortodoncia es
Transbond XT (3M Unitek, Monrovia, CA, EE. UU.), este debe utilizarse segun las
indicaciones del fabricante debido a que este material humedece y penetra el
esmalte protegiendo la superficie del diente que fue sometida al grabado con acido
ortofosférico evitando su desmineralizacion a largo plazo y es facil de manipular, su

matriz estd compuesta por bismetacrilato de (1-metiletiliden)bis[4,1- fenilenxi(2-
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hidroxi-3,1-propanodiilo)], dimetacrilato de 2,2-etilendioxidietiio (TEGDMA) e
hidroquinona (56).

1.20 Nanotecnologia

La palabra "nano" se deriva del griego "nannos", que significa "enano". Un
nandmetro equivale a una millonésima parte de un metro (10°m). La
nanotecnologia ha sido aplicada directamente a los nanomateriales en el campo de
la salud, clasificandolos segun sus dimensiones en: cero dimensional,
unidimensional, bidimensional y tridimensional. Asimismo, a lo largo de los afios se
han investigado diversos tipos de nanoestructuras, como nanoparticulas,
nanoporos, nanotubos, nanorrellenos, nanoesferas, nanofibras y nanoanillos.
Actualmente estas estructuras destacan por sus propiedades antibacterianas y

citotdxicas, asi como por su adecuada biocompatibilidad con los tejidos (57).

1.21 Aplicaciones de la nanotecnologia en odontologia

El uso de nanoparticulas en odontologia comenzoé realizando estudios con resinas
compuestas y acrilicas, aparatos ortodonticos y estudiando los componentes de
relleno para reducir la contraccion de las resinas y asi mejorar sus propiedades
mecanicas. Hoy se usan en todas las areas, como la periodoncia, la endodoncia, la

odontopediatria, la proétesis, la implantologia y la cirugia maxilofacial (58).

1.22 Nanoparticulas organicas biodegradables

Las nanoparticulas organicas suelen ser metabolizadas y eliminadas por el
organismo con el tiempo. Para liberar farmacos de forma controlada, se requiere
una matriz polimérica que responda a la degradacion quimica. Sin embargo, su
capacidad de liberaciéon depende de su alta biodegradabilidad, de su compatibilidad
con el pH del organismo y de su sensibilidad a la temperatura (58-60).
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Los nanopolimeros biodegradables van a contribuir a la formacién de
nanoparticulas organicas presentando una carga positiva en su superficie, que es
capaz de interactuar de forma electrostatica con la superficie negativa de la pared
celular bacteriana interrumpiendo la permeabilidad de su membrana, ingresando al
citoplasma y desencadenando la salida del liquido intercelular por consecuente su

muerte de la célula bacteriana (61).

Parte de los polimeros mas utilizados para la formacion de nanoparticulas organicas
son:

o PLGA

o Acido polilactico

o Dextrano

o Quitosano

o Grafeno (60).

1.23 Nanoparticulas de quitosano (CHNPs)

El quitosano es un polimero cationico formado por unidades de glucosamina N-acetil
B-(1,4)-ligadas por desacetilacion de la quitina, y se encuentra de forma natural en
los caparazones de los crustaceos; su estructura quimica esta conformada por
grupos hidroxilo y amino que se unen mediante enlaces covalentes mediante una
reaccion de amidacion. Actualmente, las aplicaciones de las CHNPs en medicina se
han destacado por su alta biocompatibilidad y baja toxicidad, y por su capacidad de
presentar una atraccion electrostatica sobre la membrana celular de bacterias, virus
y hongos; también han sido utilizadas como transportadoras de farmacos y para la

cicatrizacion de heridas (62—64).

Existen diversos métodos para su obtencion, entre ellos destacan la reticulacion de
la emulsion, la coalescencia de gotas de emulsion, la gelificacion idnica o la
coagulacion del quitosano mediante el uso de soluciones de acido acético o de

tripolifosfato de sodio en diferentes concentraciones, las cuales, en conjunto,
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conforman un complejo polimérico biolégicamente activo, altamente biocompatible
y biodegradable (62).

En odontologia han sido estudiadas con el objetivo de ser aplicadas como vehiculo
para la administracion de ciertos antibiéticos como doxiciclina, amoxicilina con acido
clavulanico, clindamicina y ciprofloxacino, aplicadas como medicacion intraconducto
debido a que han demostrado una buena penetracidn en los conductos radiculares,
asegurando una liberacion prolongada del farmaco y disminuyendo la dosis

terapéutica administrada (63,64).

1.24 Nanoparticulas de PLGA

El &cido polilactico-co-glicolico (PLGA) es un poliéster alifatico aprobado por la FDA,
formado por acido polilactico y acido poliglicélico. Actualmente, es uno de los
polimeros sintéticos mas utilizados en el ambito farmacéutico, gracias a su
liberacion controlada, biocompatibilidad, biodegradabilidad y alta estabilidad.
Ademas, se destaca por sus propiedades mucoadhesivas, producto de las
interacciones electrostaticas con el epitelio gingival. Su sintesis es sencilla,
mantienen una buena actividad antibacteriana y reportan bajos efectos citotdxicos.
La obtencion del PLGA se realiza mediante técnicas como evaporacion o extraccion
del solvente de la emulsion, precipitacion salina, nanoprecipitacion, emulsificacién
de membrana y tecnologia de microfluidos, utilizadas en la encapsulacion de

medicamentos hidroéfobos (65,66).
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2. Planteamiento del problema
La caries dental surge por la interaccidn entre la agresion acida de la biopelicula
bacteriana y la susceptibilidad del tejido dental. Las lesiones incipientes comienzan
en el esmalte y se expresan como lesiones de mancha blanca, su aparicion es mas
frecuente en pacientes con aparatologia ortodéntica fija, debido a la acumulacion
bacteriana en zonas de dificil acceso cambios en la composicién de la saliva y la
formacion de superficies irregulares ocasionadas por un excedente de adhesivo en
el momento de la cementacién de los brackets. Clinicamente, estas lesiones pueden
observarse a partir de las dos semanas en las que la biopelicula bacteriana se
establece en el esmalte dental, reportando una mayor prevalencia en incisivos
laterales (34%), caninos (31%), premolares (28%) e incisivos centrales (17%).
Como parte de los principales agentes etioldgicos involucrados en la formacién de
caries, se destaca al Streptococcus mutans por su capacidad para establecer
diversas interacciones en su superficie que facilitan la formacién de una biopelicula
de caracter polimicrobiano en el esmalte, lo que puede desencadenar una
hipersensibilidad dentinaria al exponer la dentina subyacente. No obstante, la
invasion bacteriana a través de los tubulos dentinarios induce a una respuesta
inmunitaria y su persistencia desencadena una inflamacién pulpar que evoluciona a
una necrosis por descomposicion séptica en ausencia de un tratamiento oportuno;
actualmente el tratamiento de eleccion a ese grado de avance es la endodoncia que
involucra un desbridamiento del tejido pulpar y desinfeccion de los conductos
radiculares mediante irrigantes de uso endododntico obturando con un material
inerte. Actualmente se han reportado tasas de fracaso del 14% al 16% en el
tratamiento de conductos principalmente asociados a una resistencia bacteriana

ocasionada por Enterococcus faecalis (67—71).

La aplicacion de nanoparticulas poliméricas cargadas en la matriz organica de los
adhesivos de uso ortoddntico o aplicadas irrigantes de uso endododntico es compleja
debido a las limitaciones que se reportan respecto a su efecto antibacteriano y efectos
citotoxicos por lo que en este proyecto de investigacion se pretende sintetizar
nanoparticulas organicas cargadas con antibioticos como metronidazol, ciprofloxacino

y minociclina y antisépticos como quitosano y clorhexidina debido a que ante un proceso
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de caries incipiente o de origen endoddntico es indispensable eliminar parte de los
microorganismos patégenos que conforman las diferentes biopeliculas de origen

bacteriano sin provocar efectos citotoxicos severos.

Por lo anterior se plantean las siguientes preguntas de investigacion:

¢La incorporacion de nanoparticulas de quitosano cargadas con metronidazol,
ciprofloxacino y minociclina aplicadas como irrigante endoddntico presentan efecto
antibacteriano contra Enterococcus faecalis y una citotoxicidad media en células

madre de la pulpa dental humana?

¢La interaccion de nanoparticulas de PLGA cargadas con quitosano y clorhexidina
aplicadas en un adhesivo de uso ortoddntico presentan efecto antibacteriano en

Streptococcus mutans y una citotoxicidad media en fibroblastos gingivales?
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3. Justificacion
En el campo de la odontologia moderna, el control de la caries dental sigue siendo
uno de los principales retos clinicos, especialmente en areas como la ortodoncia y
la endodoncia, donde el desarrollo de distintas biopeliculas de origen bacteriano
compromete la eficacia de los tratamientos y la preservacion de la estructura
dentaria. Bacterias como Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis, estan
ampliamente documentadas como agentes etiolégicos clave en la formacién de
lesiones de mancha blanca en el esmalte y dentro de los conductos radiculares,
respectivamente. La persistencia de estas bacterias se debe, en gran medida, a su
capacidad de formar biopeliculas que les confieren cierta resistencia a los agentes
antibacterianos. En respuesta a estas problematicas, se han propuesto diversas
estrategias terapéuticas, entre las cuales destaca la aplicacion tépica de farmacos,
como antibidticos o antisépticos, con el fin de controlar la proliferacién bacteriana.
Por tanto, resulta esencial el desarrollo de sistemas de liberacién controlada que
permitan una administracién localizada, prolongada y eficaz de estos agentes

antimicrobianos (72-77).

