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Resumen 

Fase 1 

Introducción: El uso de sistemas adhesivos en ortodoncia se ha convertido en el 

“gold estándar” para la cementación de brackets; sin embargo, la acumulación de 

biofilm y el exceso de adhesivo durante la cementación contribuyen a la formación 

de lesiones de mancha blanca. Modificar estos adhesivos con nanopartículas de 

PLGA abriría la posibilidad de mejorar sus propiedades biológicas.  

Objetivo: Desarrollar PLGA-NPs cargadas con agentes antisépticos, aplicadas en 

un adhesivo de uso ortodóntico, para incrementar su efecto antibacteriano frente a 

Streptococcus mutans y evaluar su citotoxicidad en fibroblastos gingivales  

Metodología: Se sintetizaron PLGA-NPs cargadas con clorhexidina (CHx) y 

quitosano (CH), y se analizaron por espectroscopía infrarroja por transformada de 

Fourier (FTIR) y microscopía electrónica de barrido (SEM), y por espectroscopía 

ultravioleta-visible (UV-Vis). Se evaluó la concentración mínima inhibitoria mediante 

ensayos de difusión en agar y de microdilución, y se realizó un ensayo de 

citotoxicidad para establecer la dosis citotóxica media (CC50).  

Resultados: Las PLGA-NPs mostraron una inhibición bacteriana que osciló en 

54.05 % y 74.25 % y una CC50 de 3.75 µg/mL inmersas en el adhesivo y de 15 

µg/mL en su forma libre. Las PLGA-NPs-CHx mostraron un mayor efecto 

antibacteriano, con una inhibición que osciló entre el 89.38 % y el 73.75 % y una 

CC50 utilizando 0.93 µg/mL, tanto en su forma libre como en el adhesivo. Las PLGA-

NPs-CH mostraron un fuerte efecto en el ensayo de difusión en agar, con una 

inhibición del 83.11 % al 69.39 % y una CC50 de 1.87 µg/mL inmersas en el 

adhesivo y 7.5 µg/mL en su forma libre.  

Conclusiones: Este estudio revela que las PLGA-NPs son un excelente vehículo 

en la administración de fármacos 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 biológicas de los sistemas adhesivos.   
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Fase 2 

Introducción: El uso de nanopartículas de quitosano (CHNPs) cargadas con 

antibióticos, aplicadas como irrigantes en endodoncia, ofrece una combinación 

única, demostrando actividad antibacteriana eficaz y baja toxicidad.  

 

Objetivo: Desarrollar CHNPs cargadas con metronidazol, ciprofloxacino y 

minociclina, aplicadas como irrigantes endodónticos, para mejorar su actividad 

antibacteriana frente a Enterococcus faecalis y evaluar su citotoxicidad en células 

madre de pulpa dental humana (hDPSCs).  

 

Metodología: Las CHNPs cargadas con antibióticos fueron sintetizadas y 

analizadas mediante espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) 

y espectroscopía ultravioleta-visible (UV-Vis). Se realizaron ensayos de difusión en 

agar y de microdilución para determinar la concentración mínima inhibitoria y un 

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

 

Resultados: Se identificaron picos correspondientes a los grupos funcionales de la 

estructura química del complejo quitosano-antibiótico. Las CH-NPs-Ciprofloxacino 

mostraron una mayor actividad antibacteriana frente a Enterococcus faecalis, tanto 

en ensayos de difusión en agar como en ensayos de microdilución. 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 microdilución, aunque presentaron una mayor 

citotoxicidad. 

 

Conclusiones: Actualmente, los irrigantes a base de nanopartículas de quitosano 

constituyen una alternativa con mejores propiedades farmacológicas y un excelente 

efecto antibacteriano. 
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1. Antecedentes  

1.1 Concepto de caries dental  

La caries dental es una enfermedad dinámica y multifactorial, regulada por la dieta 

y la formación de una biopelícula de origen polibacteriano, ya que el lipopolisacárido 

capsular, el ácido lipoteicoico y los subproductos bacterianos tienen la capacidad 

de penetrar el esmalte a través de los túbulos dentinarios, desencadenando una 

respuesta inflamatoria. Las lesiones incipientes de caries comienzan con la 

aparición de una mancha blanca en el esmalte, expresando un proceso de 

desmineralización latente, exponiendo la dentina a la invasión bacteriana a través 

de los túbulos dentinarios y la circulación sanguínea. La pulpa responde inicialmente 

mediante una respuesta inmunológica innata; si la agresión no es eliminada, se 

activa la inmunidad celular, lo que desencadena una inflamación pulpar. Sin un 

tratamiento oportuno, las bacterias pueden colonizar y provocar  una necrosis por 

descomposición séptica del tejido pulpar, destruyendo la microvasculatura, las 

fibras nerviosas y el sistema linfático, y deteniendo los procesos metabólicos de la 

pulpa (1–6). 

 

La inflamación comienza principalmente en el tejido pulpar, progresando hacia el 

ápice. La ausencia de una adecuada circulación sanguínea, sumada a la rigidez 

estructural de la dentina, favorece un entorno óptimo para una rápida evolución de 

una pulpitis hacia una necrosis pulpar, y su expresión varía según el tipo de lesión 

(7,8). 

 

1.2 Caries en el esmalte 

Actualmente la formación de caries dental se encuentra relacionada con la agresión 

ácida de una biopelícula bacteriana y con la estructura dental. Las lesiones en el 

esmalte se manifiestan clínicamente como lesiones de mancha blanca y se 

describen como “pigmentaciones de color blanquecino o grisáceo, pequeñas en la 

superficie del esmalte”. Su prevalencia aumenta considerablemente en el 

tratamiento de ortodoncia ya que la colocación de aparatología fija dificulta la 

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

formación incluyendo la dieta, los factores genéticos y la composición de la saliva. 

Clínicamente, las lesiones de mancha blanca se pueden observar a partir de la 

segunda semana de formación y establecimiento de la biopelícula bacteriana, 

destacando la importancia de implementar ciertas medidas de prevención 

específicas para minimizar su desarrollo (7–12). 

 

1.3 Concepto de biopelícula  

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 señalizadoras (13–15). 

 

1.4 Características y composición de una biopelícula 

Los componentes orgánicos que rodean a los microorganismos bacterianos en una 

biopelícula son principalmente carbohidratos, proteínas, lípidos y de origen 

inorgánico son el calcio, fósforo, magnesio y fluoruro (4,16).  

 

Es importante destacar que las bacterias que se encuentran presentes en una 

biopelícula 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 biopelícula 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). 

 

 



 
9 

1.5 Formación de una biopelícula 

Los tres componentes principales involucrados en la formación de una biopelícula 

de origen bacteriano son: células bacterianas, una matriz orgánica y una superficie 

sólida donde establecerse; estos se dividen en etapas y, dentro de estas, en fases 

(2,18). 

 

Etapa 1/Formación de una capa acondicionante: Absorción de moléculas 

inorgánicas y orgánicas sobre una superficie sólida (esmalte-dentina, superficie 

gingival y epitelial), ya que durante la formación de esta placa la superficie de los 

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

 

Etapa 2/ Adhesión bacteriana: adhesión de las bacterias directamente sobre los 

órganos dentarios. Esta se divide en 3 fases:  

o Formación de la biopelícula: las distintas especies bacterianas se adhieren al 

sustrato mediante fimbrias o flagelos. 

o Fase inicial de adherencia microbiana-sustrato: se comienzan a formar 

uniones químicas a través de enlaces electrostáticos, enlaces covalentes, 

puentes de hidrógeno, interacciones dipolares e interacciones hidrofóbicas. 

o Fase de adherencia microbiana específica al sustrato: adhesión bacteriana 

específicamente 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 

biopelícula madura (2,18).  

 

1.6 Composición estructural y bacteriana de una biopelícula  

La estructura de una biopelícula bacteriana se encuentra conformada por una matriz 

extracelular compuesta por polisacáridos, ADN extracelular, proteínas, 

glicoproteínas, fosfolípidos y biopolímeros catiónicos, los cuales proporcionan 

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

 



 
10 

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 crónicas en el contexto clínico 

(20).  

 

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

La colocación de la aparatología fija específicamente el proceso de cementación de 

brackets desencadena alteraciones tanto cuantitativas como cualitativas en la 

composición de la microbiota bucal. Específicamente, Streptococcus mutans es 

destacado como uno de los principales agentes causales en la formación de 

lesiones de mancha blanca en el esmalte, debido a su capacidad para producir 

ácido láctico, una alta tolerancia a ambientes ácidos y su interacción con otros 

microorganismos para establecer una biopelícula polibacteriana. Principalmente, 

brackets y su área periférica conforman parte de los sitios propicios para su 

desarrollo, dado que presentan una superficie irregular que favorece el rápido 

crecimiento de la biopelícula bacteriana (21,22).  

 

Los Streptococcus, como colonizadores primarios, cuentan con proteínas 

receptoras en su superficie, llamadas adhesinas, la cual les permite interactuar con 

la saliva, la matriz extracelular y las células del huésped, conformando un paso 

esencial para la colonización. La matriz polimérica extracelular regula parte de la 

adaptación bacteriana a través de la adherencia superficial y la adhesión 

intercelular, formando un ambiente rico en nutrientes a través de un pH que 

promueve la formación de ecosistemas mediante interacciones electrostáticas 

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

Actualmente existen más de 100 especies reconocidas de Streptococcus, la palabra  

Streptococcus proviene del griego strepto (retorcido) y coccus (esférico), su 

clasificación se basa en el esquema de Lancefield, dicha clasificación se encarga 

de enfatizar y agrupar las cepas de estreptococos según su composición de 

carbohidratos presentes en su pared celular.  Específicamente, S. mutans es una 

bacteria grampositiva, anaerobia facultativa asociada como uno de los principales 

agentes etiológicos en la formación de procesos cariosos debido a su capacidad de 

metabolizar la sacarosa y generar polisacáridos extracelulares (26).  

