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RESUMEN

Introducciéon: En endodoncia, existen multiples infecciones de origen
bacteriano, que provocan una enfermedad comun conocida como periodontitis
apical. Por consiguiente, el objetivo principal de los tratamientos en endodoncia
es tratar o prevenir el desarrollo de lesiones perirradiculares asociadas a esta
enfermedad, mediante la erradicacion del componente bacteriano durante la
preparacion quimio-mecanica. Sin embargo, la tasa de éxito de dientes con estas
lesiones alcanza un 85%, disminuyendo a un 68% en los retratamientos. En
consecuencia, existe una busqueda constante de nuevos materiales que puedan
contribuir a mejorar la tasa de éxito de la terapia endoddntica. Desde esta
perspectiva, basandonos en las beneficiosas propiedades y caracteristicas
antibacterianas y de biocompatibilidad de las nanoparticulas metdlicas, estas
pueden ser una alternativa o coadyuvante a los protocolos actuales como nuevas

terapias de desinfeccion.

Objetivo: El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antibacteriana y la
biocompatibilidad de nanogeles nanoestructurados de cobre y plata combinados

con una matriz polimérica de PVA/PVP.
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Metodologia: En primer lugar, se realizO un screening de la actividad
antibacteriana de los nanogeles mediante la determinacion de la cinética de
muerte por el test de contacto directo frente a Enterococcus faecalis,
seleccionando los nanogeles con mayor actividad antibacteriana. En segundo
lugar, utilizando un modelo de diente ex vivo con una biopelicula bacteriana
multiespecie madura de 21 dias, se cuantific6 la viabilidad bacteriana
postratamiento de los nanogeles por medio de microscopia confocal; ademas,
mediante, el uso de células humanas del ligamento periodontal y de la plataforma
de célula viva en tiempo real IncuCyte S3 fue posible evaluar la biocompatibilidad

de los nanogeles.

Resultados y Conclusion: Este es el primer reporte en el cual se evallan
nanoparticulas de cobre y plata estabilizadas con matrices poliméricas de
PVA/PVP (nanogeles) en biopeliculas bacterianas endoddnticas multiespecies y
la citotoxicidad empleando la plataforma de célula viva en tiempo real IncuCyte
S3. Dentro de los resultados obtenidos en este estudio con relacion a la actividad
antibacteriana y la citotoxicidad de los nanogeles testeados, evidenciaron que el
tiempo de utilizacion 6ptimo de estos nanomateriales frente a una biopelicula
bacteriana endoddntica multiespecie, es a las 168 h. Asimismo, a medida
aumentan los tiempos de accién frente a las células humanas del ligamento
periodontal disminuye la citotoxicidad de los nanogeles, proporcionando un
material alternativo al hidroxido de calcio durante la medicacion en los
tratamientos de conductos.
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ABSTRACT

Introduction: In endodontics, multiple bacterial infections cause a common
disease known as apical periodontitis. Therefore, the main objective of endodontic
treatments is to treat or prevent the development of periradicular lesions
associated with this disease, by eradicating the bacterial component during
chemomechanical preparation. However, the success rate of teeth with these
lesions reaches 85%, decreasing to 68% in retreatments. Consequently, there is
a constant search for new materials that can contribute to improving the success
rate of endodontic therapy. From this perspective, based on the beneficial
properties and antibacterial characteristics and biocompatibility of metallic
nanoparticles, they can be an alternative or coadjutant to current protocols as a

new disinfection therapies..

Aim: The objective of this study was to evaluate the antibacterial activity and
biocompatibility of copper and silver nanostructured nanogels combined with a

PVA/PVP polymeric matrix.

Methodology: First, a screening of the antibacterial activity of nanogels was
carried out by determining the death kinetics by the direct contact test against
Enterococcus faecalis, selecting the nanogels with the highest antibacterial

activity. Second, using an ex vivo tooth model with a mature 21-day multispecies
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bacterial biofilm, bacterial viability after nanogel treatment was quantified using
confocal microscopy; additionally, the biocompatibility of the nanogels was
evaluated using human periodontal ligament cells and the real-time IncuCyte S3

platform.