En este contexto, la nanotecnologia ha emergido como una alternativa
prometedora. Las nanoparticulas de quitosano o acido poli(lactico-co-glicdélico) han
demostrado ser eficientes en la incorporacion y liberacion de farmacos, debido a su
biocompatibilidad, biodegradabilidad y capacidad para mejorar la biodisponibilidad
y estabilidad de los principios activos. En particular, el quitosano presenta
propiedades antibacterianas y capacidad para promover la remineralizacion dental,
mientras que el PLGA se ha utilizado ampliamente en sistemas de liberacion de
farmacos debido a su comportamiento de degradacién controlado. Por estas
razones, la presente investigacion se enfoca en la sintesis y aplicacion de
nanoparticulas de PLGA cargadas con quitosano y clorhexidina, incorporadas en
adhesivos de uso ortoddntico, asi como la sintesis de nanoparticulas de quitosano
cargadas con antibiéticos de amplio espectro (metronidazol, minociclina y
ciprofloxacino) aplicadas como irrigante endodontico. Estas formulaciones buscan

optimizar la actividad antibacteriana localizada y reducir la citotoxicidad en los
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tejidos circundantes, proporcionando una alternativa innovadora frente a los
tratamientos convencionales. Dado que la evidencia cientifica sobre la aplicacion de
estos sistemas en el ambito clinico odontologico aun es limitada, esta propuesta
representa una contribucién relevante al conocimiento actual, abriendo nuevas
posibilidades para el disefio de materiales dentales bioactivos con capacidades
antimicrobianas mejoradas. En ultima instancia, la implementacion de estos
sistemas podria traducirse en un impacto clinico positivo mediante la prevencion de
lesiones cariosas asociadas a aparatologia fija y el aumento en la tasa de éxito de
los tratamientos de conductos, mejorando la calidad de vida de los pacientes y

reduciendo la necesidad de intervenciones invasivas (77,78).
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4. Hipétesis

4.1 Fase 1

Hipotesis de Trabajo

La interaccion de las NPs-PLGA cargadas con quitosano y clorhexidina
aplicadas en un adhesivo de uso ortodontico mostraran efecto antibacteriano
frente a Streptococcus mutans y una citotoxicidad moderada en fibroblastos

gingivales.

Hipotesis Nula

La interaccion de las NPs-PLGA cargadas con quitosano y clorhexidina
aplicadas en un adhesivo de uso ortodontico no mostraran efecto
antibacteriano frente a Streptococcus mutans y una alta citotoxicidad en

fibroblastos gingivales.

4.2 Fase 2

Hipotesis de Trabajo

Las nanoparticulas de quitosano cargadas con metronidazol, ciprofloxacino y
minociclina aplicadas como irrigante endodéntico mostraran mayor efecto
antibacteriano en Enterococcus faecalis y efectos citotoxicos moderados en

células madre de la pulpa dental humana.

Hipotesis Nula

Las nanoparticulas de quitosano cargadas con metronidazol, ciprofloxacino y
minociclina aplicadas como irrigante endoddntico no mostraran efecto
antibacteriano en Enterococcus faecalis y presentaran altos efectos

citotoxicos en células madre de la pulpa dental humana.
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5. Objetivos

5.1 Fase 1

Objetivo general:

o

Desarrollar NPs-Plga cargadas con agentes antisépticos aplicadas en un
adhesivo de uso ortoddntico para incrementar su efecto antibacteriano en

Streptococcus mutans y evaluar su citotoxicidad en fibroblastos gingivales

Objetivos especificos:

O

O

O

Sintetizar nanoparticulas de PLGA

Sintetizar nanoparticulas de PLGA cargadas con quitosano y clorhexidina.
Realizar la caracterizacion de las nanoparticulas y evaluar, mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), la presencia de
grupos funcionales del PLGA y de los antisépticos.

Realizar la caracterizacion de las nanoparticulas, evaluar su morfologia con el
microscopio electronico de barrido (SEM) e identificar y cuantificar compuestos
mediante la absorcion de luz en la regidn ultravioleta y visible mediante
espectroscopia ultravioleta-visible (UV-VIS).

Determinar la concentracion minima inhibitoria y las zonas de inhibicion
bacteriana de las NPs-PLGA y compararlas al ser cargadas con los antisépticos
en Streptococcus mutans.

Determinar la concentracion minima inhibitoria y las zonas de inhibicion
bacteriana del adhesivo Transbond XT cargado con las NPs-PLGA vy
compararlas al ser cargadas con los antisépticos en Streptococcus mutans.
Evaluar la citotoxicidad de las NPs-PLGA y compararla al cargarlas con los
antisépticos (quitosano y clorhexidina) en fibroblastos gingivales (HGF).
Obtener los extractos del adhesivo Transbond XT al ser cargado con las NPs-
PLGA con y sin los antisépticos y evaluar su citotoxicidad en fibroblastos
gingivales.
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5.2 Fase 2

Objetivo general:

o

Desarrollar nanoparticulas de quitosano cargadas con metronidazol,
ciprofloxacino y minociclina aplicadas como irrigante endoddntico para
incrementar su efecto antibacteriano en Enterococcus faecalis y evaluar su dosis

citotoxica media en células madre de la pulpa dental humana.

Objetivos especificos:

O

Sintetizar nanoparticulas de quitosano (CHNPs) con y sin temperatura en su
agitacion.

Sintetizar CHNPs cargadas con metronidazol, ciprofloxacino y minociclina.
Realizar y evaluar mediante espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) la presencia de grupos funcionales de las CHNPs y de los
antibidticos.

Realizar la caracterizacion de las nanoparticulas e identificar y cuantificar
compuestos a través de la absorcion de luz en la regién ultravioleta y visible
mediante espectroscopia ultravioleta-visible (UV-VIS).

Determinar la concentracion minima inhibitoria y las zonas de inhibicidén
bacteriana de las CHNPs, y compararlas con las obtenidas al cargarse con
antibidticos en Enterococcus faecalis.

Evaluar la citotoxicidad de las CHNPs y compararlas al cargarlas con los
antibiéticos (metronidazol, minociclina y ciprofloxacino) en células madre de la
pulpa dental humana (hDPSC).
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6. Materiales y métodos
6.1 Fase 1
6.1.1 Diseio de estudio

- Experimental, in vitro

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria del

area de Nanoestructuras y Biomateriales, ENES — Unidad Ledn, UNAM.

6.1.2 Universo
- NPs-PLGA 805149; Marca: Sigma Aldrich, Saint Louis MO, USA.
- Quitosano; Marca: Sigma Aldrich No. CAS: 9012-76-4.

- Clorhexidina; Marca: FGM, Joinville, Santa Catarina, Brasil.

6.1.3 Muestra
- Citotoxicidad: 9 platos de 96 pocillos a densidades de 4x10°%cel/ml de HGF
ATCC: CRL-2014.
- Difusién en agar: 36 cajas Petri con agar Mueller Hinton
- Microdilucion: 9 platos de 96 pocillos a densidades de 1x10* UFC/mL de
Streptococcus mutans ATCC: 25175.

Los ensayos fueron realizados por triplicado de tres experimentos

independientes para asegurar reproducibilidad de los datos.

6.1.4 Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

- Especie bacteriana Streptococcus mutans (ATCC: 25175).
- Fibroblastos gingivales (ATCC: CRL-2014) a una densidad minima de

4x10° cel/ml para las pruebas de citotoxicidad.
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Criterios de exclusiéon

- Platos que no cumplan con la densidad celular estandarizada para las

pruebas de citotoxicidad.

- Farmacos con fecha de caducidad anterior a 6 meses a partir de la

preparacion inicial al comienzo del estudio.

Criterios de eliminacion

- Medios de cultivo contaminados o sin crecimiento bacteriano o celular

Variable

Efecto antibacteriano

Citotoxicidad

Caracterizacion de las
nanoparticulas

6.1.5 Variables de estudio

Variables dependientes de la Fase 1
Tabla 2. Se muestran las variables dependientes

Definiciéon conceptual

Accién de impedir el crecimiento
bacteriano que desencadena un
desequilibrio metabdlico.

Efecto o capacidad que expresa una
sustancia para provocar un dafo
celular provocado por la accién de
anticuerpos especificos.
Espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR)
Conjunto de atomos que presentan
una estructura determinada y ciertas
caracteristicas de los compuestos
que los conforman
Microscopia electronica de barrido
(SEM)

Técnica de microscopia eficaz capaz
de generar imagenes de alta
definicion utilizando interacciones
electron-materia.
Espectroscopia ultravioleta-
visible
(UV-VIS)

Absorbancia en la regién UV-VIS
basada en la ley de Beer-Lambert.

Definiciéon operacional

Ensayo de difusiéon en agar
Zona alrededor del pozo que
no provoca crecimiento
bacteriano
Ensayo de microdilucién
Inhibicién y cuantificacién de la
bacteria a analizar.
Analisis de viabilidad celular
mediante un ensayo de MTT

FTIR
Cambios en los enlaces
quimicos y grupos funcionales
de las nanoparticulas

SEM
La interaccion del haz de
electrones al reaccionar con la
muestra genera diferentes
sefales que se transforman en
imagenes de alta resolucién
uv-vis
Determina la longitud de onda
de luz UV o visible que una
muestra absorbe o transmite a
una longitud de onda de 160 y
780 nm

Tipo de Escala de

variable medicién
Cuantitativa Continua
Cuantitativa Continua
Cuantitativa Continua
Cuantitativo Continuo
Cualitativa Nominal
Cuantitativa Continua
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Variables independientes de la Fase 1

Tabla 3. Se muestran las variables independientes.