 

1.9 Biopelículas presentes en el tratamiento de conductos en la cavidad oral 

La progresión de la caries a través de los túbulos dentinarios es una de las 

principales vías de invasión bacteriana hacia la pulpa, englobando al tejido pulpar 

remanente y al exudado bacteriano que discurre hasta el foramen apical. Las 

biopelículas de origen endodóntico se clasifican en: 

o Biopelículas intraconducto 

o Biopelículas extrarradiculares 

o Biopelículas 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 etiológicos 

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 patógeno se debe principalmente a su gran capacidad 

para formar una biopelícula endodóntica, ya que está relacionada con el 65% de las 

infecciones bacterianas y es 1000 veces más resistente a los antibióticos (28,29).  

 

 

 

https://es.wikipedia.org/wiki/Sacarosa
https://es.wikipedia.org/wiki/Polisac%C3%A1rido
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1.11 Irrigantes en endodoncia  

La irrigación en endodoncia se ha definido como un “lavado en estado líquido que 

facilita la introducción de agentes químicos con propiedades antibacterianas, en 

conjunto con la instrumentación mecánica, es capaz de disolver el material orgánico 

presente dentro de los conductos radiculares”. Entre los irrigantes más comunes se 

encuentran la clorhexidina (CHx), agentes quelantes como el ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) y el hipoclorito de sodio (NaOCl) (29,32).  

1.12 Propiedades de los irrigantes en endodoncia  

Algunos requisitos que deben cumplir los irrigantes endodónticos para considerarse 

ideales en sus propiedades fisicoquímicas son los siguientes: 

o Amplio espectro y capacidad adecuados para inactivar endotoxinas y ácidos 

lipoteicoicos que se encuentran presentes en la biopelícula. 

o Buena capacidad de disolución del tejido pulpar. 

o Expresar los 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 más utilizado en endodoncia, ya que tiene la 

capacidad de disolver tejidos orgánicos mediante la oxidación e hidrólisis de 

proteínas. Sin embargo, se ha reportado que presenta ciertas desventajas al ser 

aplicado, algunas de ellas son:  

o Alta citotoxicidad por extrusión accidental a través del foramen apical, 

causando hemólisis, inhibición de la migración de neutrófilos y daño a células 

endoteliales y fibroblásticas e incluso necrosis de los tejidos circundantes.  

o Oxida la matriz orgánica de la dentina y desnaturaliza las fibras colágenas, 

reduciendo considerablemente sus propiedades mecánicas, 

específicamente el módulo de elasticidad, microdureza y resistencia a la 

flexión. 
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o Promueve la eliminación de fibras colágenas en la dentina; por lo tanto, 

provoca una reducción en la fuerza de unión de los sistemas adhesivos, 

impidiendo la formación de la capa híbrida que promueve una buena 

adhesión sobre el tejido dentinario. 

 

Tomando en cuenta parte de sus limitaciones, actualmente se propone el uso de 

nanopartículas para el desarrollo de nuevos irrigantes de uso endodóntico que 

expresen bajos efectos citotóxicos 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 catiónico que también 

se ha utilizado como irrigante endodóntico. Sin embargo, a pesar de no contar con 

la capacidad de disolución de tejidos orgánicos 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-, además 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 óptimo de 5.5 a 7 (31).  

 

1.12.3 Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 

El ácido etilendiaminotetraacético posee la capacidad de desmineralizar los 

componentes inorgánicos de la dentina mediante una reacción de quelación del 

calcio; no obstante, su aplicación directa como irrigante endodóntico resulta ineficaz 

en comparación con el hipoclorito de sodio y la clorhexidina. Esta es la principal 

razón por la que se indica el uso de un agente quelante en conjunto con un irrigante 

endodóntico. Actualmente, el EDTA es capaz de descalcificar la dentina intertubular 

a una profundidad de 20-30 µm durante los primeros 5 minutos de su aplicación. Sin 

embargo, su acción tras 24 horas de exposición logra alcanzar una profundidad de 

hasta 50 μm (31,33).  
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1.13 Diferencias entre los irrigantes dentales  

En la Tabla 1 se describen las principales propiedades del NaOCl, CHx y EDTA 

como irrigantes endodónticos (33).  

Tabla 1. Propiedades de los irrigantes y agentes quelantes.  

 

Propiedades de los irrigantes NaOCl 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 físicas y adhesivas de la dentina No Si Si 

 

En. Gomes et al. 2023 (33) 

 

1.14 Terapia antibiótica a nivel sistémico en endodoncia  

La terapia antibiótica sistémica solo es necesaria si el proceso infeccioso se 

encuentra fuera de los conductos radiculares o si el paciente tiene alguna 

enfermedad sistémica crónico-degenerativa o congénita de importancia que 

requiera medicación. Ya que resulta eficaz como complemento en el tratamiento de 

conductos para prevenir la diseminación del proceso infeccioso, controlarlo y reducir 

parte de la sintomatología (34,35).  

 

1.15 Terapia antibiótica a nivel local en endodoncia  

Los antibióticos aplicados en contacto directo sobre los tejidos dentales a nivel local 

actualmente alcanzan concentraciones de 10 a 100 veces superiores a las de la 

administración sistémica, lo que reduce el riesgo de reacciones adversas como 

anafilaxia o resistencia bacteriana (36).  

 

1.16 Terapia antibiótica intraconducto  

Una de las terapéuticas más empleadas como medicación intraconducto es la 

aplicación de ciertos fármacos de forma local. Uno de ellos es el hidróxido de calcio 

(Ca (OH)2), actualmente reportado como parte de los medicamentos más utilizados 

en endodoncia; sin embargo, aún no se ha demostrado su eficacia en Candida 
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albicans y Enterococcus faecalis. Otra terapéutica comúnmente empleada de 

manera local en odontología es la aplicación de antibióticos de amplio espectro 

pulverizados aplicados intraconducto (metronidazol, ciprofloxacino y minociclina) 

que forman una pasta triple antibiótica conocida como pasta 3Mix indicada en casos 

con necrosis pulpar (30,37).  

 

1.17 Pasta triple antibiótica  

La aplicación de fármacos con propiedades antibacterianas en contacto directo con 

los órganos dentarios es uno de los métodos más efectivos para eliminar las 

bacterias residuales de los conductos radiculares, dado que resulta difícil eliminar 

las bacterias anaerobias obligadas que permanecen dentro de los túbulos 

dentinarios de la dentina interadicular. Los antibióticos más utilizados que 

conforman esta pasta triple antibiótica son el metronidazol, el ciprofloxacino y la 

minociclina (38,39).  

 

El metronidazol es un antibiótico de amplio espectro que pertenece al grupo de los 

nitroimidazoles. Los nitroimidazoles son profármacos que se activan mediante una 

reacción reductiva (reducción del grupo nitro) en condiciones de baja oxigenación. 

Suelen utilizarse para desencadenar efectos antibacterianos o antiparasitarios. Este 

fármaco posee un amplio espectro, reporta un mecanismo de acción bactericida y 

se emplea en la cavidad oral contra bacterias anaerobias obligadas. Sin embargo, 

se ha demostrado que el metronidazol, por sí solo, a concentraciones superiores a 

100 μg/mL, no es capaz de eliminar todas las bacterias presentes en una lesión de 

caries profunda. Por ello, se ha sugerido el uso de otros fármacos con acción 

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

 

El ciprofloxacino pertenece a la nueva generación de quinolonas llamadas 

fluoroquinolonas relacionadas en su estructura con el ácido nalidíxico, su principal 

mecanismo de acción es la inhibición del ADN girasa bacteriana, es un fármaco con 

acción 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 generación. Una de sus 

principales desventajas es que su uso prolongado puede provocar pigmentación en 

los órganos 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 acción bacteriostático 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, específicamente a la subunidad ribosomal 30S, y, 

una vez unida, interfiere con la unión del aminoacil-ARNt, directamente sobre el 

ARN de transferencia. Es soluble en lípidos y presenta pocos efectos secundarios 

(42,43).  

 

Se ha reportado previamente que la combinación de estos tres antibióticos 

(metronidazol, ciprofloxacino y minociclina) en forma de pasta triple antibiótica, 

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 lesión preciapical (44).  

 

Su modo de preparación se describe de la siguiente manera: 

1. Eliminación del recubrimiento entérico de los antibióticos. 

2. Con un mortero se pulverizan y se mezclan en la misma cantidad de cada 

fármaco en proporción 1:1:1 (metronidazol/ciprofloxacino/minociclina)  

3. Los fármacos 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 odontológico aplicada en el control y prevención de 

caries mínimamente invasiva específicamente sobre las lesiones de mancha blanca 
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es la aplicación tópica de agentes remineralizantes, como el flúor, 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, además de poseer una de las propiedades más 

estudiadas por su capacidad remineralizante en el esmalte y en la dentina, ya que 

la remineralización dentinaria implica la regeneración de una nueva matriz de fibras 

colágenas y la formación de cristales de hidroxiapatita que protegen el complejo 

dentino-pulpar (46,47).  

 

Otro de los agentes antibacterianos comúnmente utilizado como agente 

remineralizante además de destacar por su empleo como irrigante endodóntico es 

la clorhexidina (CHx), ya que a distintas concentraciones logra un control químico 

que ofrece frente a la formación de cualquier biopelícula de origen bacteriano, 

gracias a su capacidad bactericida y bacteriostática, además de su baja 

citotoxicidad (48–50).  

 

1.19 Sistemas adhesivos utilizados en ortodoncia  

Durante más de tres décadas, se ha realizado una extensa investigación sobre el 

proceso de cementación de la aparatología fija en la superficie del esmalte dental, 

utilizando diversos tipos de cementos, como los ionómeros de vidrio y los sistemas 

adhesivos, con el objetivo de optimizar la retención mecánica y garantizar la 

biocompatibilidad. Sin embargo, para que un sistema adhesivo sea considerado 

idóneo, debe cumplir con una serie de criterios clínicos fundamentales, entre los 

cuales se destacan: 

1. Fácil manipulación  

2. De fácil acceso 

3. Una buena relación costo-beneficio (51,52).  
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La adhesión de materiales dentales (resinas, aparatología fija, restauraciones 

directas) al esmalte o a la dentina actualmente representa uno de los desafíos 

considerables que se presentan durante la práctica clínica 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 generación, que mostraban una eficacia limitada, baja durabilidad y alta 

solubilidad. Durante la década de 1970, se implementó la técnica de grabado ácido 

mediante el uso de un gel a base de ácido fosfórico, con el propósito de establecer 

una retención micromecánica. Sin embargo, esta técnica no se generalizó hasta la 

década de 1990, con la aparición de los sistemas adhesivos de cuarta generación, 

caracterizados por la aplicación de técnicas de grabado selectivo tanto en esmalte 

como en dentina. Posteriormente, estos sistemas se transformaron en adhesivos de 

quinta generación y actualmente se encuentran disponibles en versiones de 

sistemas autocondicionantes también conocidos como adhesivos de séptima 

generación, lo que simplifica el protocolo adhesivo al integrar el grado de ácido y el 

sistema adhesivo en un solo paso (53).  