Results and Conclusion: This is the first report in which copper and silver
nanoparticles stabilized with PVA/PVP polymeric matrices (nanogels) are
evaluated in multispecies endodontic bacterial biofilms and cytotoxicity using the
real-time IncuCyte platform. Among the results obtained in this study regarding
the antibacterial activity and cytotoxicity of the tested nanogels, they showed that
the optimal utilization time of these nanomaterials against a multispecies
endodontic bacterial biofilm is 168 h. Likewise, as the action times against human
periodontal ligament cells increase, the cytotoxicity of nanogels decreases,
providing an alternative material to calcium hydroxide during canal treatment

medication.
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1. INTRODUCCION

En endodoncia, existen multiples infecciones de origen bacteriano, que provocan
una enfermedad comun conocida como periodontitis apical, condicion
inflamatoria causada por invasion microbiana de la pulpa dental y del sistema de
conductos radiculares, pudiendo generar lesiones perirradiculares y cuadros
clinicos agudos o crénicos. Por consiguiente, el objetivo principal de los
tratamientos en endodoncia es tratar o prevenir el desarrollo de lesiones
perirradiculares asociadas a esta enfermedad, mediante la erradicacion del
componente bacteriano durante la preparacion quimio-mecénica. Sin embargo,
las bacterias que ingresan al sistema de conductos radiculares se establecen
como biopeliculas, las cuales estan asociadas a las distintas infecciones
endodonticas y lesiones perirradiculares, ademas, son altamente resistentes a
los tratamientos convencionales, en donde la tasa de éxito de dientes con estas
lesiones asociadas a biopeliculas alcanza un 85%, disminuyendo a un 68% en
los retratamientos. En consecuencia, existe una busqueda constante de nuevos
materiales que puedan contribuir a los protocolos de desinfeccion utilizados
actualmente y mejorar la tasa de éxito de la terapia endodontica. Desde esta
perspectiva, basandonos en las beneficiosas propiedades y caracteristicas

antibacterianas y de biocompatibilidad de las nanoparticulas metalicas, estas



pueden ser una alternativa o coadyuvante a los protocolos utilizados como

desinfeccion.

2. MARCO TEORICO

2.1. Microbiota Oral
En el humano, la microbiota oral es la segunda mas compleja después de la
microbiota del intestinal, debido a que esta inserta en la cavidad oral, la cual
presenta una superficie de 215 cm? con abundantes y variados nichos ecolégicos
(mejillas, lengua, encia insertada, dientes, surco gingival, paladar duro, paladar
blando), con distintos niveles de oxigeno y nutrientes, lo que proporciona
condiciones que permiten el desarrollo de un amplio espectro de
microorganismos, los que interactan en equilibrio con las diferencias
genéticas/fenotipicas, la dieta, el sistema inmune entre otros factores del
hospedero, lo cual se denominada simbiosis (Curtis et al., 2020; Hu et al., 2019;
Kilian et al., 2016). Dentro de esta microbiota, se han logrado aislar e identificar
mas de 700 taxones bacterianos, de los cuales el 32% se conocen s6lo como
filotipos no cultivables en los medios de cultivo disponibles (Kilian et al., 2016;
Wade, 2013). En la cavidad oral podemos encontrar phyla como Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacterias, Actinobacterias, Spirochaetes y Fusobacterias

gue en conjunto representan el 96% de las especies detectadas (Wade, 2013).