Variable Definicién conceptual Definicién Tipo de variable Escala de
operacional medicién
Clorhexidina Sustancia antiséptica de Marca Sigma Cualitativa De razon
accion bactericida y fungicida Aldrich
Quitosano Poliéster biodegradable Marca Sigma Cualitativa De razén
aprobado para uso humano Aldrich
utilizado para cargar farmacos
(Plga) Polimero sintético Marca Sigma Cualitativa De razon
Acido poliacido lactico-co- biocompatible y Aldrich
glicdlico biodegradable que se utiliza

en diversos productos

farmacéuticos y dispositivos

médicos

6.1.6 Procedimiento
Desarrollo de la investigacion Fase 1
Sintesis de las NPs-PLGA
La sintesis de las NPs-PLGA se llevd a cabo mediante el método de doble emulsion-
evaporacion del disolvente (W1/O/W2). Se disolvieron 10 mg de los antisépticos a
analizar (clorhexidina y quitosano) por separado en 2 mL de alcohol polivinilico
(PVA) al 1 % (Sigma Aldrich, MO, USA) y se sonicaron con un
homogeneizador ultrasénico (Elma Sonic P line. ELMA. Modelo: P30H, Alemania)
utilizando 250 W de potencia a 20 kHz durante 1 min para formar la fase acuosa
(W1). Posteriormente se disolvieron 50 mg de PLGA en 5 mL de diclorometano
(Sigma-Aldrich, MO, USA) para formar la fase oleosa (O). La emulsién primaria se
elaboré agregando w1 a la fase oleosa, sonicandose nuevamente a 250 W de
potencia a 20 kHz durante 2 min. La emulsién secundaria (W2) se prepard
incorporando 10 mL de PVA al 1% y se sonicd durante 2 min. Para evitar la
coalescencia de la emulsién secundaria se agregaron 20 mL de PVA al 0.5%.
Posteriormente, se colocaron en el agitador magnético (IKA Works, Wilmington,
USA) durante 1 h a 800 rpm a temperatura ambiente. Finalmente, las nanoparticulas
fueron recolectadas y se colocaron en la centrifuga (Thermo Fisher ScientificTM,
Alemania) a 10 000 rpm a 4 °C durante 20 min. Se lavaron y se almacenaron en

refrigeracion (79,80).
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Elaboracién del adhesivo cargado con NPs-PLGA

Se utilizaron 6 mL de adhesivo de ortodoncia (Transbond XT Supreme, 3M,
Monrovia, CA) para disolver 30 mg de NPs-PLGA, 30 mg de NPs-PLGA cargadas
con quitosano y 30 mg de NPs-PLGA cargadas con clorhexidina en polvo de manera
individual y se sonicaron en el ultrasonicador (Elma Sonic P line. ELMA. Modelo:
P30H, Alemania) durante 5 minutos a temperatura ambiente para obtener un 2.5 %
en peso del adhesivo modificado, posteriormente se colocaron en almacenamiento

y se desecharon a los 20 dias posteriores a su elaboracion (79).
Caracterizacion de las NPs-PLGA

Las NPs-PLGA una vez cargadas con los antisépticos se analizaron mediante FTIR
en estado sdélido para corroborar la presencia de los grupos funcionales de los
compuestos organicos que se estan analizando; SEM para generar imagenes de
alta resolucion de la superficie de la muestra utilizando interacciones entre los
electrones y la materia y UV-VIS para determinar la longitud de onda de luz UV o
visible que una muestra absorbe y transmite a una longitud de onda de 100 a 500
nm para obtener los parametros que determinen algunas de sus caracteristicas
especificas (81-83).

Analisis Microbiolégico

Difusion en Agar

Se disolvieron 38 gramos de agar Mueller-Hinton (Sigma Aldrich Brand, OXOID,
Inglaterra) en 1000 mL de agua destilada estéril (Laboratorios PISA, Guadalajara,
Jalisco, México), utilizando un agitador magnético para mezclarlos (IKA Works,
Wilmington, USA) hasta llegar al punto de ebullicion a 120 °C y tener una solucion
homogénea, se colocaron 20 mL en cada caja Petri (Thermo Scientific, Richardson,
TX, EE. UU). Posteriormente, se elaboré el cultivo joven con la ayuda de un asa
estéril, tomando 2 a 3 colonias bacterianas de S. mutans ATCC 25175 mediante la
técnica de sembrado de estriado, y se incubd a 37 °C durante 24 h. (VORTEMP
1550 LABNET, New Jersey, USA). A partir del cultivo joven previamente realizado

con ayuda de un asa estéril, se tomaron varias microcolonias, las cuales se
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suspendieron en la solucion de NaCl al 0.85 %, y se mezclaron durante
aproximadamente 15 seg en vortex. Posteriormente se ajusto la disolucion al
patron de turbidez 0.5 en la escala de McFarland en una cantidad aproximada
de 1 a 1x108 UFC/mL, una vez lista la solucion se colocaron aproximadamente
140 uL de S. mutans; distribuyendo la bacteria de manera uniforme por toda la
caja mediante la técnica de estriado utilizando un hisopo estéril. Posteriormente
se realizaron 5 pocillos en cada caja, se colocaron 20 uL de las NPs cargadas
con los antisépticos y el adhesivo de uso ortodontico (Transbond XT Supreme
Low Viscosity Light Cure Adhesive, 3M, Monrovia, CA) en la Tabla 4 se especifica
el desglose de los grupos de estudio y se incubaron durante 24 h (VORTEMP 1550
LABNET, New Jersey, USA). Realizado las mediciones correspondientes de los
halos de inhibiciébn con la ayuda de un vernier electrénico digital (Control

Company). Como se observa en la Figura 1 (84,85).

. (@
d
2. Cultivo joven 24h — ¥
1. Elaboracién de agar (S. mutans) I
Mueller Hinton ATCC: 25175 3. Ajuste a 0.5 escala
McFarland
e
!
G ﬁ > G 4. Inoculacién y sembrado de
‘\v-/ S. mutans ATCC: 25175
6. Medicién de halos de _. ” TTéenica dQeODifﬁiéP e
inhibicién (mm) 5. Incubacién durante 24 h (20pg/1ml)

Figura 1. Representacion esquematica del ensayo de difusion en agar

Fuente: Propia




Tabla 4. Desglose de los grupos de estudio y grupos control para el ensayo de difusién en agar por caja Petri

Numeracion en la caja Grupos Descripcion

NPs-PLGA + Clorhexidina sin adhesivo

1 Control + Clorhexidina

2 Control - Agua desionizada estéril

3 Grupo 1 NPs-PLGA

4 Grupo 2 Nps-PLGA-Clorhexidina

5 Grupo 3 Adhesivo de uso ortodontico

NPs-PLGA + Quitosano sin adhesivo

1 Control + Quitosano

2 Control - Agua desionizada estéril

3 Grupo 1 NPs-PLGA

4 Grupo 2 NPs-PLGA-Quitosano

5 Grupo 3 Adhesivo de uso ortoddntico
NPs-PLGA + Clorhexidina inmersas en adhesivo de uso ortodéntico

1 Control + Clorhexidina

2 Control - Agua desionizada estéril

3 Grupo 1 NPs-PLGA

4 Grupo 2 NPs-PLGA-Clorhexidina
NPs-PLGA + Quitosano inmersas en el adhesivo de uso ortodéntico

1 Control + Quitosano

2 Control - Agua desionizada estéril

3 Grupo 1 NPs-PLGA

4 Grupo 2 NPs-PLGA-Quitosano

Ensayo de microdilucion

Para realizar la determinacion de la concentracion minima inhibitoria bacteriana de
la cepa de S mutans (ATCC: 25175) con las NPs-PLGA cargadas con antisépticos
de uso odontolégico e inmersas en el adhesivo, se realiz6 el ensayo de
microdilucion actualmente aceptado por la organizacion internacional de
estandarizacion “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI-M27-A3-2008).
(86,87)

La preparacion del caldo consistié en disolver 21 gramos de Broth Mueller-Hinton
(Sigma-Aldrich No. CAS 9005-25-8) en 1000 ml de agua destilada mezclandose
mediante agitacion magnética (IKA Works, Wilmington, USA) a 120 °C durante 15

min, esterilizandose en la autoclave (M-2540M semiautomatico Tuttnauer 23 L).
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Posteriormente, se elaboroé el cultivo joven de S. mutans; apoyandose en el uso de
un asa estéril, se tomaron 3 a 4 colonias bacterianas con la misma morfologia, se
sembraron en una caja Petri con agar Mueller-Hinton y se incubaron (VORTEMP
1550 LABNET, New Jersey, USA) a 37 °C durante 24 h. Posteriormente se preparo
el overnight con el cultivo fresco elaborado 24 h antes, tomando 10 mL de Broth de
agar Mueller-Hinton en un tubo de ensayo estéril y con un asa estéril se tomaron de
3 a 4 colonias microcolonias del cultivo joven suspendiéndolas en la solucion
dejandose en agitacion a 120 rpm de 16 a 18 horas a 37°C en la incubadora
(VORTEMP 1550 LABNET, New Jersey, USA). Una vez trascurrido el periodo de
incubacion del overnight se realiza un ajuste en la disolucion de la bacteria tomando
nuevamente 10 ml de Broth y 1 mL del overnight, con ayuda del densitdmetro
(Grant Instruments DEN-1B, Cambridgeshire, UK) se ajusté al patron de turbidez
0.5 en la escala de McFarland en una cantidad de 1 a 1x10* UFC/mL, una vez
lista la solucién se colocaron 100 uL de medio con bacteria. Todos los pocillos
contienen un total de 200 pL, como se ilustra en la Figura 2; los platos fueron
incubados a 37 °C durante 24 h a 120 rpm. Para realizar la cuantificacion bacteriana
fue necesario aspirar el contenido de los pocillos con cuidado para evitar tocar el
sedimento al fondo de cada pocillo, posteriormente se agregaron 100 uL de MTT
bromuro de tiazolilo azul tetrazolio) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) (0,0002
g/ml) y se incubaron a 37 °C durante 4 h, se aspird de nuevo la solucion de MTT y
se colocaron 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO, Karal, Guanajuato, México) para
realizar las lecturas en el espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, EE. UU.) a una absorbancia de 600 nm. (88-90) Parte de la

metodologia empleada en este ensayo se ilustra en la Figura 3.
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Grupo control antisepticos (quitosano, clorhexidina)
48 pocillos

NPs-PLGA
24 pocillos

NPs- PLGA cargadas con quitosano
24 pocillos

Inhibicion
bacteriana

9 platos de 96 pocillos a NPs- PLGA cargadas con clorhexidina
densidades de m

1x10°UFC/mide  |— 24 pocillos
Streptococcus mutans

NPs-PLGA inmersas en el adhesivo

24 pocillos

NPs- PLGA cargadas con quitosano inmersas en el
— adhesivo

24 pocillos

NPs- PLGA cargadas con clorhexidina inmersas en el
= adhesivo

24 pocillos

Figura 2. Diagrama de los platos, pocillos y grupos de estudio que se analizaran para el ensayo de

1. Elaboracién de agar
Mueller Hinton Broth

microdilucion.