 

En la actualidad, en ortodoncia, los sistemas adhesivos que utilizan un grabado 

ácido, específicamente ácido ortofosfórico al 37%, son los más empleados para 

realizar una adecuada cementación brackets en el esmalte. Esto se debe a que el 

ácido ortofosfórico elimina selectivamente el esmalte interprismático, creando una 

capa permeable y rugosa de entre 5 y 50 μm de profundidad, facilitando la 

penetración de la resina y favoreciendo un mecanismo de unión micromecánica 

efectivo (54,55).  

 

Uno de los cementos adhesivos a base de resina más utilizados en ortodoncia es 

Transbond XT (3M Unitek, Monrovia, CA, EE. UU.), este debe utilizarse según 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 ácido 

ortofosfórico evitando su desmineralización a largo plazo y es fácil de manipular, su 

matriz está compuesta por bismetacrilato de (1-metiletiliden)bis[4,1- fenilenxi(2-
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hidroxi-3,1-propanodiilo)], dimetacrilato de 2,2-etilendioxidietilo (TEGDMA) e 

hidroquinona (56).  

 

1.20 Nanotecnología 

La palabra "nano" se deriva del griego "nannos", que significa "enano".  Un 

nanómetro equivale a una millonésima parte de un metro (10−9m). La 

nanotecnología ha sido aplicada directamente a los nanomateriales en el campo de 

la salud, clasificándolos según sus dimensiones en: cero dimensional, 

unidimensional, bidimensional y tridimensional. Asimismo, a lo largo de los años se 

han investigado diversos tipos de nanoestructuras, como nanopartículas, 

nanoporos, nanotubos, nanorrellenos, nanoesferas, nanofibras y nanoanillos. 

Actualmente estas estructuras destacan por sus propiedades antibacterianas y 

citotóxicas, así como por su adecuada biocompatibilidad con los tejidos (57).  

 

1.21 Aplicaciones de la nanotecnología en odontología  

El uso de nanopartículas en odontología comenzó realizando estudios con resinas 

compuestas y acrílicas, aparatos ortodónticos y estudiando los componentes de 

relleno para reducir la contracción de las resinas y así mejorar sus propiedades 

mecánicas. Hoy se usan en todas las áreas, como la periodoncia, la endodoncia, la 

odontopediatría, la prótesis, la implantología y la cirugía maxilofacial (58). 

 

1.22 Nanopartículas orgánicas biodegradables  

Las nanopartículas orgánicas suelen ser metabolizadas y eliminadas por el 

organismo con el tiempo. Para liberar fármacos de forma controlada, se requiere 

una matriz polimérica que responda a la degradación química. Sin embargo, su 

capacidad de liberación 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 nanopolímeros biodegradables van a contribuir a la formación de 

nanopartículas orgánicas presentando una carga positiva en su superficie, que es 

capaz de interactuar de forma electrostática con la superficie negativa de la pared 

celular bacteriana interrumpiendo la permeabilidad de su membrana, ingresando al 

citoplasma y desencadenando la salida del líquido intercelular por consecuente su 

muerte de la célula bacteriana (61).  

 

Parte de los polímeros más utilizados para la formación de nanopartículas orgánicas 

son:  

o PLGA  

o Ácido poliláctico 

o Dextrano  

o Quitosano 

o Grafeno (60). 

 

1.23 Nanopartículas de quitosano (CHNPs) 

El quitosano es un polímero catiónico formado por unidades de glucosamina N-acetil 

β-(1,4)-ligadas por desacetilación de la quitina, y se encuentra de forma natural en 

los caparazones de los crustáceos; su estructura química está conformada por 

grupos hidroxilo y amino que se unen mediante enlaces covalentes mediante una 

reacción de amidación. 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 atracción electrostática sobre la membrana celular de bacterias, virus 

y hongos; también han sido utilizadas como transportadoras de fármacos y para la 

cicatrización de heridas (62–64).  

 

Existen diversos métodos para su obtención, entre ellos destacan la reticulación de 

la emulsión, la coalescencia de gotas de emulsión, la gelificación iónica o la 

coagulación del quitosano mediante el uso de soluciones de ácido acético o de 

tripolifosfato de sodio en diferentes concentraciones, las cuales, en conjunto, 
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conforman un complejo polimérico biológicamente activo, altamente biocompatible 

y biodegradable (62).  

 

En odontología han sido estudiadas con el objetivo de ser aplicadas como vehículo 

para la administración de ciertos antibióticos como doxiciclina, amoxicilina con ácido 

clavulánico, clindamicina y ciprofloxacino, aplicadas como medicación intraconducto 

debido a que han demostrado una buena penetración en los conductos radiculares, 

asegurando una liberación prolongada del fármaco y disminuyendo la dosis 

terapéutica administrada (63,64).  

 

1.24 Nanopartículas de PLGA 

El ácido poliláctico-co-glicólico (PLGA) es un poliéster alifático aprobado por la FDA, 

formado por ácido poliláctico y ácido poliglicólico. Actualmente, es uno de los 

polímeros sintéticos más utilizados en el ámbito farmacéutico, gracias a su 

liberación controlada, biocompatibilidad, biodegradabilidad y alta estabilidad. 

Además, se destaca por sus propiedades mucoadhesivas, producto de las 

interacciones electrostáticas con el epitelio gingival. Su síntesis es sencilla, 

mantienen una buena actividad antibacteriana y reportan bajos efectos citotóxicos. 

La obtención del PLGA se realiza mediante técnicas como evaporación o extracción 

del solvente de la emulsión, precipitación salina, nanoprecipitación, emulsificación 

de membrana y tecnología de microfluidos, utilizadas en la encapsulación de 

medicamentos hidrófobos (65,66).  
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2. Planteamiento del problema 

La caries dental surge por la interacción entre la agresión ácida de la biopelícula 

bacteriana y la susceptibilidad del tejido dental. Las lesiones incipientes comienzan 

en el esmalte y se expresan como lesiones de mancha blanca, su aparición es más 

frecuente en pacientes con aparatología ortodóntica fija, debido a la acumulación 

bacteriana en zonas de difícil acceso cambios en la composición de la saliva y la 

formación de superficies irregulares ocasionadas por un excedente de adhesivo en 

el momento de la cementación de los brackets. Clínicamente, estas lesiones pueden 

observarse a partir de las dos semanas en las que la biopelícula 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 etiológicos involucrados en la formación de 

caries, se destaca al Streptococcus mutans por su capacidad para establecer 

diversas interacciones en su superficie que facilitan la formación de una biopelícula 

de carácter polimicrobiano en el esmalte, lo que puede desencadenar una 

hipersensibilidad dentinaria al exponer la dentina subyacente. No obstante, la 

invasión bacteriana a través de los túbulos dentinarios induce a una respuesta 

inmunitaria y su persistencia desencadena una inflamación pulpar que evoluciona a 

una necrosis por descomposición séptica en ausencia de un tratamiento oportuno; 

actualmente el tratamiento de elección a ese grado de avance es la endodoncia que 

involucra un desbridamiento del tejido pulpar y desinfección de los conductos 

radiculares mediante irrigantes  de uso endodóntico 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 aplicación de nanopartículas poliméricas cargadas en la matriz orgánica de los 

adhesivos de uso ortodóntico o aplicadas irrigantes de uso endodóntico es compleja 

debido a las limitaciones que se reportan respecto a su efecto antibacteriano y efectos 

citotóxicos por lo que en este proyecto de investigación se pretende sintetizar 

nanopartículas orgánicas 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 endodóntico es indispensable eliminar parte de los 

microorganismos patógenos que conforman las diferentes biopelículas de origen 

bacteriano sin provocar efectos citotóxicos severos. 

 

Por lo anterior se plantean las siguientes preguntas de investigación:  

 

¿La incorporación de nanopartículas de quitosano cargadas con metronidazol, 

ciprofloxacino y minociclina aplicadas como irrigante endodóntico presentan efecto 

antibacteriano contra Enterococcus faecalis y una citotoxicidad media en células 

madre de la pulpa dental humana? 

 

¿La interacción de nanopartículas de PLGA cargadas con quitosano y clorhexidina 

aplicadas en un adhesivo de uso ortodóntico presentan efecto antibacteriano en 

Streptococcus mutans y una citotoxicidad media en fibroblastos gingivales? 
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3. Justificación 

En el campo de la odontología moderna, el control de la caries dental sigue siendo 

uno de los principales retos clínicos, especialmente en áreas como la ortodoncia y 

la endodoncia, donde el desarrollo de distintas biopelículas de origen bacteriano 

compromete la eficacia de los tratamientos y la preservación de la estructura 

dentaria. Bacterias como Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis, están 

ampliamente documentadas como agentes etiológicos clave en la formación 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 biopelículas que les confieren cierta resistencia a los agentes 

antibacterianos. En respuesta a estas problemáticas, se han propuesto diversas 

estrategias terapéuticas, entre las cuales destaca la aplicación tópica de fármacos, 

como antibióticos o antisépticos, con el fin de controlar la proliferación bacteriana. 

Por tanto, resulta esencial el desarrollo de sistemas de liberación controlada que 

permitan una administración localizada, prolongada y eficaz de estos agentes 

antimicrobianos (72–77).   

 

En este contexto, la nanotecnología ha emergido como una alternativa 

prometedora. Las nanopartículas de quitosano o ácido poli(láctico-co-glicólico) han 

demostrado ser eficientes en la incorporación y liberación de fármacos, 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 remineralización dental, 

mientras que el PLGA se ha utilizado ampliamente en sistemas de liberación de 

fármacos debido a su comportamiento de degradación controlado. Por estas 

razones, la presente investigación se enfoca en la síntesis y aplicación de 

nanopartículas de PLGA cargadas con quitosano y clorhexidina, incorporadas en 

adhesivos de uso ortodóntico, así como la síntesis de nanopartículas de quitosano 

cargadas con antibióticos de amplio espectro (metronidazol, minociclina y 

ciprofloxacino) aplicadas como irrigante endodóntico. 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 científica sobre la aplicación de 

estos sistemas en el ámbito clínico odontológico aún es limitada, esta propuesta 

representa una contribución relevante al conocimiento actual, abriendo nuevas 

posibilidades para el diseño de materiales dentales bioactivos con capacidades 

antimicrobianas mejoradas. En última instancia, la implementación de estos 

sistemas podría traducirse en un impacto clínico positivo mediante la prevención de 

lesiones cariosas asociadas a aparatología 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. Hipótesis 

4.1 Fase 1 

Hipótesis de Trabajo 

- La interacción de las NPs-PLGA cargadas con quitosano y clorhexidina 

aplicadas en un adhesivo de uso ortodóntico mostrarán efecto antibacteriano 

frente a Streptococcus mutans y una citotoxicidad moderada en fibroblastos 

gingivales. 

Hipótesis Nula 

- La interacción de las NPs-PLGA cargadas con quitosano y clorhexidina 

aplicadas en un adhesivo de uso ortodóntico no mostrarán efecto 

antibacteriano frente a Streptococcus mutans y una alta citotoxicidad en 

fibroblastos gingivales.  

4.2 Fase 2 

Hipótesis de Trabajo 

- Las nanopartículas de quitosano cargadas con metronidazol, ciprofloxacino y 

minociclina aplicadas como irrigante endodóntico mostrarán mayor efecto 

antibacteriano en Enterococcus faecalis y efectos citotóxicos moderados en 

células madre de la pulpa dental humana.  

Hipótesis Nula 

- Las nanopartículas de quitosano cargadas con metronidazol, ciprofloxacino y 

minociclina aplicadas como irrigante endodóntico no mostrarán efecto 

antibacteriano en Enterococcus faecalis y presentarán altos efectos 

citotóxicos 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 ortodóntico para incrementar su efecto antibacteriano en 

Streptococcus mutans y evaluar su citotoxicidad en fibroblastos gingivales  

 Objetivos específicos: 

o Sintetizar nanopartículas de PLGA 

o Sintetizar nanopartículas de PLGA cargadas con quitosano y clorhexidina.  

o Realizar la caracterización de las nanopartículas y evaluar, mediante 

espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), la presencia de 

grupos funcionales del PLGA y de los antisépticos.  

o Realizar la caracterización de las nanopartículas, evaluar su morfología con el 

microscopio electrónico de barrido (SEM) e identificar y cuantificar compuestos 

mediante la absorción de luz en la región ultravioleta y visible mediante 

espectroscopía ultravioleta-visible (UV-VIS). 

o Determinar la concentración mínima inhibitoria y las zonas de inhibición 

bacteriana de las NPs-PLGA y compararlas al ser cargadas con los antisépticos 

en Streptococcus mutans. 

o Determinar la concentración mínima inhibitoria y las zonas de inhibición 

bacteriana del adhesivo Transbond XT cargado con las NPs-PLGA y 

compararlas al ser cargadas con los antisépticos en Streptococcus mutans. 

o Evaluar la citotoxicidad de las NPs-PLGA y compararla al cargarlas con los 

antisépticos (quitosano y clorhexidina) en fibroblastos gingivales (HGF).  

o 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. 

 

 

 

 



 
28 

 

      5.2 Fase 2  

Objetivo general: 

o Desarrollar nanopartículas de quitosano cargadas con metronidazol, 

ciprofloxacino y minociclina aplicadas como irrigante endodóntico para 

incrementar su efecto antibacteriano en Enterococcus faecalis y evaluar su dosis 

citotóxica media en células madre de la pulpa dental humana.   

 Objetivos específicos: 

o Sintetizar nanopartículas de quitosano (CHNPs) con y sin temperatura en su 

agitación. 

o Sintetizar CHNPs cargadas con metronidazol, ciprofloxacino y minociclina.  

o Realizar y evaluar mediante espectroscopía infrarroja por transformada de 

Fourier (FTIR) la presencia de grupos funcionales de las CHNPs y de los 

antibióticos. 

o Realizar la caracterización de las nanopartículas e identificar y cuantificar 

compuestos a través de la absorción de luz en la región ultravioleta y visible 

mediante espectroscopía ultravioleta-visible (UV-VIS). 

o Determinar la concentración mínima inhibitoria y las zonas de inhibición 

bacteriana de las CHNPs, y compararlas con las obtenidas al cargarse con 

antibióticos en Enterococcus faecalis. 

o Evaluar la citotoxicidad de las CHNPs y compararlas al cargarlas con los 

antibióticos (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 Diseño de estudio  

- Experimental, in vitro 

 

El estudio se llevó a cabo en el Laboratorio de Investigación Interdisciplinaria del 

área de Nanoestructuras y Biomateriales, ENES – Unidad León, 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 4x105cel/ml de HGF 

ATCC: CRL-2014. 

- Difusión en agar: 36 cajas Petri con agar Mueller Hinton  

- Microdilución:  9 platos de 96 pocillos a densidades de 1x104 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 selección  

 Criterios de inclusión 

- Especie bacteriana Streptococcus mutans (ATCC: 25175). 

- Fibroblastos gingivales (ATCC: CRL-2014) a una densidad mínima de 

4x105 cel/ml para las pruebas de citotoxicidad. 
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 Criterios de exclusión  

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

pruebas de citotoxicidad. 

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

preparación inicial al comienzo del estudio.   

 Criterios de eliminación  

- Medios de cultivo contaminados o sin crecimiento bacteriano o celular     

6.1.5 Variables de estudio 
  

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

 

 
 
 

Variable Definición conceptual Definición operacional Tipo de 
variable 

Escala de 
medición 

 
 

Efecto antibacteriano 
 

 
Acción de impedir el crecimiento 
bacteriano que desencadena un 

desequilibrio metabólico. 

Ensayo de difusión en agar  
Zona alrededor del pozo que 

no provoca crecimiento 
bacteriano  

Cuantitativa Continua   
  

Ensayo de microdilución  
Inhibición y cuantificación de la 

bacteria a analizar. 

Cuantitativa  Continua  

Citotoxicidad   Efecto o capacidad que expresa una 
sustancia para provocar un daño 

celular provocado por la acción de 
anticuerpos específicos.  

Análisis de viabilidad celular 
mediante un ensayo de MTT   

 

Cuantitativa  Continua   

 
 
 
 
 
 
 

Caracterización de las 
nanopartículas  

 

Espectroscopia infrarroja por 
transformada de Fourier (FTIR) 

Conjunto de átomos que presentan 
una estructura determinada y ciertas 

características de los compuestos 
que los conforman  

FTIR 
Cambios en los enlaces 

químicos y grupos funcionales 
de las nanopartículas  

Cuantitativo  Continuo  

Microscopia electrónica de barrido 
(SEM) 

Técnica de microscopia eficaz capaz 
de generar imágenes de alta 

definición utilizando interacciones 
electrón-materia.  

SEM 
La interacción del haz de 

electrones al reaccionar con la 
muestra genera diferentes 

señales que se transforman en 
imágenes de alta resolución  

Cualitativa Nominal   

Espectroscopia ultravioleta- 
visible 

(UV-VIS)  
 Absorbancia en la región UV-VIS 
basada en la ley de Beer-Lambert.  

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 

Cuantitativa  Continua  
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Variables independientes de la Fase 1 
                                         

Tabla 3. Se muestran las variables independientes. 
 
 

 

6.1.6 Procedimiento 

Desarrollo de la investigación Fase 1  

Síntesis de las NPs-PLGA  

La síntesis de las NPs-PLGA se llevó a cabo mediante el método de doble emulsión-

evaporación del disolvente (W1/O/W2). Se disolvieron 10 mg de los antisépticos a 

analizar (clorhexidina y quitosano) por separado en 2 mL de alcohol polivinílico 

(PVA) al 1 % (Sigma Aldrich, MO, USA) y se sonicaron con un 

homogeneizador ultrasónico (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 emulsión primaria se 

elaboró agregando w1 a la fase oleosa, sonicándose nuevamente a 250 W de 

potencia a 20 kHz durante 2 min. La emulsión secundaria (W2) se preparó 

incorporando 10 mL de PVA al 1% y se sonicó durante 2 min. Para evitar la 

coalescencia de la emulsión 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 nanopartículas 

fueron recolectadas y se colocaron en la centrífuga (Thermo Fisher ScientificTM, 

Alemania) a 10 000 rpm a 4 °C durante 20 min. Se lavaron y se almacenaron en 

refrigeración (79,80).  

Variable Definición conceptual Definición 
operacional 

Tipo de variable Escala de 
medición 

Clorhexidina Sustancia antiséptica de 
acción bactericida y fungicida  

 

Marca Sigma 
Aldrich  

Cualitativa  De razón 

Quitosano Poliéster biodegradable 
aprobado para uso humano 

utilizado para cargar fármacos 
 

Marca Sigma 
Aldrich 

Cualitativa  De razón 

(Plga) 
Ácido poliácido láctico-co-

glicólico 
 

Polímero sintético 
biocompatible y 

biodegradable que se utiliza 
en diversos productos 

farmacéuticos y dispositivos 
médicos 

Marca Sigma 
Aldrich 

Cualitativa   De razón 
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Elaboración 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 días posteriores a su elaboración (79).  

Caracterización de las NPs-PLGA  

Las NPs-PLGA una vez cargadas con los antisépticos se analizaron mediante FTIR 

en estado sólido para corroborar la presencia de los grupos funcionales de los 

compuestos orgánicos que se están analizando; SEM para generar imágenes de 

alta resolución 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 parámetros que determinen algunas de sus características 

específicas (81–83).  