=
xd
-/ o™ 1.0ml
/ ' 3 N
D L 4 D “ 1:108
9.0mL Broth
2. Cultivo joven 24h 3. Overnight 120 rpm a 11106
(S. mutans) ATCC: 25175 37° C durante 16-18h
4. Ajuste a 0.5 a escala Mc Farland
+
@ Elaboracién de la solucién de trabajo 1:1000
24 h

100% 50% 25% 12.5% 6.25% 3.12% 0% Q

= BN ] e L

4
6. Absorbancia (600nm) .
&

5. Microdiluciones en
diferentes concentraciones

Figura 3. Representacion del ensayo de microdiluciéon

Fuente: Directa (propia)
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Ensayo de Citotoxicidad

Los fibroblastos gingivales (HFG) se obtuvieron de las reservas establecidas del
Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria de Nanoestructuras y Biomateriales
de ENES- Unidad Leén, UNAM y se almacenaron a -80 °C. Se cultivaron en Medio
Minimo Esencial (MEM, GIBCO BRL, Carlsbad, CA, EE. UU), suplementado con
suero fetal bovino al 10 % (JRH Bioscience, Lenexa, KS, EE. UU), antibioticos al 1
% (penicilina G y estreptomicina, Sigma-Aldrich, México) y glutamina al 1 %
(Glutamax, Massachusetts, USA) incubandose a 37 °C con 5% de CO2 y 95% de
humedad relativa (Thermo Fisher Scientific™). Posteriormente, los HFG se lavaron
con solucién salina tamponada con fosfato y tripsina al 0.025 % durante 5 min vy,
para su conteo en la camara de Neubauer, se les agregé medio de cultivo fresco y
se incubaron nuevamente hasta alcanzar su confluencia celular. Posteriormente, los
HFG fueron subcultivados en 9 platos de 96 pocillos a una concentracion de 4x10°
células/mL, y se incubaron en las mismas condiciones de cultivo previas a la

realizacion de los ensayos de citotoxicidad (86,91).
Elaboracion de soluciones por contacto indirecto

Para realizar las diluciones de las NPs-PLGA cargadas con los antisépticos
inmersas en el adhesivo de uso ortoddntico (Transbond XT Supreme Low Viscosity
Light Cure Adhesive, 3M, Monrovia, CA), se colocaron 20 yL del adhesivo en un
tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril para evitar alguna contaminacion bacteriana y se
fotopolimerizé durante 20 s por lado. Posteriormente se agregé 1 mL de medio MEM
estérily se incubod a 37°C a 95% de humedad relativa durante 24 h a 120rpm, (Figura
4) realizando este procedimiento en apego a la norma ISO 10993-5:2009 para
materiales dentales solidos que generan extractos en ensayos celulares cultivados
(86).
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Figura 4. Representacion del ensayo de citotoxicidad por contacto directo/indirecto

Fuente: Propia

Cuantificacion de la viabilidad celular.

La citotoxicidad de las NPs-PLGA cargadas con los antisépticos a analizar e
inmersas en los extractos del adhesivo de usos ortodontico se evalué colocando
100 pl de las soluciones de NPs-PLGA en distintas diluciones de 100% al 0%, para
los controles negativos se mantuvieron unicamente las lineas celulares con medio
de cultivo, con un volumen final de 200 L por pocillo como se observa en la Figura
2, posteriormente se incubaron durante 24 h a 37°C y 5% de CO2. Mediante el
ensayo de MTT se evalud la viabilidad celular y se agregaron 100 uL de MTT
(0.0002 g/ml en MEM frasco) incubandose nuevamente durante 6 h formando
cristales de formazan que fueron disueltos con 100 uL de dimetilsulféxido (DMSO,
Karal, Guanajuato, México) y las densidades o6pticas se midieron a con el
Espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EE. UU) a una
absorbancia de 570 nm durante 10 s (Figura 5) (86,88).




Grupo control Antisepticos (quitosano, clorhexidina)
48 pocillos

NPs-PLGA
24 pocillos

9 platos de 96
pocillos a

densidades de

CitotoxicidadN 4x105 células/ml
en HGF

NPs- PLGA cargadas con quitosano
24 pocillos

NPs- PLGA cargadas con clorhexidina
24 pocillos

NPs-PLGA inmersas en el adhesivo

24 pocillos

NPs- PLGA cargadas con quitosano inmersas en el adhesivo
24 pocillos

NPs- PLGA cargadas con clorhexidina inmersas en el adhesivo
24 pocillos

Figura 5. Diagrama de los platos, pocillos y grupos de estudio que se analizaron para realizar el

ensayo citotoxicidad
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Materiales y métodos

6. 2 Fase 2

6.2.1 Diseno de estudio

Experimental, in vitro

El presente estudio se llevo a cabo, en el area de Nanoestructuras y Biomateriales,
de la ENES - Unidad Ledn, UNAM.

6.2.2 Universo

Quitosano Marca: Sigma Aldrich No. CAS: 9012-76-4
Metronidazol Marca: Sigma-Aldrich No. CAS: 443-48-1
Ciprofloxacino Marca: Sigma-Aldrich No. CAS: 85721-33-1
Minociclina clorhidrato Marca: Sigma No. CAS: 13614-98-7

6.2.3 Muestra

Citotoxicidad: 9 platos de 96 pocillos a una densidad celular de 4x10° cel/mL
de hDPSC de aislado clinico de paciente.

Difusion en agar: 180 cajas Petri con agar Mueller Hinton

Microdilucion: 9 platos de 96 pocillos a densidades de 1x10* UFC/mL de

Enterococcus faecalis de aislado clinico de paciente.

Los ensayos se realizaron por triplicado de tres experimentos independientes

para asegurar una adecuada reproducibilidad de los datos.

6.2.4 Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

Especie bacteriana Enterococcus faecalis, aislado clinico de paciente.
Células madre de la pulpa dental humana de aislado clinico de paciente a
una densidad celular minima de 4x10° cel/ml para las pruebas de

citotoxicidad.
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Criterios de exclusion

- Platos que no cuenten con la densidad celular estandarizada para los
ensayos de citotoxicidad.
- Antibidticos que, en su etiquetado, reporten una fecha de caducidad anterior

a 6 meses a partir de la preparacion inicial al comienzo del estudio.
Criterios de eliminacién
- Medios de cultivo que se encuentren contaminados (ensayo de difusion en

agar, microdilucién y citotoxicidad)

6.2.5 Variables de estudio

Variables dependientes de la Fase 2
Tabla 5. Se muestran las variables dependientes

Variable Definiciéon conceptual Definiciéon operacional Tipo de Escala
variable de
medicion
Ensayo de difusion en agar Cuantitativa Continua
Accion que impide el crecimiento Zona especifica que se
de patogenos. observa alrededor del pozo en
Efecto la que no se produce
antibacteriano crecimiento bacteriano
Ensayo de microdilucion Cuantitativa Continua
Destaca por la inhibicion y
cuantificacion de la bacteriana
Citotoxicidad Dano celular provocado por la Analisis de viabilidad celular ~ Cuantitativa Continua
accion de anticuerpos mediante un ensayo de MTT
especificos y del complemento, o
por células citotdxicas.
Espectroscopia infrarroja por FTIR Cuantitativo Continuo
transformada de Fourier (FTIR) Cambios que se reportan
Conjunto de 4tomos que constituyen especificamente en los grupos
una estructura determinada y que funcionales de las
Caracterizacion de presentan caracteristicas especificas nanoparticulas.
las nanoparticulas en los compuestos organicos.
Espectroscopia ultravioleta- uv-vis Cuantitativa Continua

visible
(UV-VIS)
Absorbancia en la region UV-VIS.

Reporta la longitud de onda de

luz UV o visible de una muestra

que absorbe o transmite a una
longitud de onda.
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Variables independientes de la Fase 2

Tabla 6. Se muestran las variables independientes.

Variable Definicién conceptual Definicién Tipo de Escala de

operacional variable medicion

Metronidazol Eficaz contra anaerobios Gram - inhibidor Metronidazol Cualitativa De razoén
de isoenzimas especificas del citocromo Sigma Aldrich

P450 obligados estrictos

Minociclina Tetraciclina sintética de segunda Minociclina Cualitativa De razon
generacion Sigma Aldrich

Ciprofloxacino Inhibicion de la topoisomerasa IV y la DNA-  Ciprofloxacino Cualitativa De razoén
girasa bacterianas Sigma Aldrich

Quitosano Poliéster biodegradable aprobado para uso Quitosano Cualitativa De razoén
humano utilizado para cargar farmacos Sigma Aldrich

6.2.6 Procedimiento

Desarrollo de la investigacion Fase 2

Elaboracion de las nanoparticulas de quitosano (CHNPs)

La sintesis de nanoparticulas de quitosano (CHNPs) se realiz6 mediante el método
de gelificacion iénica. Utilizando 1 g de quitosano (Sigma Aldrich, MO, USA) en una
solucién de acido acético al 1 % (Sigma Aldrich, MO, USA) en agitacion magnética
(IKA Works, Wilmington, USA) durante 24 h a 350 rpm; realizando una sintesis
inicial de quitosano sin temperatura (s/t) y otra sintesis con temperatura (c/t) de 50-
60 °C en su agitacion; se preparé una segunda solucion de 10 ml/Smg de
tripolifosfato de sodio (TPP) (Sigma Aldrich, MO, USA) disuelto en agua tridestilada
(Laboratorios PISA, Guadalajara, Jalisco, México), ajustando su pH a 4.7 con
hidréxido de sodio (NaOH). Posteriormente se elaboraron las soluciones stock de
los antibidticos utilizando 100 mg de metronidazol, ciprofloxacino, minociclina
disueltos por separado en 10 ml de agua tridestilada estéril; se filtraron las 3
soluciones por goteo en una membrana de 0.45 ym en agitacion durante 40 min a
350 rpm (92-95).

42



Caracterizacion de las CHNPs

Las CHNPs cargadas con los antibiéticos se analizaron FTIR, para confirmar la
presencia de los grupos funcionales organicos y obtener informacién molecular mas
detallada, y UV-VIS para determinar la longitud de onda de luz UV o visible (96—-98).
Analisis Microbiolégico

Difusion en Agar

Preparacion de agar Mueller-Hinton:
Se disolvieron 38 gramos de agar Mueller-Hinton (Sigma Aldrich Brand, OXOID,
Inglaterra) en 1 L de agua destilada y se mezclaron con la ayuda de un agitador
magnético (IKA Works, Wilmington, USA) a 120 °C. Posteriormente se colocaron 20
mL de agar por cada caja Petri y una vez gelificadas, se rotularon y se sellaron con
Parafilm almacenandose en refrigeracion (87,99).
Elaboracion de cultivo joven 24 horas antes de realizar el experimento
Con un asa estéril se tomaron aproximadamente 3 colonias bacterianas de E.
faecalis de una cepa proveniente de aislado clinico de paciente y se incubaron
a 37 °C durante 24 h (87,99).

Técnica de difusion en pozos

Se preparé una solucion estéril de NaCl al 0.85 % y se agregaron 10 mL en un
tubo de ensayo estéril; previa a la elaboracién del cultivo joven, se tomaron
varias microcolonias, las cuales se suspendieron en la solucién. Posteriormente
se ajusto la disolucidn al patron de turbidez 0.5 en la escala de McFarland con
la ayuda del densitémetro (Grant Instruments DEN-1B, Cambridgeshire, UK) en
una cantidad aproximada de 1x10® UFC/ml, una vez lista la solucién se colocaron
aproximadamente 140 uL de E. faecalis de aislado clinico de paciente; utilizando
la técnica de estriado distribuyendo de manera uniforme por toda la caja con la
ayuda un hisopo estéril. Posteriormente se realizaron 5 pozos como se describe
enla Tabla 7, y se colocaron 20 uL en cada pozo por cada farmaco, colocandose
en la incubadora (VORTEMP 1550 LABNET, New Jersey, USA) durante 24 h para

posteriormente realizar la lectura de los halos de inhibicién. Figura 6 (87,99).
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Tabla 7. Desglose de los grupos de estudio y grupos control para el ensayo de difusién en agar

Numeracién en la

caja

a A ON = a H»ON = hAON = a A WON =

a H O N =

por caja
Grupos Descripcion
Antibioticos
Control + Clorhexidina
Control - Agua desionizada estéril
Grupo 1 Minociclina
Grupo 2 Ciprofloxacino
Grupo 3 Metronidazol
CHNPs
Control + Clorhexidina
Control - Agua desionizada estéril
Grupo 1 CHNPs sin temperatura en su sintesis
Grupo 2 CHNPs sin temperatura en su sintesis

CHNPs + Minociclina con y sin temperatura en su sintesis

Control + Clorhexidina

Control - Agua desionizada estéril

Grupo 1 CHNPs cargadas con Minociclina en proporcién 1:0.5
Grupo 2 CHNPs cargadas Minociclina en proporcion 1:1
Grupo 3 CHNPs cargadas con Minociclina en proporcién 1:2

CHNPs + Ciprofloxacino con y sin temperatura en su sintesis

Control + Clorhexidina

Control - Agua desionizada estéril

Grupo 1 CHNPs cargadas con Ciprofloxacino en proporcion 1:0.5
Grupo 2 CHNPs cargadas con Ciprofloxacino en proporcién 1:1
Grupo 3 CHNPs cargadas con Ciprofloxacino en proporcion 1:2

CHNPs + Metronidazol con y sin temperatura en su sintesis

Control + Clorhexidina

Control - Agua desionizada estéril

Grupo 1 CHNPs cargadas con Metronidazol en proporcién 1:0.5
Grupo 2 CHNPs cargadas con Metronidazol en proporcion 1:1
Grupo 3 CHNPs cargadas con Metronidazol en proporcién 1:2

Figura 6. Representacion de cajas Petri de agar Mueller-Hinton con los 5 pozos a realizar

Fuente: Propia
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Ensayo de microdilucion

Para determinar la concentracion minima inhibitoria bacteriana en E. faecalis de
aislado clinico de paciente con las CHNPs cargadas con antibidticos, se
comenzo con la preparacion del caldo Broth en el cual se disolvieron 21 g de
Mueller-Hinton Broth (Sigma-Aldrich No. CAS 9005-25-8) en 1 L de agua destilada
y se mezclaron con un agitador magnético (IKA Works, Wilmington, USA) a 120 °C
y posteriormente se esterilizé en la autoclave (M-2540M semiautomatico Tuttnauer
23 L) (88).

Elaboracion de cultivo joven

Con la ayuda de un asa estéril se tomaron 3 colonias bacterianas de E. faecalis
y se sembraron mediante la técnica de estriado en una caja Petri y se colocaron
en la incubadora (VORTEMP 1550 LABNET, New Jersey, USA) a 37 °C durante
24 h (88).

Preparacion de overnight
Se prepard un cultivo fresco; se tomaron 10 mL de Broth en un tubo de ensayo
estéril y, con la ayuda de un asa estéril, 3 microcolonias del cultivo joven preparado

previamente, dejandose en agitacion a 120 rpm durante 16 h a 37 °C (88).

Ensayo de microdiluciéon

Posteriormente se ajustd la disolucion de la bacteria al patrén de turbidez 0.5 en
la escala de McFarland en una cantidad aproximada de 1x10* UFC/mL, una vez
lista la solucion se colocaron 100 uL de medio y 100 pyL de las CHNPs con los
antibioticos, en concentraciones del 100 % al 0 % con un total 200 pL por pocillo
como se observa en las Figuras 7 y 8. Una vez realizado el experimento, los platos
se incubaron a 37 °C durante 24 h a 120 rpm en la incubadora (VORTEMP 1550
LABNET, New Jersey, USA) (88).
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Antibiéticos (minociclina, ciprofloxacino, metronidazol)
54 pocillos

Grupo control de NPS de quitosano con y sin temperatura
54 pocillos

NPS de Quitosano con y sin temperatura con Minociclina

9 platos de 96 54 pocillos
pocillos a

oo 1?(?8%{31?8/3;'(1;6__ NPS de Quitosano con y sin temperatura con Ciprofloxacino

bacteriana [ 54 pocillos
Enterococcus

faecalis

NPS de Quitosano con y sin temperatura con Metronidazol
54 pocillos

Control + Clorhexidina
54 pocillos

Control - Bacteria (Enteroccocus faecalis)
54 pocillos

Figura 7. Diagrama de los platos, pocillos y grupos de estudio que se analizaran en el ensayo de

microdilucion.

100%
50% -
25% NPS
ézzoggs (Grupos Experimemales) Br;!h
3.12%
0%

Bacteria

Control - ( Control+ )

Figura 5: Representacion de las concentraciones utilizadas por pocillo en cada plato de 96 pocillos
para el ensayo de microdilucion.

Fuente: Propia
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Cuantificacion bacteriana

Se espird el contenido de los pocillos y se colocaron 100 uL de MTT (bromuro de
tiazolilo azul tetrazolio) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) (0,0002 g/mL) en
cada pocillo, se incubaron nuevamente a 37°C durante 4 h, una vez transcurrido
ese tiempo se aspir6 nuevamente y se agregaron 100 uyL de dimetilsulfoxido
(DMSO, Karal, Guanajuato, México) en cada pocillo para poder tomar las lecturas
de densidad éptica a través de un espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, EE. UU); ver Figura 9, a una absorbancia de 570 nm (88).

Figura 9. Espectrofotdmetro para medir la absorbancia en la regiéon UV-VIS.

Fuente: Propia.
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Ensayo de citotoxicidad

La obtencidn de las células pulpares (hDPSC) fue de las reservas establecidas del
Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria de Nanoestructuras y Biomateriales
se almacenaron a -80°C y se cultivaron en medio de cultivo esencial minimo DMEM
alfa (GIBCO BRL, Grand Island, NY, EE. UU.), suero fetal bovino FBS al 10 % (JRH
Bioscience, Lenexa, KS, EE. UU), antibioticos al 1% (10 000 mg/ml-" de penicilina
G y 10 000 mg/ml~ ' de estreptomicina, Sigma-Aldrich, México) y glutamina al 1 %
(Glutamax, Massachusetts, USA) incubandose a 37 °C con 5 % de CO2y 95 % de
humedad relativa (Thermo Fisher Scientific™). Las hDPSC se lavaron
posteriormente con solucién salina tamponada vy tripsina al 0.025 % durante 4-5
minutos y se afiadid medio de cultivo fresco. Para realizar el conteo celular, se
agregaron 10 pL sobre el hematocitdmetro y se colocé en la camara de Neubauer.
Las hDPSC fueron inoculadas en 09 platos de 96 pocillos, como se observa en la
Figura 10, a una densidad celular de 4x104 células/mL y se incubaron durante 24
h (86,100).

Grupo control Antibiéticos (minociclina, ciprofloxacino, metronidazol)
24 pocillos

Grupo control de NPS de quitosano con y sin temperatura

24 pocillos
9 platos de 96
pocillos a
! . densidades de NPS de Quitosano con y sin temperatura con Minociclina
Citotoxicidad [§4x105 células/mi 24 pocillos
en hDPSC

NPS de Quitosano con y sin temperatura con Ciprofloxacino
24 pocillos

NPS de Quitosano con y sin temperatura con Metronidazol
24 pocillos

Figura 10. Diagrama de los platos, pocillos y grupos de estudio que se analizaron para realizar el

ensayo citotoxicidad
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Cuantificacion de la viabilidad celular

Una vez ya inoculados 100 uL de medio con hDPSC en cada pocillo se agregaron
100 pL de las CHNPs en diluciones del 100 % al 0 % (Figura 11), tomando en cuenta
un volumen final de 200 uL por pocillo y como control negativo se utilizaron las lineas
celulares unicamente con medio de cultivo incubandose durante 24 ha 37 °Cy 5
% de COz2, una vez transcurridas las 24 h se realizé el ensayo de MTT (bromuro de
tiazolilo azul tetrazolio) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) (0.0002 g/mL) para
analizar la evaluacién de la viabilidad celular, se incubaron durante 4 h para la
formacion de cristales de formazan que posteriormente se disolvieron con 100 pL
de dimetilsulfoxido (DMSO, Karal, Guanajuato, México); las lecturas de la densidad
Optica se realizaron a través de un espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific,
Inc., Waltham, MA, EE. UU) a 570 nm durante10 s. Una vez analizado, se determino
la dosis citotoxica media (CC50) (86,100).

100% A‘;J.-g.;-‘,.;‘;,w
50%
25%
12.5%
6.25%
3.12%
0%
Figura 11. Esquema que ilustra las diluciones realizadas en el ensayo de citotoxicidad

Fuente: Propia
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6.7 Consideraciones bioéticas

Para llevar a cabo este estudio tanto para la Fase 1y Fase 2 es importante destacar
que se respetaron las disposiciones y regulaciones vigentes en México que se
encuentran estipuladas en la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para
la Salud haciendo hincapié en su articulo 17 el cual considera los riesgos de la
investigacion, esta investigacion se considera “sin riesgo”, debido a que se realizé
in vitro y el material empleado ha sido aprobado por las instancias correspondientes
de cada pais donde se produce. Ademas, el presente estudio se llevara a cabo en
el Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria en el area de Nanoestructuras y
Biomateriales de la ENES — Unidad Ledn certificado de acuerdo con las normas
ISO-9001:2015 e ISO 10993-5:1999. Para realizar las pruebas microbioldgicas
correspondientes a los ensayos de difusion en agar y microdilucion, seran
realizados en el area de Nanoestructuras y Biomateriales por las lineas establecidas
en las normas NOM-010-STPS-2014, NOM-210-SSA1-2014 y por el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) M100 y M27-A3-2008 (101,102).