Análisis Microbiológico  

Difusión 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 ebullición a 120 °C y tener una solución 

homogénea, se colocaron 20 mL en cada caja Petri (Thermo Scientific, Richardson, 

TX, EE. UU). Posteriormente, se elaboró 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 incubó 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 solución de NaCl al 0.85 %, y se mezclaron durante 

aproximadamente 15 seg en vórtex. Posteriormente se ajustó la disolución al 

patrón de turbidez 0.5 en la escala de McFarland en una cantidad aproximada 

de 1 a 1x106 UFC/mL, una vez lista la solución se colocaron aproximadamente 

140 μL 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 μL de las NPs cargadas 

con los antisépticos y el adhesivo de uso ortodóntico (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 inhibición con la ayuda de un vernier electrónico digital (Control 

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

 

 

 

Figura 1.  Representación esquemática del ensayo de difusión en agar 

Fuente: Propia 
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Tabla 4.   Desglose de los grupos de estudio y grupos control para el ensayo de difusión en agar por caja Petri 

 

 

Ensayo de microdilución  

Para realizar la determinación de la concentración mínima inhibitoria bacteriana de 

la cepa de S mutans (ATCC: 25175) con las NPs-PLGA cargadas con antisépticos 

de uso odontológico e inmersas en el adhesivo, se realizó el ensayo de 

microdilución actualmente aceptado por la organización internacional de 

estandarización “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI-M27-A3-2008). 

(86,87) 

 

La preparación del caldo consistió en disolver 21 gramos de Broth Mueller-Hinton 

(Sigma-Aldrich No. CAS 9005-25-8) en 1000 ml de agua destilada mezclándose 

mediante agitación magnética (IKA Works, Wilmington, USA) a 120 °C durante 15 

min, esterilizándose en la autoclave (M-2540M semiautomático Tuttnauer 23 L). 

Numeración en la caja Grupos Descripción 

NPs-PLGA + Clorhexidina sin adhesivo   

1 Control + Clorhexidina 

2 Control - Agua desionizada estéril 

3 Grupo 1 

Grupo 2 

NPs-PLGA  

4 Nps-PLGA-Clorhexidina   

5 Grupo 3 Adhesivo de uso ortodóntico  

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 ortodóntico  

NPs-PLGA + Clorhexidina inmersas en adhesivo de uso ortodóntico  

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 ortodóntico  

1 Control + Quitosano  

2 Control - Agua desionizada estéril 

3 Grupo 1 NPs-PLGA 

4 Grupo 2 NPs-PLGA-Quitosano  
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Posteriormente, se elaboró el cultivo joven de S. mutans; apoyándose en el uso de 

un asa estéril, se tomaron 3 a 4 colonias bacterianas con la misma morfología, 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 preparó 

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 solución 

dejándose en agitación 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 

incubación del overnight se realiza un ajuste en la disolución de la bacteria tomando 

nuevamente 10 ml de Broth y 1 mL del overnight, con ayuda del densitómetro 

(Grant Instruments DEN-1B, Cambridgeshire, UK) se ajustó al patrón de turbidez 

0.5 en la escala de McFarland en una cantidad de 1 a 1x104 UFC/mL, una vez 

lista la solución se colocaron 100 µL de medio con bacteria. Todos los pocillos 

contienen un total de 200 µL, como se ilustra en la Figura 2; los platos fueron 

incubados a 37 °C durante 24 h a 120 rpm.  Para realizar la cuantificación 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 µL 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 aspiró de nuevo la solución de MTT y 

se colocaron 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO, Karal, Guanajuato, México) para 

realizar las lecturas en el espectrofotómetro (Thermo Fisher Scientific, Inc., 

Waltham, MA, EE. UU.) a una absorbancia  de 600 nm. (88–90). Parte de la 

metodología empleada en este ensayo se ilustra en la Figura 3.   
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Figura 2. Diagrama de los platos, pocillos y grupos de estudio que se analizarán para el ensayo de 

microdilución. 

 

 

Figura 3. Representación del ensayo de microdilución 

Fuente: Directa (propia)  

 

 

Inhibicion 
bacteriana   

Grupo control antisepticos (quitosano, clorhexidina)

48 pocillos 

NPs-PLGA 

24 pocillos 

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 

9 platos de 96 pocillos a 
densidades de 

1x104UFC/ml de

Streptococcus mutans 
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Ensayo de Citotoxicidad  

Los fibroblastos gingivales (HFG) se obtuvieron de las reservas establecidas del 

Laboratorio de Investigación Interdisciplinaria de Nanoestructuras y Biomateriales 

de ENES– Unidad León, UNAM y se almacenaron a -80 °C. Se cultivaron en Medio 

Mínimo 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) incubándose a 37 °C con 5% de CO2 y 95% de 

humedad relativa (Thermo Fisher ScientificTM).  Posteriormente, los HFG se lavaron 

con solución salina tamponada con fosfato y tripsina al 0.025 % durante 5 min y, 

para su conteo en la cámara de Neubauer, se les agregó 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 concentración de 4×105 

células/mL, y se incubaron en las mismas condiciones de cultivo previas a la 

realización de los ensayos de citotoxicidad (86,91).   

Elaboración de soluciones por contacto indirecto  

Para realizar las diluciones de las NPs-PLGA cargadas con los antisépticos 

inmersas en el adhesivo de uso ortodóntico (Transbond XT Supreme Low Viscosity 

Light Cure Adhesive, 3M, Monrovia, CA), se colocaron 20 µL del adhesivo en un 

tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril para evitar alguna contaminación bacteriana y se 

fotopolimerizó durante 20 s por lado. Posteriormente se agregó 1 mL de medio MEM 

estéril y se incubó 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 sólidos que generan extractos en ensayos celulares cultivados 

(86).  
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Figura 4. Representación del ensayo de citotoxicidad por contacto directo/indirecto 

Fuente: Propia  

 

Cuantificación 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 ortodóntico se evaluó colocando 

100 µl de las soluciones de NPs-PLGA en distintas diluciones de 100% al 0%, para 

los controles negativos se mantuvieron únicamente las líneas celulares con medio 

de cultivo, con un volumen final de 200 µL 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 evaluó la viabilidad celular y se agregaron 100 µL de MTT 

(0.0002 g/ml en MEM frasco) incubándose nuevamente durante 6 h formando 

cristales de formazán que fueron disueltos con 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO, 

Karal, Guanajuato, México) y las densidades ópticas se midieron a con el 

Espectrofotómetro (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EE. UU) a una 

absorbancia de 570 nm durante 10 s (Figura 5) (86,88).  
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Figura 5. Diagrama de los platos, pocillos y grupos de estudio que se analizaron para realizar el 

ensayo citotoxicidad  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Citotoxicidad

Grupo control Antisepticos (quitosano, clorhexidina)

48 pocillos  

NPs-PLGA 

24 pocillos 

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 

9 platos de 96 
pocillos a 

densidades de 
4x105 células/ml

en HGF  
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Materiales y métodos 

6. 2 Fase 2  

6.2.1 Diseño de estudio  

- Experimental, in vitro  

 

El presente estudio se llevó a cabo, en el área de Nanoestructuras y Biomateriales, 

de la ENES – Unidad León, 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 4x105 cel/mL 

de hDPSC de aislado clínico de paciente.  

- Difusión en agar: 180 cajas Petri con agar Mueller Hinton  

- Microdilución:  9 platos de 96 pocillos a densidades de 1x104 UFC/mL de 

Enterococcus faecalis de aislado clínico 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 selección  

Criterios de inclusión 

- Especie bacteriana Enterococcus faecalis, aislado clínico de paciente. 

- Células madre de la pulpa dental humana de aislado clínico de paciente a 

una densidad celular mínima de 4x105 cel/ml para las pruebas de 

citotoxicidad. 
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Criterios de exclusión  

- Platos que no cuenten con la densidad celular estandarizada para los 

ensayos de citotoxicidad.  

- Antibióticos que, en su etiquetado, reporten una fecha de caducidad anterior 

a 6 meses a partir de la preparación inicial al comienzo del estudio.  

 Criterios de eliminación  

- Medios de cultivo que se encuentren contaminados (ensayo de difusión en 

agar, microdilución y citotoxicidad)  

 
   6.2.5 Variables de estudio  

 
 Variables dependientes de la Fase 2  

Tabla 5. Se muestran las variables dependientes 

 

Variable Definición conceptual Definición operacional Tipo de 
variable 

Escala 
de 

medición 

 
 
 

Efecto 
antibacteriano  

 
Acción que impide el crecimiento 

de patógenos. 

Ensayo de difusión en agar  
Zona específica que se 

observa alrededor del pozo en 
la que no se produce 

crecimiento bacteriano  

Cuantitativa  Continua  

Ensayo de microdilución  
 Destaca por la inhibición y 

cuantificación de la bacteriana 
 

Cuantitativa  Continua  

Citotoxicidad Daño celular provocado por la 
acción de anticuerpos 

específicos y del complemento, o 
por células citotóxicas. 

Análisis de viabilidad celular 
mediante un ensayo de MTT   

 

Cuantitativa  Continua  

 
 
 

 
Caracterización de 
las nanopartículas  

 

Espectroscopia infrarroja por 
transformada de Fourier (FTIR) 

Conjunto de átomos que constituyen 
una estructura determinada y que 

presentan características específicas 
en los compuestos orgánicos.  

FTIR 
Cambios que se reportan 

específicamente en los grupos 
funcionales de las 

nanopartículas.  

Cuantitativo  Continuo  

 Espectroscopia ultravioleta- 
visible 

(UV-VIS) 
Absorbancia en la región UV-VIS. 

UV-VIS 
Reporta la longitud de onda de 
luz UV o visible de una muestra 
que absorbe o transmite a una 

longitud de onda.  

Cuantitativa  Continua  
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Variables independientes de la Fase 2 
 

Tabla 6. Se muestran las variables independientes. 
 