El registro se realizé en la Comisién de Etica e Investigacion en la Escuela Nacional
de Estudios Superiores, Unidad Ledén Guanajuato, con el numero de registro:
CEI_24_117_S41.
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6.8 Analisis estadistico

El analisis estadistico para la Fase 1 y la Fase 2 se llevo a cabo una vez obtenidos
los datos numéricos para cada prueba, se calculd el promedio y la desviacion
estandar y se identifico especificamente para las pruebas de citotoxicidad el nivel
de citotoxicidad destacando su clasificacion en base a el porcentaje de viabilidad
celular:

100-75%: No citotéxico

74-50%: Ligeramente citotoxico

49-25%: Moderadamente citotoxicos

- 24-0%: Extremadamente citotdxico

En caso de que las nanoparticulas cargadas con los antibidéticos o con los
antisépticos reduzcan mas del 50% de la viabilidad celular, se calculara la
concentracion citotoxica media (CC50) [Diferencia de dosis * diferencia de

porcentajes (50-% superior/50-% inferior) + dosis identificada = CC50.

Los datos numéricos tanto para medir el efecto antibacteriano como para las
pruebas de citotoxicidad se analizaron con pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk
y una vez que se corroboro la distribucién de los datos se realizé un analisis de
ANOVA de Una Via (P<0.05) con una prueba de Post-hoc de Tukey mediante el

programa Prism version 10.0 para Windows.

Por ultimo, se realizé un analisis descriptivo de los espectros obtenidos por las
técnicas de FTIR, SEM Y UV-VIS.
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Abstract

The use of chitosan nanoparticles (CH-NPs) loaded with antibiotics as irrigants in endodontics offers
a unique combination, demonstrating effective antibacterial activity and low toxicity. Therefore, the
aim of this study was to develop chitosan nanoparticles loaded with metronidazole, ciprofloxacin, and
minocycline for use as endodontic irrigants to improve antibacterial activity against Enterococcus
faecalis and to evaluate their cytotoxicity in human dental pulp stem cells (hDPSCs). Methods: The
CH-NPs loaded with antibiotics were synthesized and analyzed using Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) and Ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis). Agar diffusion and microdilution
assays were performed to determine the minimum inhibitory concentration (MIC), and a cytotoxicity
assay was conducted to establish the median cytotoxic dose. Results: Peaks corresponding to the
functional groups of the chitosan-antibiotic complex's chemical structure were identified. A one-way
ANOVA (p=0.05) with Tukey's Post-hoc test was used to analyze the antibacterial effect. CH-NPs-
ciprofloxacin showed the greatest antibacterial activity against E. faecalis in both agar diffusion and
microdilution assays. CH-NPs-metronidazole demonstrated lower cytotoxicity against hDPSCs. CH-
NPs-minocycline showed superior antibacterial effects compared to plain chitosan in microdilution
assays, although they exhibited greater cytotoxicity. Conclusions: The ongoing search for an irrigating
solution with effective antibacterial properties and low cytotoxicity could transform traditional
techniques. However, this field is still developing and underexplored. It's essential to reevaluate
decisions about irrigation solutions, as evidence on the use of chitosan nanoparticles with antibiotics
is limited. This study provides valuable data for endodontics and is a crucial step for future research.

Keywords: Root Canal Irrigants, Chitosan, Irrigators, Antibiotics, Antibacterial effect.
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Segundo articulo (enviado)
Abstract

The use of adhesive systems in orthodontics has become the standard for bracket cementation.
However, biofilm buildup and excess adhesive on tooth enamel at cementation can lead to early
caries lesions. Modifying orthodontic adhesives with polylactic-co-glycolic acid (PLGA) nanoparticles
could improve their biological properties. Objective: To develop PLGA nanoparticles containing
antiseptic agents for orthodontic adhesives, enhancing antibacterial action against Streptococcus
mutans, and evaluating their cytotoxicity in gingival fibroblasts. Methods: PLGA nanoparticles were
synthesized with antiseptics (chlorhexidine and chitosan) and analyzed using Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy (SEM), and ultraviolet-visible
spectroscopy (UV-Vis), as well as agar diffusion and microdilution assays. A cytotoxicity assay was
used to determine the average cytotoxic dose. Results: PLGA-NPs showed a lower antibacterial
effect in the agar diffusion assay, with inhibition from 74.25 % to 54.05 %. In microdilution, the
antibacterial effect was also reduced, with a CC50 of 3.75 pg/ml in the adhesive system and 15 pg/mil
when free. PLGA-NPs-CHx demonstrated a stronger effect, with inhibition ranging from 89.38 % to
73.75 %, and a CC50 of 0.93 pg/mL, in both adhesive and free forms. PLGA-NPs-CH showed a
significant effect in agar diffusion, with inhibition from 83.11 % to 69.39 %, and a CC50 of 1.87 pg/ml
in the adhesive and 7.5 pg/ml when free. Conclusion: The incorporation of polylactic-co-glycolic acid
nanoparticles functionalized with antiseptic agents into orthodontic adhesives demonstrates

promising antibacterial potential, attracting growing interest in the field of orthodontics.

Keywords: "Chitosan” [Mesh] OR “Plga” [Mesh] OR "anti-infective agents, local'] Mesh] OR S_[All
Fields] AND mutans [All Fields] AND “Tooth Demineralization” [MeSH] "drug delivery systems"[MeSH]

55



Tercer articulo (enviado)
Resumen

La encapsulacion de nanoparticulas de Quitosano y Plga con antibidticos como el
ciprofloxacino aplicadas como irrigantes ha desencadenado un gran interés debido
a la busqueda de nuevos biomateriales en endodoncia que cuenten con un buen
efecto antibacteriano y actlien de manera similar a los irrigantes convencionales. El
objetivo de esta revision es comparar el efecto antibacteriano de las nanoparticulas
de Quitosano y Plga cargadas con ciprofloxacino versus irrigantes endodonticos en
Enterococcus faecalis y Staphylococcus auerus, en estudios in vitro reportados en
la literatura. Metodologia: Se realiz6é una blsqueda de datos en Medline, PubMed,
Scopus y Web of Science de estudios publicados desde el afio 2004 al 2025, con la
evaluacion de calidad mediante la puntuacién metodoldgica del modelo GRADE, los
criterios de inclusion que se tomaron en cuenta fueron el afio de publicacion,
intervencién y numero de muestras, régimen de irrigacién, tipo de cepa y método
utilizado. Resultados: Se encontraron 60 articulos, de los cuales se eliminaron 2
articulos duplicados dando un total de 58 articulos. Tomando en cuenta los criterios
de inclusién se seleccionaron 48 articulos en funcién al titulo y resumen; sin
embargo, fue realizada una segunda etapa de seleccidn eliminandose 38 articulos,
teniendo como resultado 10 articulos como seleccion final. Conclusiones: Este
estudio aporta datos que podrian cambiar los métodos de irrigacion convencionales
utilizados en endodoncia para asi buscar alternativas en un futuro que cuenten con
un mejor efecto antibacteriano y soluciones mas eficaces para erradicar bacterias

como Enterococcus faecalis y Staphylococcus auerus.

Palabras clave: Nanoparticles, Root Canal Irrigants, Chitosan, Plga, Ciprofloxacin.
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9. Discusion

Uno de los objetivos principales de esta investigacion fue desarrollar nanoparticulas
poliméricas cargadas con distintos agentes antibacterianos comunmente utilizados
en odontologia, incluidos antibiéticos como el metronidazol, el ciprofloxacino y la
minociclina, asi como antisépticos como el quitosano y la clorhexidina. Estas
nanoparticulas se han desarrollado con un propésito el cual ha sido evaluar su
eficacia antibacteriana frente a E. faecalis y S. mutans, microorganismos clave en
la formacion del biofilm tanto a nivel gingival como endodontico, también, se ha
considerado esencial que las nanoparticulas cargadas con los distintos agentes
farmacolégicos mostraran una adecuada biocompatibilidad a nivel celular resultado
de una citotoxicidad media a minima frente a hDPSC y HGF con el fin de garantizar
su potencial aplicacion clinica. La relevancia de este enfoque en la presente
investigacion radica en su aplicabilidad tanto en la especialidad de endodoncia
como en la de ortodoncia, disciplinas que, al integrarse en este estudio, se
enriquecen mutuamente abriendo nuevas posibilidades terapéuticas en un futuro no

muy lejano.

9.1 Fase 1

Analisis morfolégico y caracterizaciéon de las NPs-PLGA

Las pruebas de caracterizacion son indispensables para analizar las propiedades
de las nanoparticulas, como sefialan Sadat Tabatabaei Mirakabad et al. (2014)
(103). Las pruebas de SEM revelan la morfologia y la distribucion de las
nanoparticulas; las de FTIR evaluan la anarmonicidad espectral y el intercambio
quimico. En este estudio, el analisis mediante FTIR confirmd la unidén exitosa de
NPs-PLGA y sus interacciones con los antisépticos, lo cual coincide con los
espectros reportados por Hassan Mohamed EI-Said Azzazy et al. en 2021, que
presentan picos caracteristicos a 1076 cm™ (C-O) y 1721 cm™ (C=0), similares a
nuestros hallazgos a 1084 cm™ y 1551 cm™ respectivamente. Lu et al. (2019)
mencionan que existen picos caracteristicos, principalmente de los grupos -NH, y -
OH, que, al mezclarse con los antisépticos, se superponen en sus espectros debido

a una reaccion de desplazamiento de los grupos hidrogeno (104). Asimismo, la
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absorcion por resonancia plasménica superficial del espectro UV-Vis fue a 277 nm,
encontrandose espectros similares a los reportados por Priyadarshini et al., 2017, a
289 nm (104). Por lo tanto, se recomienda realizar una prueba de resonancia
magnética nuclear, como lo reportaron Hagai et al., en 2018, para analizar con
precision las propiedades mecanico-cuanticas de las nanoparticulas (105).
Morfolégicamente, las NPs-PLGA en el adhesivo de uso ortoddntico son esféricas.
La carga con antisépticos (CHx-CH) y radicales provoca cambios estructurales, lo
que resulta en enlaces irregulares y menos estables durante la fotopolimerizacion,

alterando su morfologia como lo reportaron Kamran et al., en 2022 (79).
Inhibicion bacteriana

Las lesiones de mancha blanca destacan como una de las complicaciones clinicas
mas importantes durante el tratamiento de ortodoncia ya que se relaciona con la
formacion de superficies irregulares y por ende su desmineralizacion en el esmalte
dental ocasionadas por un exceso de adhesivo durante el proceso de cementacion
de los brackets, como lo mencionan Budi et al., en 2022, afectando la composicion
de la saliva mediante la acumulacion de una biopelicula ocasionada por una higiene
deficiente (106).