 

6.2.6 Procedimiento 

Desarrollo de la investigación Fase 2  

Elaboración de las nanopartículas de quitosano (CHNPs)  

La síntesis de nanopartículas de quitosano (CHNPs) se realizó mediante el método 

de gelificación iónica. Utilizando 1 g de quitosano (Sigma Aldrich, MO, USA) en una 

solución de ácido acético al 1 % (Sigma Aldrich, MO, USA) en agitación magnética 

(IKA Works, Wilmington, USA) durante 24 h a 350 rpm; realizando una síntesis 

inicial de quitosano sin temperatura (s/t) y otra síntesis con temperatura (c/t) de 50-

60 ºC en su agitación; se preparó una  segunda solución de 10 ml/5mg 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 

hidróxido de sodio (NaOH).  Posteriormente se elaboraron las soluciones stock de 

los antibióticos 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 μm en agitación durante 40 min a 

350 rpm (92–95).  

 

 

Variable Definición conceptual Definición 
operacional 

Tipo de 
variable 

Escala de 
medición 

Metronidazol Eficaz contra anaerobios Gram - inhibidor 
de isoenzimas específicas del citocromo 

P450 obligados estrictos 
 

Metronidazol 
Sigma Aldrich 

Cualitativa 
 

De razón 

Minociclina Tetraciclina sintética de segunda 
generación 

Minociclina 
Sigma Aldrich 

Cualitativa 
 

De razón 

Ciprofloxacino Inhibición de la topoisomerasa IV y la DNA-
girasa bacterianas 

Ciprofloxacino 
Sigma Aldrich 

Cualitativa 
 

De razón 

Quitosano Poliéster biodegradable aprobado para uso 
humano utilizado para cargar fármacos 

 

Quitosano 
Sigma Aldrich 

Cualitativa De razón 
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Caracterización de las CHNPs 

Las CHNPs cargadas con los antibióticos se analizaron FTIR, para confirmar la 

presencia de los grupos funcionales orgánicos y obtener información molecular más 

detallada, y UV-VIS para determinar la longitud de onda de luz UV o visible (96–98).  

Análisis Microbiológico  

Difusión en Agar  

Preparación 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 almacenándose en refrigeración (87,99).   

Elaboración 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 clínico de paciente y se incubaron 

a 37 °C durante 24 h (87,99).  

Técnica de difusión en pozos   

Se preparó una solución estéril de NaCl al 0.85 % y se agregaron 10 mL en un 

tubo de ensayo estéril; previa a la elaboración del cultivo joven, se tomaron 

varias microcolonias, las cuales se suspendieron en la solución. Posteriormente 

se ajustó la disolución al patrón de turbidez 0.5 en la escala de McFarland con 

la ayuda del densitómetro (Grant Instruments DEN-1B, Cambridgeshire, UK) en 

una cantidad aproximada de 1x106 UFC/ml, una vez lista la solución se colocaron 

aproximadamente 140 μL de E. faecalis de aislado clínico 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 

en la Tabla 7, y se colocaron 20 μL en cada pozo por cada fármaco, colocándose 

en la incubadora (VORTEMP 1550 LABNET, New Jersey, USA) durante 24 h para 

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

por caja 

Numeración en la 

caja 

Grupos Descripción 

Antibioticos 

1 Control + Clorhexidina 

2 Control - Agua desionizada estéril 

3 Grupo 1 Minociclina 

4 Grupo 2 Ciprofloxacino 

5 Grupo 3 Metronidazol 

CHNPs 

1 Control + Clorhexidina 

2 Control - Agua desionizada estéril 

3 Grupo 1 CHNPs sin temperatura en su síntesis 

4 Grupo 2 CHNPs sin temperatura en su síntesis 

CHNPs + Minociclina con y sin temperatura en su síntesis 

1 Control + Clorhexidina 

2 Control - Agua desionizada estéril 

3 Grupo 1 CHNPs cargadas con Minociclina en proporción 1:0.5 

4 Grupo 2 CHNPs cargadas Minociclina en proporción 1:1 

5 Grupo 3 CHNPs cargadas con Minociclina en proporción 1:2 

 CHNPs + Ciprofloxacino con y sin temperatura en su síntesis 

1 Control + Clorhexidina 

2 Control - Agua desionizada estéril 

3 Grupo 1 CHNPs cargadas con Ciprofloxacino en proporción 1:0.5 

4 Grupo 2 CHNPs cargadas con Ciprofloxacino en proporción 1:1 

5 Grupo 3 CHNPs cargadas con Ciprofloxacino en proporción 1:2 

 CHNPs + Metronidazol con y sin temperatura en su síntesis 

1 Control + Clorhexidina 

2 Control - Agua desionizada estéril 

3 Grupo 1 CHNPs cargadas con Metronidazol en proporción 1:0.5 

4 Grupo 2 CHNPs cargadas con Metronidazol en proporción 1:1 

5 Grupo 3 CHNPs cargadas con Metronidazol en proporción 1:2 

 

 

 

 

 

 

 

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

Fuente: Propia 
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Ensayo de microdilución  

Para determinar la concentración mínima inhibitoria bacteriana en E. faecalis de 

aislado clínico de paciente con las CHNPs cargadas con antibióticos, se 

comenzó con la preparación del caldo Broth en el cual se disolvieron 21 g de 

Müeller-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 esterilizó en la autoclave (M-2540M semiautomático Tuttnauer 

23 L) (88).  

Elaboración 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).  

Preparación de overnight  

Se preparó 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, dejándose en agitación a 120 rpm durante 16 h a 37 °C (88).  

 

Ensayo de microdilución  

Posteriormente se ajustó la disolución de la bacteria al patrón de turbidez 0.5 en 

la escala de McFarland en una cantidad aproximada de 1x104 UFC/mL, una vez 

lista la solución se colocaron 100 µL de medio y 100 µL de las CHNPs con los 

antibióticos, en concentraciones del 100 % al 0 % con un total 200 µL 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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Figura 7. Diagrama de los platos, pocillos y grupos de estudio que se analizarán en el ensayo de 

microdilución. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Representación de las concentraciones utilizadas por pocillo en cada plato de 96 pocillos 

para el ensayo de microdilución. 

Fuente: Propia 

 

 

 

 

 

 

Inhibición 
bacteriana   

Antibióticos (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

54 pocillos 

NPS de Quitosano con y sin temperatura  con Ciprofloxacino

54 pocillos 

NPS de Quitosano con y sin temperatura con Metronidazol

54 pocillos 

Control + Clorhexidina 

54 pocillos 

Control - Bacteria (Enteroccocus faecalis) 

54 pocillos 

9 platos de 96 
pocillos a 

densidades de 
1x104UFC/ml de

Enterococcus 
faecalis
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Cuantificación bacteriana  

Se espiró el contenido de los pocillos y se colocaron 100 µL 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 aspiró nuevamente y se agregaron 100 µL de dimetilsulfóxido 

(DMSO, Karal, Guanajuato, México) en cada pocillo para poder tomar las lecturas 

de densidad óptica a través  de un espectrofotómetro (Thermo Fisher Scientific, Inc., 

Waltham, MA, EE. UU); ver Figura 9, a una absorbancia de 570 nm (88).  

 

Figura 9. Espectrofotómetro para medir la absorbancia en la región UV-VIS.  

Fuente: Propia. 
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Ensayo de citotoxicidad  

La obtención de las células pulpares (hDPSC) fue de las reservas establecidas del 

Laboratorio de Investigación Interdisciplinaria de Nanoestructuras y Biomateriales  

se almacenaron a  -80°C y se cultivaron en medio de cultivo esencial mínimo 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-1 de penicilina 

G y 10 000 mg/ml− 1 de estreptomicina, Sigma-Aldrich, México) y glutamina al 1 % 

(Glutamax, Massachusetts, USA) incubándose a 37 °C con 5 % de CO2 y 95 % de 

humedad relativa (Thermo Fisher ScientificTM). Las hDPSC se lavaron 

posteriormente con solución salina tamponada y tripsina al 0.025 % durante 4-5 

minutos y se añadió medio de cultivo fresco. Para realizar el conteo celular, se 

agregaron 10 µL sobre el hematocitómetro y se colocó en la cámara de Neubauer. 

Las hDPSC fueron inoculadas en 09 platos de 96 pocillos, como se observa en la 

Figura 10, a una densidad celular de 4×104 células/mL y  se incubaron durante 24 

h (86,100).  

 

 

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

ensayo citotoxicidad 

 

  

 

Citotoxicidad

Grupo control Antibióticos (minociclina, ciprofloxacino, metronidazol)

24 pocillos  

Grupo control de NPS de quitosano con y sin temperatura 

24 pocillos 

NPS de Quitosano con y sin temperatura con Minociclina

24 pocillos 

NPS de Quitosano con y sin temperatura con Ciprofloxacino

24 pocillos  

NPS de Quitosano con y sin temperatura con Metronidazol 

24 pocillos  

9 platos de 96 
pocillos a 

densidades de 
4x105 células/ml

en hDPSC
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Cuantificación de la viabilidad celular 

Una vez ya inoculados 100 µL de medio con hDPSC en cada pocillo se agregaron 

100 µL de las CHNPs en diluciones del 100 % al 0 % (Figura 11), tomando en cuenta 

un volumen final de 200 µL por pocillo y como control negativo se utilizaron las líneas 

celulares  únicamente con medio de cultivo incubándose durante 24 h a 37 °C y 5 

% de CO2, una vez transcurridas las 24 h se realizó el ensayo de MTT (bromuro de 

tiazolilo azul tetrazolio) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) (0.0002 g/mL) para 

analizar la evaluación de la viabilidad celular, se incubaron durante 4 h para la 

formación de cristales de formazán que posteriormente se disolvieron con 100 µL 

de dimetilsulfóxido (DMSO, Karal, Guanajuato, México); las lecturas de la densidad 

óptica se realizaron a través de un  espectrofotómetro (Thermo Fisher Scientific, 

Inc., Waltham, MA, EE. UU)  a 570 nm durante10 s. Una vez analizado, se determinó 

la dosis citotóxica media (CC50) (86,100).  

 

 

 

 

 

 

 

 

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 1 y 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 Investigación para 

la Salud haciendo hincapié en su artículo 17 el cual considera los riesgos de la 

investigación, esta investigación se considera “sin riesgo”, debido a que se realizó 

in vitro y el material empleado ha sido aprobado por las instancias correspondientes 

de cada país donde se produce. Además, el presente estudio se llevará a cabo en 

el Laboratorio de Investigación Interdisciplinaria en el área de Nanoestructuras y 

Biomateriales de la ENES – Unidad León certificado de acuerdo con las normas 

ISO-9001:2015 e ISO 10993-5:1999. Para realizar las pruebas microbiológicas 

correspondientes a los ensayos de difusión en agar y microdilución, serán 

realizados en el área de Nanoestructuras y Biomateriales por las líneas establecidas 

en las normas NOM-010-STPS-2014, NOM-210-SSA1-2014 y por el Instituto de 

Estándares Clínicos y de Laboratorio (CLSI) M100 y M27-A3-2008 (101,102).   

El registro se realizó en la Comisión de Ética e Investigación en la Escuela Nacional 

de Estudios Superiores, Unidad León Guanajuato, con el número de registro: 

CEI_24_117_ S41.  
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6.8 Análisis estadístico 

El análisis estadístico para la Fase 1 y la Fase 2 se llevó a cabo una vez obtenidos 

los datos numéricos para cada prueba, se calculó el promedio y la desviación 

estándar y se identificó específicamente para las pruebas de citotoxicidad el nivel 

de citotoxicidad destacando su clasificación en base a el porcentaje de viabilidad 

celular:  

- 100-75%: No citotóxico 

-  74-50%: Ligeramente citotóxico 

-  49-25%: Moderadamente citotóxicos 

-   24-0%: Extremadamente citotóxico  

 

En caso de que las nanopartículas cargadas con los antibióticos o con los 

antisépticos reduzcan más del 50% de la viabilidad celular, se calculará la 

concentración citotóxica 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 corroboró la distribución de los datos se realizó un análisis de 

ANOVA de Una Vía (P≤0.05) con una prueba de Post-hoc de Tukey mediante el 

programa Prism versión 10.0 para Windows.  

 

Por último, se realizó un análisis descriptivo de los espectros obtenidos por las 

técnicas de FTIR, SEM Y UV-VIS.  
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7. Resultados 

 

Primer artículo (aceptado) 

 

 

Segundo artículo (enviado) 
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Tercer artículo (enviado) 

 

Capítulo del libro  
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8. Articulo: Resumen/Abstrac  

Primer articulo aceptado  
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Segundo artículo (enviado) 
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Tercer artículo (enviado) 
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9. Discusión 

Uno de los objetivos principales de esta investigación fue desarrollar nanopartículas 

poliméricas cargadas con distintos agentes antibacterianos comúnmente utilizados 

en odontología, incluidos antibióticos como el metronidazol, el ciprofloxacino y la 

minociclina, así como antisépticos como el quitosano y la clorhexidina. Estas 

nanopartículas se han desarrollado con un propósito el cual ha sido evaluar su 

eficacia antibacteriana frente a E. faecalis y S. mutans, microorganismos clave en 

la formación del biofilm tanto a nivel gingival como endodóntico, también, se ha 

considerado esencial que las nanopartículas cargadas con los distintos agentes 

farmacológicos mostraran una adecuada biocompatibilidad a nivel celular resultado 

de una citotoxicidad media a mínima frente a hDPSC y HGF con el fin de garantizar 

su potencial aplicación clínica. La relevancia de este enfoque en la presente 

investigación 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 

Análisis morfológico y caracterización de las NPs-PLGA 

Las pruebas de caracterización son indispensables para analizar las propiedades 

de las nanopartículas, como señalan Sadat Tabatabaei Mirakabad et al. (2014)  

(103). Las pruebas de SEM revelan la morfología y la distribución de las 

nanopartículas; las de FTIR evalúan la anarmonicidad espectral y el intercambio 

químico. En este estudio, el análisis mediante FTIR confirmó la unión exitosa de 

NPs-PLGA y sus interacciones con los antisépticos, lo cual coincide con los 

espectros reportados por Hassan Mohamed El-Said Azzazy et al. en 2021, que 

presentan picos característicos a 1076 cm⁻¹ (C-O) y 1721 cm⁻¹ (C=O), similares a 

nuestros hallazgos a 1084 cm⁻¹ y 1551 cm⁻¹ respectivamente. Lu et al. (2019) 

mencionan que existen picos característicos, principalmente de los grupos -NH₂ y -

OH, que, al mezclarse con los antisépticos, se superponen en sus espectros debido 

a una reacción de desplazamiento de los grupos hidrógeno (104). Asimismo, la 
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absorción por resonancia plasmónica superficial del espectro UV-Vis fue a 277 nm, 

encontrándose 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 

precisión las propiedades mecánico-cuánticas de las nanopartículas (105). 

Morfológicamente, las NPs-PLGA en el adhesivo de uso ortodóntico son esféricas. 

La carga con antisépticos (CHx-CH) y radicales provoca cambios estructurales, lo 

que resulta en enlaces irregulares y menos estables durante la fotopolimerización, 

alterando su morfología como lo reportaron Kamran et al., en 2022 (79).  

Inhibición bacteriana 

Las lesiones de mancha blanca destacan como una de las complicaciones clínicas 

más importantes durante el tratamiento de ortodoncia ya que se relaciona con la 

formación de superficies irregulares y por ende su desmineralización en el esmalte 

dental ocasionadas por un exceso de adhesivo durante el proceso de cementación 

de los brackets, como lo mencionan Budi et al., en 2022, afectando la composición 

de la saliva mediante la acumulación de una biopelícula ocasionada por una higiene 

deficiente (106).  

Algunos estudios han identificado al S. mutans como un microorganismo clave en 

la desmineralización del esmalte, debido a su capacidad de producir polisacáridos 

extracelulares, lo que subraya su relevancia en esta investigación. Sundararaj et al., 

2015 encontraron que la desmineralización 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 prevención durante el 

tratamiento (107). Este estudio evaluó la inhibición bacteriana de las NPs-PLGA, 

tanto en su forma libre como cargadas con antisépticos, en un adhesivo de uso 

ortodóntico (Transbond XT). La elección del método para evaluar la inhibición 

bacteriana es crucial según lo han reportado Salam et al., en 2023 ya que enfatizan 

el uso adecuado de métodos fenotípicos de referencia para una evaluación precisa 

de la inhibición bacteriana (108); Khan et al., en 2019 destacan que los ensayos de 

microdilución ofrecen ventajas sobre los ensayos de difusión en agar, como la 
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automatización, un menor riesgo de contaminación y una evaluación cuantitativa 

más objetiva (109). Si bien los ensayos de difusión en agar mostraron zonas de 

inhibición, no fue posible determinar la concentración óptima, a diferencia de los 

ensayos de microdilución, que proporcionaron datos específicos para establecer 

una mejor comparación. 

Khanal et al., en 2016, reportan que las NPs-PLGA son biocompatibles, presentan 

baja toxicidad y permiten la liberación sostenida de fármacos, como lo demuestran 

las NPs-PLGA en la presente investigación en su forma libre, al inhibir 

significativamente el crecimiento de S. mutans del 74.70 % al 49.94 % (110). Al 

añadirlas al adhesivo, se observaron efectos antimicrobianos similares, 

posiblemente debido a la difusión 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 odontología debido a la interacción de la carga 

catiónica que expresa el CH con las bacterias grampositivas, lo que respalda la 

liberación sostenida de antisépticos por las NPs-PLGA, en la presente investigación 

se reporta una inhibición bacteriana del 83.11 % a partir de 30 µg/mL utilizando 

Transbond XT (111). Las NPs-PLGA-CHx mostraron la mayor eficacia, con un 88.75 

% de inhibición 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 

adición de las NPs-PLGA-CHx al 25 % y al 50 % a Transbond XT mejoró la acción 

antimicrobiana sin comprometer sus propiedades mecánicas (79). 

La eficacia observada de las NPs-PLGA cargadas con antisépticos sugiere que 

podrían constituir un enfoque prometedor para prevenir el desarrollo de lesiones de 

mancha blanca durante el tratamiento ortodóncico. Estas nanopartículas, diseñadas 

para liberar antisépticos lentamente, pueden reducir el riesgo de desmineralización 

del esmalte, una problemática común en ortodoncia. Sin embargo, estos hallazgos 

indican que se requieren más investigaciones. Esto ayudará a ampliar las posibles 

aplicaciones de diversas estrategias antimicrobianas. 
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Citotoxicidad 

El estudio de las propiedades biológicas de los sistemas adhesivos en ortodoncia, 

en particular, sus efectos citotóxicos, 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 clínica de la cementación de brackets 

mediante adhesivos selectivos o autograbantes, que contienen monómeros 

hidrófobos (Bis-GMA, TEGDMA, UDMA) que promueven la reticulación, y 

monómeros hidrófilos que se unen al sustrato dental (112). Sin embargo, algunos 

monómeros pueden no polimerizar completamente, liberando monómeros 

residuales que pueden ser tóxicos a nivel celular; se ha reportado que los sistemas 

adhesivos que contienen una matriz orgánica de TEGDMA y Bis-GMA son los más 

citotóxicos. Goldberg, en 2008, observó que, tras la polimerización, la mayoría de 

los monómeros reaccionan, dejando del 1.5 % al 5 % de monómeros residuales, 

que aún pueden causar efectos celulares significativos (113). 

Geurtsen et al., 1998 descubrieron que la citotoxicidad de los monómeros residuales 

depende del material y del linaje celular, siendo especialmente sensibles el HGF y 

las hDPSC (114). El presente estudio demostró que los monómeros residuales del 

adhesivo cargado con NPs-PLGA, al entrar en contacto indirecto con los HGF, 

desencadenaron un efecto citotóxico 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 línea 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, 50 y 75 μg/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 citotóxica media (CC50) 

indica una citotoxicidad moderada, probablemente debida a la liberación de 
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monómeros residuales del adhesivo. El método de incorporación de las 

nanopartículas poliméricas a los sistemas adhesivos de uso ortodóntico depende 

de su concentración y del tipo de monómero, ya que afecta directamente la 

viabilidad celular, a pesar de que las nanopartículas sean incorporadas eficazmente 

a distintos linajes celulares. 

9.2 Fase 2  

Characterization de las CHNPs 

Una de las pruebas de caracterización utilizadas en el presente estudio se realizó 

mediante FTIR para observar y analizar la posible interacción entre el quitosano y 

los antibióticos. Korniienko et al. (2024) indicaron que el quitosano puede unirse a 

otras estructuras orgánicas debido a la distribución regular de sus grupos NH₂ (116). 