Algunos estudios han identificado al S. mutans como un microorganismo clave en
la desmineralizacién del esmalte, debido a su capacidad de producir polisacaridos
extracelulares, lo que subraya su relevancia en esta investigacion. Sundararaj et al.,
2015 encontraron que la desmineralizacién del esmalte dental puede ocurrir durante
el tratamiento de ortodoncia en el 45.8 % de los casos, con una prevalencia del 68.4
%, lo que indica la necesidad de mejorar las estrategias de prevencion durante el
tratamiento (107). Este estudio evalué la inhibicién bacteriana de las NPs-PLGA,
tanto en su forma libre como cargadas con antisépticos, en un adhesivo de uso
ortoddntico (Transbond XT). La eleccion del método para evaluar la inhibicion
bacteriana es crucial segun lo han reportado Salam et al., en 2023 ya que enfatizan
el uso adecuado de métodos fenotipicos de referencia para una evaluacion precisa
de la inhibicion bacteriana (108); Khan et al., en 2019 destacan que los ensayos de

microdilucion ofrecen ventajas sobre los ensayos de difusién en agar, como la

58



automatizacion, un menor riesgo de contaminacion y una evaluacion cuantitativa
mas objetiva (109). Si bien los ensayos de difusién en agar mostraron zonas de
inhibicién, no fue posible determinar la concentracidon 6ptima, a diferencia de los
ensayos de microdilucion, que proporcionaron datos especificos para establecer

una mejor comparacion.

Khanal et al., en 2016, reportan que las NPs-PLGA son biocompatibles, presentan
baja toxicidad y permiten la liberacidon sostenida de farmacos, como lo demuestran
las NPs-PLGA en la presente investigacion en su forma libre, al inhibir
significativamente el crecimiento de S. mutans del 74.70 % al 49.94 % (110). Al
anadirlas al adhesivo, se observaron efectos antimicrobianos similares,
posiblemente debido a la difusion limitada del adhesivo sin el uso de antisépticos.
Li et al., 2016 demostraron que las NPs-PLGA cargadas con CH presentan una
buena eficacia antibacteriana en odontologia debido a la interaccion de la carga
cationica que expresa el CH con las bacterias grampositivas, lo que respalda la
liberacion sostenida de antisépticos por las NPs-PLGA, en la presente investigacion
se reporta una inhibicion bacteriana del 83.11 % a partir de 30 ug/mL utilizando
Transbond XT (111). Las NPs-PLGA-CHx mostraron la mayor eficacia, con un 88.75
% de inhibicién en su forma libre y un 89.38 % inmersas en el sistema adhesivo, lo
que indica que la CHx permanece activa en la matriz polimérica del adhesivo
coincidiendo con lo reportado por Kamran et al., 2022 donde observaron que la
adicion de las NPs-PLGA-CHx al 25 % y al 50 % a Transbond XT mejoré la accion

antimicrobiana sin comprometer sus propiedades mecanicas (79).

La eficacia observada de las NPs-PLGA cargadas con antisépticos sugiere que
podrian constituir un enfoque prometedor para prevenir el desarrollo de lesiones de
mancha blanca durante el tratamiento ortoddncico. Estas nanoparticulas, disefiadas
para liberar antisépticos lentamente, pueden reducir el riesgo de desmineralizacion
del esmalte, una problematica comun en ortodoncia. Sin embargo, estos hallazgos
indican que se requieren mas investigaciones. Esto ayudara a ampliar las posibles

aplicaciones de diversas estrategias antimicrobianas.
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Citotoxicidad

El estudio de las propiedades biolégicas de los sistemas adhesivos en ortodoncia,
en particular, sus efectos citotoxicos, es crucial debido a su proximidad a los tejidos
blandos orales y su contacto con el esmalte dental cono lo reportan Cadenaro et al.,
2023 debido a que destacan la eficacia clinica de la cementacion de brackets
mediante adhesivos selectivos o autograbantes, que contienen mondmeros
hidrofobos (Bis-GMA, TEGDMA, UDMA) que promueven la reticulacion, y
monomeros hidrofilos que se unen al sustrato dental (112). Sin embargo, algunos
mondmeros pueden no polimerizar completamente, liberando mondmeros
residuales que pueden ser toxicos a nivel celular; se ha reportado que los sistemas
adhesivos que contienen una matriz organica de TEGDMA y Bis-GMA son los mas
citotoxicos. Goldberg, en 2008, observo que, tras la polimerizacion, la mayoria de
los mondémeros reaccionan, dejando del 1.5 % al 5 % de mondmeros residuales,

que aun pueden causar efectos celulares significativos (113).

Geurtsen et al., 1998 descubrieron que la citotoxicidad de los monémeros residuales
depende del material y del linaje celular, siendo especialmente sensibles el HGF y
las hDPSC (114). El presente estudio demostré que los mondmeros residuales del
adhesivo cargado con NPs-PLGA, al entrar en contacto indirecto con los HGF,
desencadenaron un efecto citotéxico moderado en ciertas concentraciones, a
diferencia de las NPs-PLGA en su forma libre. Jonke et al., 2008 evaluaron cuatro
sistemas adhesivos de ortodoncia (Light Bond, Reliance Orthodontic Products,
Itasca, IL, EE. UU.; Enlight, Ormo; Concise y Transbond XT, 3M Unitek) utilizando
una linea celular de fibroblastos murinos (L-929) y reportaron una viabilidad celular
del 23.23 % para Light Bond, 20.39 % para Transbond XT, 20.39 % para Enlight y
17.87 % para Concise en contacto directo (115). Kamran et al., 2022 evaluaron la
citotoxicidad del adhesivo Transbond XT modificado con PLGA-NPs-CHx utilizando
25,50y 75 ug/mL, con un volumen del 5 % en HGF (ATCC CRL-2014), reportando
viabilidades celulares que oscilaron entre el 87 % y el 97 % (79). Estos resultados
coinciden con los del presente estudio, ya que la dosis citotdxica media (CC50)

indica una citotoxicidad moderada, probablemente debida a la liberacion de
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mondémeros residuales del adhesivo. EI método de incorporacion de las
nanoparticulas poliméricas a los sistemas adhesivos de uso ortodéntico depende
de su concentracion y del tipo de mondmero, ya que afecta directamente la
viabilidad celular, a pesar de que las nanoparticulas sean incorporadas eficazmente

a distintos linajes celulares.
9.2 Fase 2
Characterization de las CHNPs

Una de las pruebas de caracterizacion utilizadas en el presente estudio se realizd
mediante FTIR para observar y analizar la posible interaccion entre el quitosano y
los antibidticos. Korniienko et al. (2024) indicaron que el quitosano puede unirse a
otras estructuras organicas debido a la distribucion regular de sus grupos NH, (116).
Al analizar las CHNPs en combinacion con los antibidticos, es probable que los
compuestos experimenten una ruptura de enlaces al mezclarse, ya que las
moléculas con tres o mas atomos pueden vibrar, estirarse o doblarse a niveles de
energia especificos, como lo reportan Trivedi Mahendray Ma D (117). Sin embargo,
a pesar de la similitud entre los espectros de CH y los antibioticos, estos compuestos
conservan sus picos caracteristicos; especificamente los grupos NH2a 1568 cm™' y
1388 cm™', lo que puede atribuirse tanto a CH como a uno de los antibioticos
analizados como la minociclina, como informaron Wu et al. 2018 (118). El
ciprofloxacino a su vez muestra el anillo de fluoroquinolona (C-F) a 1037 cm™
después de su mezcla con CH, como informaron Hibbard et al. en 2023 (119); y
para el metronidazol, el grupo sulféxido (S=0) se observa a 1577 cm-' como parte
de sus picos caracteristicos que confieran la presencia de dicho antibiético, como
informaron Golj et al. en 2025 (120). Sin embargo, se recomienda realizar
resonancia magnética nuclear, como sugieren Ma D et al., para un analisis mas
preciso de las propiedades moleculares desde una perspectiva mecanico-cuanticas.
Este estudio no se realizd, ya que la investigacion se centré en el efecto
antibacteriano y la citotoxicidad de las nanoparticulas de CH en combinacién con
antibidticos; no obstante, este aspecto constituye una posible via para futuras

investigaciones.
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Inhibicion bacteriana

Actualmente, existe una evolucion constante en la investigacion in vitro, con
métodos cada vez mas sofisticados para realizar pruebas de diagndstico
microbiologico e inhibir el crecimiento bacteriano o provocar la muerte bacteriana
mediante la aplicacion de agentes antibacterianos. De Almeida et al. reportaron en
2020 que E. faecalis tiene una prevalencia del 90 % en casos de fracaso
endoddntico, lo que demuestra una alta resistencia a agentes antibacterianos como
el hipoclorito de sodio (NaOCl) al 6.5 % y la clorhexidina (CHx) al 2 % (121). Sin
embargo, se ha recomendado una concentracion de NaOCl entreel 2 % y el 2.5 %
debido a su eficacia antimicrobiana frente a E. faecalis. No obstante, esta
concentracion sigue siendo preocupante, ya que en entornos clinicos puede causar
dafo corrosivo a los instrumentos endodonticos, asi como necrosis de tejidos
blandos, como lo reportan Hung et al. 2023 (122). En este estudio, se realizé un
ensayo de microdilucion y se reporta una inhibicion del 75 % de E. faecalis con el
grupo control positivo que corresponde a la clorhexidina, lo que indica su ineficacia
debido a la capacidad de la bacteria para impedir la penetracion de algunos agentes
antibacterianos, adherirse a superficies inorganicas e invadir los tubulos dentinarios,
como lo describen Rayos-Verdugo JY et al. (123). Dada su alta patogenicidad, es

esencial desarrollar nuevas estrategias de tratamiento eficaces.

Palasuk et al. (2014) reportan que el ciprofloxacino es el antibiético mas eficaz
contra E. faecalis, en comparacion con la minociclina y el metronidazol (124). Los
resultados del ensayo de difusion en agar son consistentes con los hallazgos
previamente descritos; a su vez el metronidazol es eficaz contra bacterias
anaerobias; sin embargo, este estudio mostré un efecto antibacteriano reducido
contra E. faecalis en el ensayo de difusidon en agar, con resultados similares a los
reportados por Chamorro-Petronacci et al. en 2022, quienes investigaron su efecto
antibacteriano cuando se incorporé en mesoesporas de silice (125). Segun Khan
et al. (2019) el realizar un ensayo de microdilucion ofrece ventajas sobre el ensayo
de difusién en agar, expresando un menor margen de error y un menor riesgo de

contaminacion, lo que permite una evaluacién objetiva y cuantitativa de la inhibicién
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bacteriana (109). La comparacion de la inhibicién bacteriana de las CHNPs con la
de los antibidticos mediante ensayos de microdilucion y difusién en agar revela
diferencias significativas, lo cual constituye uno de los objetivos principales de este
estudio. Estas implicaciones practicas podrian tener un impacto significativo en el
uso de antibioticos en microbiologia. Un estudio reciente de Pascale et al. (2023) y
de Belkadi R et al. (2024) concluy6 que la irrigacién con quitosano al 0.2 % suele
ser tan eficaz como una solucion de hipoclorito de sodio al 5.25 % para reducir la
carga bacteriana de E. faecalis, lo que respalda su eficacia, como se muestra en
este estudio (126,127). Korniienko V et al. (2024) informan sobre las propiedades
de CH en medicina, debido a sus propiedades en el campo de los biomateriales,
como su excelente biocompatibilidad, biodegradabilidad, antibacterianas vy
antiinflamatorias (116). Sin embargo, es crucial considerar que cualquier biopelicula
es de naturaleza polibacteriana, por lo que se requieren mas estudios in vitro para
evaluar su efecto antibacteriano frente a las diferentes bacterias presentes en la
microbiota del conducto radicular. Respecto a la influencia de la temperatura
durante la sintesis de CHNPs cargadas con antibidticos, ningun estudio ha
reportado diferencias significativas en la inhibicion bacteriana, como se evidencié

en este estudio.
Citotoxicidad

La importancia de realizar ensayos de citotoxicidad in vitro radica en la necesidad
de determinar si una sustancia presenta riesgos potenciales, especialmente en
relacion con los farmacos examinados en este estudio, y en facilitar el desarrollo de
estrategias y medicamentos terapéuticos mas seguros y eficaces. La combinacién
de metronidazol, ciprofloxacino y minociclina ha demostrado ser eficaz cuando se
aplica de forma intraconducto, como lo reportan Junior et al., debido a que estos
antibiéticos pueden esterilizar los conductos y, por lo tanto, se han investigado tanto
individualmente como en combinaciéon con biopolimeros biodegradables (128).
Ahmed TA y Aljaeid BM informaron que el quitosano es el segundo polisacarido
natural mas abundante en la tierra y que, cuando se mezcla con ciertos farmacos,

permite la formacion de estructuras electrohiladas, abriendo asi la posibilidad de

63



crear un nuevo sistema de administraciéon de farmacos (129). En el ensayo de
citotoxicidad realizado en este estudio, el ciprofloxacino y la minociclina mostraron
una CC50 de 3.12 pg/mL, mientras que el metronidazol mostré una viabilidad celular
entre 12.5 y 25 yg/mL en células madre de la pulpa dental humana. Vouzara T et
al. (2016) informaron que los irrigantes endoddnticos exhiben cierta citotoxicidad
dependiente de la dosis y el tiempo, con resultados similares a los obtenidos cuando
la dosis juega un papel crucial en este ensayo (130). La utilizacién de irrigantes
endoddnticos combinados con soluciones antibioticas o antisépticas surge de la
necesidad de desarrollar nuevas estrategias de desinfeccién capaces de abordar
las limitaciones inherentes a la instrumentacion mecanica por si sola. El NaOCI se
es utilizado de manera frecuente en la practica clinica odontolégica por su
capacidad para disolucion del tejido pulpar a en diferentes concentraciones. Sin
embargo, sus efectos citotdxicos siguen resultando preocupantes, como informaron
Hung et al. (2023), ya que su extrusion accidental puede provocar necrosis de los
tejidos adyacentes (122). Ademas, la irrigacion alternada con NaOCIl y CHx puede
provocar la formacion de un precipitado marron que puede contener
paracloroanilina, un subproducto con potencial mutagénico. Pascale et al. (2023)
destacaron el quitosano para su uso en endodoncia debido a sus propiedades
antibacterianas, regeneradoras tisulares y quelantes (126), y Kong et al. (2010)
demostraron que el tratamiento con quitosano mejora las propiedades mecanicas y
estructurales de la dentina, ya que su uso como nanotransportador bioldgico
proporciona ventajas adicionales en su difusion a través de la biopelicula
endodéntica (131).

Alghofail M et al. (2024) analizaron la viabilidad y proliferacién de células madre
mesenquimales humanas (hMSC) utilizando un ensayo de azul alamar en andamios
de quitosano-gelatina (CH-G) cargados con una formulacién antibidtica de
liberacion lenta (Augmentin; 0.1 mg/mL), comunmente utilizada en procedimientos
endoddncicos regenerativos, y métodos de tincion (132). Observaron una buena
viabilidad celular. En este estudio se analizan fenotipos celulares importantes,
incluyendo la multipotencia y la capacidad de diferenciacion de las hMSC,

comparables a las de las hDPSC utilizadas en el presente estudio. Con respecto a
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la influencia de la temperatura en la sintesis de CHNPs que contienen antibioticos,
ningun estudio hasta la fecha ha reportado diferencias estadisticamente
significativas en el aumento de la citotoxicidad en células hDPSC, como se
demostré en este estudio. Esto subraya la importancia de emplear materiales
organicos innovadores en endodoncia que posean propiedades adecuadas para el
contacto directo con los tejidos dentales o periapicales, garantizando, al mismo

tiempo, su biocompatibilidad y biodegradabilidad.
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10. Conclusiones

Este estudio demuestra que la nanotecnologia se ha vuelto esencial en odontologia,
enfocandose en mejorar continuamente los materiales dentales, especialmente en
sus propiedades antibacterianas y biologicas. La aplicacion de nanoparticulas
poliméricas, como las de quitosano y PLGA destacadas en este estudio, han
demostrado ser efectivas en la administracién de farmacos para el tratamiento de
lesiones de caries. Estas infecciones comienzan como lesiones de mancha blanca
en el esmalte dental, que con el tiempo pueden provocar la exposicion de la dentina
y causar una hipersensibilidad dentinaria que, si no se trata de manera oportuna,
puede facilitar la invasion bacteriana a través de los tubulos dentinarios y, en casos
extremos, conducir a necrosis por una invasion bacteriana. Esto subraya la
importancia de investigar ambas areas de la odontologia, en especial en ortodoncia
y endodoncia, ya que en ambas ramas resulta necesario un seguimiento adecuado
para evitar la formacion de una biopelicula polibacteriana y, por ende, su

colonizacion y establecimiento en el tejido dental.
10.1 Fase 1

Este estudio revela que las NPs-PLGA presentan un gran potencial al ser aplicadas
en los sistemas adhesivos de uso ortoddntico utilizados para la cementacion de la
aparatologia fija, ya que presentan un buen efecto antibacteriano y una baja
citotoxicidad, lo que mejora sus propiedades bioldgicas. Las NPs-PLGA-CHx
mostraron la mayor actividad antibacteriana contra S. mutans tanto en ensayos de
difusion en agar como en ensayos de microdilucién; sin embargo, al incorporarlas
al adhesivo de uso ortoddncico, presentaron una mayor citotoxicidad. Las NPs-
PLGA inhibieron eficazmente a S. mutans en el ensayo de microdilucion; sin
embargo, los resultados del ensayo de difusion en agar fueron menos favorables, lo
que evidencié una menor citotoxicidad en HGF. Por el contrario, las NPs-PLGA-CH
mostraron efectos antibacterianos superiores a los de las NPs-PLGA en ensayos de
microdilucion, mientras que los resultados del ensayo de difusidon en agar fueron

menos favorables.
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10.2 Fase 2

El quitosano se ha convertido en uno de los biopolimeros biodegradables mas
prometedores gracias a su citotoxicidad de moderada a baja, su buena actividad
antibacteriana, su biocompatibilidad y su uso como transportador de farmacos. Su
uso como irrigante endoddntico, combinado con antibioticos de amplio espectro, ha
despertado un creciente interés debido a su potencial para mejorar la eficacia
antibacteriana y la biocompatibilidad, lo que alienta nuevas estrategias terapéuticas
en este ambito. La combinacion de CHNPs-ciprofloxacino mostré una excelente
actividad antibacteriana contra E. faecalis tanto en el ensayo de difusion en agar
como en el ensayo de microdilucion, lo que la convierte en la mejor opcidn entre las
nanoparticulas analizadas para erradicar esta bacteria. La combinacion de CH-NPs-
metronidazol suprimié eficazmente al E. faecalis en ensayos de microdilucion y
también presentd una menor citotoxicidad en hDPSC. Por el contrario, la
combinacion de CH-NPs-minociclina demostré mejores efectos antibacterianos que
el quitosano simple en pruebas de microdilucién, aunque presentdé una mayor
citotoxicidad; los resultados de difusién en agar fueron menos prometedores. Los
cambios en la temperatura de sintesis no afectaron significativamente la actividad
antibacteriana ni la citotoxicidad de las CHNPs, lo que indica la necesidad de
realizar mas investigacion para optimizar su uso en endodoncia. Este estudio aporta
informacion importante para las aplicaciones endoddnticas y constituye un paso

fundamental para futuras investigaciones.

No obstante, es importante destacar que la aplicacién de la nanotecnologia en
odontologia sigue en constante evolucion y, hasta la fecha, es relativamente poco

explorada.
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