Al analizar las CHNPs en combinación con los antibióticos, es probable que los 

compuestos experimenten una ruptura de enlaces al mezclarse, ya que las 

moléculas con tres o más átomos pueden vibrar, estirarse o doblarse a niveles de 

energía específicos, como lo reportan Trivedi Mahendra y Ma D (117).  Sin embargo, 

a pesar de la similitud entre los espectros de CH y los antibióticos, estos compuestos 

conservan sus picos característicos; específicamente los grupos NH2 a 1568 cm-1 y 

1388 cm-1, 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-1 

después de su mezcla con CH, como informaron Hibbard et al. en 2023 (119); y 

para el metronidazol, el grupo sulfóxido (S=O) se observa a 1577 cm-1 como parte 

de sus picos característicos que confieran la presencia de dicho antibiótico, como 

informaron Golj et al. en 2025 (120). Sin embargo, se recomienda realizar 

resonancia magnética nuclear, como sugieren Ma D et al., para un análisis más 

preciso de las propiedades moleculares desde una perspectiva mecánico-cuánticas. 

Este estudio no se realizó, ya que la investigación se centró en el efecto 

antibacteriano y la citotoxicidad de las nanopartículas de CH en combinación con 

antibióticos; no obstante, este aspecto constituye una posible vía para futuras 

investigaciones. 
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Inhibición bacteriana  

Actualmente, existe una evolución constante en la investigación in vitro, con 

métodos cada vez más sofisticados para realizar pruebas de diagnóstico 

microbiológico e inhibir el crecimiento bacteriano o provocar la muerte bacteriana 

mediante la aplicación de agentes antibacterianos. De Almeida et al. reportaron en 

2020 que E. faecalis tiene una prevalencia del 90 % en casos de fracaso 

endodóntico, 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 concentración de NaOCl entre el 2 % y el 2.5 % 

debido a su eficacia antimicrobiana frente a E. faecalis. No obstante, esta 

concentración sigue siendo preocupante, ya que en entornos clínicos puede causar 

daño corrosivo a los instrumentos endodónticos, así como necrosis de tejidos 

blandos, como lo reportan Hung et al. 2023 (122). En este estudio, se realizó un 

ensayo de microdilución y se reporta una inhibición 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 penetración de algunos agentes 

antibacterianos, adherirse a superficies inorgánicas e invadir los túbulos 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 antibiótico más eficaz 

contra E. faecalis, en comparación con la minociclina y el metronidazol (124). Los 

resultados del ensayo de difusión en agar son consistentes con los hallazgos 

previamente descritos; a su vez el metronidazol es eficaz contra bacterias 

anaerobias; sin embargo, este estudio mostró un efecto antibacteriano reducido 

contra E. faecalis en el ensayo de difusión en agar, con resultados similares a los 

reportados por Chamorro-Petronacci et al. en 2022, quienes investigaron su efecto 

antibacteriano cuando se incorporó en mesoesporas de sílice (125).  Según Khan 

et al. (2019) el realizar un ensayo de microdilución ofrece ventajas sobre el ensayo 

de difusión en agar, expresando un menor margen de error y un menor riesgo de 

contaminación, lo que permite una evaluación objetiva y cuantitativa de la inhibición 
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bacteriana (109). La comparación de la inhibición bacteriana de las CHNPs con la 

de los antibióticos mediante ensayos de microdilución y difusión en agar revela 

diferencias significativas, lo cual constituye uno de los objetivos principales de este 

estudio. Estas implicaciones prácticas podrían tener un impacto significativo en el 

uso de antibióticos en microbiología. Un estudio reciente de Pascale et al. (2023) y 

de Belkadi R et al. (2024) concluyó que la irrigación con quitosano al 0.2 % suele 

ser tan eficaz como una solución 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 y 

antiinflamatorias (116). Sin embargo, es crucial considerar que cualquier biopelícula 

es de naturaleza polibacteriana, por lo que se requieren más 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 síntesis de CHNPs cargadas con antibióticos, ningún estudio ha 

reportado diferencias significativas en la inhibición bacteriana, como se evidenció 

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 

relación con los fármacos examinados en este estudio, y en facilitar el desarrollo de 

estrategias y medicamentos terapéuticos más seguros y eficaces. La combinación 

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 

antibióticos pueden esterilizar los conductos y, por lo tanto, se han investigado tanto 

individualmente como en combinación con biopolímeros biodegradables (128). 

Ahmed TA y Aljaeid BM informaron que el quitosano es el segundo polisacárido 

natural más abundante en la tierra y que, cuando se mezcla con ciertos fármacos, 

permite la formación de estructuras electrohiladas, abriendo así la posibilidad de 
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crear un nuevo sistema de administración de fármacos (129). En el ensayo de 

citotoxicidad realizado en este estudio, el ciprofloxacino y la minociclina mostraron 

una CC50 de 3.12 µg/mL, mientras que el metronidazol mostró una viabilidad celular 

entre 12.5 y 25 µg/mL en células madre de la pulpa dental humana.  Vouzara T et 

al. (2016) informaron que los irrigantes endodónticos 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 utilización de irrigantes 

endodónticos combinados con soluciones antibióticas o antisépticas surge de la 

necesidad de desarrollar nuevas estrategias de desinfección capaces de abordar 

las limitaciones inherentes a la instrumentación mecánica por sí sola. El NaOCl se 

es utilizado de manera frecuente en la práctica clínica odontológica por su 

capacidad para disolución del tejido pulpar a en diferentes concentraciones. Sin 

embargo, sus efectos citotóxicos siguen resultando preocupantes, como informaron 

Hung et al. (2023), ya que su extrusión accidental puede provocar necrosis de los 

tejidos adyacentes (122). Además, la irrigación alternada con NaOCl y CHx puede 

provocar la formación de un precipitado marrón 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 mecánicas y 

estructurales de la dentina, ya que su uso como nanotransportador biológico 

proporciona ventajas adicionales en su difusión a través de la biopelícula 

endodóntica (131). 

Alghofail M et al. (2024) analizaron la viabilidad y proliferación de células madre 

mesenquimales humanas (hMSC) utilizando un ensayo de azul alamar en andamios 

de quitosano-gelatina (CH-G) cargados con una formulación antibiótica de 

liberación lenta (Augmentin; 0.1 mg/mL), comúnmente utilizada en procedimientos 

endodóncicos regenerativos, y métodos de tinción (132). Observaron una buena 

viabilidad celular. En este estudio se analizan fenotipos celulares importantes, 

incluyendo la multipotencia y la capacidad de diferenciación 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 síntesis de CHNPs que contienen antibióticos, 

ningún estudio hasta la fecha ha reportado diferencias estadísticamente 

significativas en el aumento de la citotoxicidad en células hDPSC, como se 

demostró en este estudio. Esto subraya la importancia de emplear materiales 

orgánicos 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 nanotecnología se ha vuelto esencial en odontología, 

enfocándose en mejorar continuamente los materiales dentales, especialmente en 

sus propiedades antibacterianas y biológicas. La aplicación de nanopartículas 

poliméricas, como las de quitosano y PLGA destacadas en este estudio, han 

demostrado ser efectivas en la administración de fármacos 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 exposición de la dentina 

y causar una hipersensibilidad dentinaria que, si no se trata de manera oportuna, 

puede facilitar la invasión bacteriana a través de los túbulos dentinarios y, en casos 

extremos, conducir a necrosis por una invasión bacteriana. Esto subraya la 

importancia de investigar ambas áreas de la odontología, en especial en ortodoncia 

y endodoncia, ya que en ambas ramas resulta necesario un seguimiento adecuado 

para evitar la formación de una biopelícula polibacteriana y, por ende, su 

colonización 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 ortodóntico utilizados para la cementación de la 

aparatología fija, ya que presentan un buen efecto antibacteriano y una baja 

citotoxicidad, lo que mejora sus propiedades biológicas. Las NPs-PLGA-CHx 

mostraron la mayor actividad antibacteriana contra S. mutans tanto en ensayos de 

difusión en agar como en ensayos de microdilución; sin embargo, al incorporarlas 

al adhesivo de uso ortodóncico, presentaron una mayor citotoxicidad. Las NPs-

PLGA inhibieron eficazmente a S. mutans en el ensayo de microdilución; sin 

embargo, los resultados del ensayo de difusión en agar fueron menos favorables, lo 

que evidenció 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 

microdilución, mientras que los resultados del ensayo de difusión en agar fueron 

menos favorables. 
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10.2 Fase 2 

El quitosano se ha convertido en uno de los biopolímeros biodegradables más 

prometedores gracias a su citotoxicidad de moderada a baja, su buena actividad 

antibacteriana, su biocompatibilidad y su uso como transportador de fármacos. Su 

uso como irrigante endodóntico, combinado con antibióticos 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 ámbito. La combinación de CHNPs-ciprofloxacino mostró una excelente 

actividad antibacteriana contra E. faecalis tanto en el ensayo de difusión en agar 

como en el ensayo de microdilución, lo que la convierte en la mejor opción entre las 

nanopartículas analizadas para erradicar esta bacteria. La combinación de CH-NPs-

metronidazol suprimió eficazmente al E. faecalis en ensayos de microdilución y 

también presentó una menor citotoxicidad en hDPSC. Por el contrario, la 

combinación de CH-NPs-minociclina demostró mejores efectos antibacterianos que 

el quitosano simple en pruebas de microdilución, aunque presentó una mayor 

citotoxicidad; los resultados de difusión en agar fueron menos prometedores. Los 

cambios en la temperatura de síntesis no afectaron significativamente la actividad 

antibacteriana ni la citotoxicidad de las CHNPs, lo que indica la necesidad de 

realizar más investigación para optimizar su uso en endodoncia. Este estudio aporta 

información importante para las aplicaciones endodónticas y constituye un paso 

fundamental para futuras investigaciones. 

No obstante, es importante destacar que la aplicación de la nanotecnología en 

odontología sigue en constante evolución y, hasta la fecha, es relativamente poco 

explorada.  
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