Las comunidades bacterianas se adhieren a la superficie de estos
microambientes como biopeliculas (Crull et al., 2011). Las biopeliculas orales en
disbiosis (condicion en la que se altera la estructura normal de la poblacién de
microorganismos) estan estrechamente relacionadas con las enfermedades que
afectan la salud de la cavidad oral, tales como caries, gingivitis, enfermedad
periodontal, mucositis, periimplantitis y periodontitis apical. Estas biopeliculas son
altamente resistentes a agentes antibacterianos tradicionales (Hu et al., 2019)
debido a diversos factores, tales como el retraso en la penetracion de estos
agentes a través de la matriz extracelular de la biopelicula, a la alteracion en la
tasa de crecimiento de los microorganismos que la componen y a otros cambios
fisiologicos producto del crecimiento de la biopelicula, como por ejemplo la
limitacion de nutrientes y el aumento de metabolitos toxicos que alteran la
velocidad de crecimiento (Donlan & Costerton, 2002). Por otro lado, es importante
sefalar que estas biopeliculas polimicrobianas, formadas principalmente por
bacterias, presentan alta carga genética asociada a patogenicidad, virulencia y
resistencia, debido al constante intercambio genético entre los microorganismos
gue las conforman (Donlan & Costerton, 2002), en donde, la expresion genética
de los determinantes asociados a resistencia a antimicrobianos es la principal
causa de fracasos en los tratamientos odontologicos (Moreno et al., 2017; Salas-
Orozco et al., 2019). Es asi como, Hu et al., categorizaron y caracterizaron las
biopeliculas asociadas a enfermedades orales (Hu et al., 2019). Especificamente,

las biopeliculas supragingivales estan presentes en la superficie del esmalte o



del cemento en el margen gingival y se asocian a caries dental y gingivitis, donde
el género dominante es Streptococcus spp. (S. mutans, S. mitis, S. sanguinis, S.
salivarius), caracterizado por mayor presencia de bacterias Gram positivas. Por
otro lado, a nivel subgingival, encontramos biopeliculas adheridas presentes en
el cemento asociadas a caries radicular, compuestas principalmente por
bacterias Gram positivas (cocaceas como S. sanguinis, S. mitis y bacilos como
Actimonyces spp.), y biopeliculas no adheridas presentes en el espacio entre el
epitelio de union y epitelio sulcular asociadas a periodontitis, formadas
generalmente por bacterias Gram negativas anaerdbicas tales como
Spirochaetes spp., Selenomonas spp., Capnocytophaga spp. Por otro lado, en la
camara pulpar y en el sistema de conductos radiculares se establecen
biopeliculas endoddnticas que pueden estar asociadas a pulpitis, necrosis pulpar
y periodontitis apical, donde hay mayor cantidad de bacterias anaerobias

estrictas como Porphyromonas spp y Prevotella spp (Hu et al., 2019).

2.2.Microbiota de biopeliculas endoddnticas.
Diversas investigaciones se han realizado a lo largo del tiempo para identificar
los microorganismos que componen la microbiota endoddntica, desde
aislamiento en cultivos hasta secuenciacibn masiva, lo que ha permitido
identificar alrededor de 500 especies microbianas, de las cuales 20 a 30 son las
mas prevalentes en los diferentes estadios de las patologias pulpares y

perirradiculares (Gomes et al., 2004; Manoil et al., 2020; Pinheiro et al., 2003;



Rocas & Siqueira, 2012; Sakamoto et al., 2006; Siqueira et al., 2016; Siqueira &

Rocas, 2005; Siqueira et al., 2000; Sunde et al., 2002).

Dentro de las infecciones que se pueden presentar en el sistema de conductos
radiculares, se ha descrito la infeccion primaria, secundaria, persistente y
extrarradicular, que estarian asociadas a una microbiota con distintas
caracteristicas, desde su composicién y diversidad taxondmica hasta la cantidad
de unidades formadoras de colonias (UFC). Estos microorganismos generan
diversos cuadros clinicos, pero una enfermedad en comun, conocida como
periodontitis apical, que es una condicién inflamatoria causada por invasién
microbiana de la pulpa dental y del sistema de conductos radiculares, pudiendo

generar lesiones perirradiculares (Manoil et al., 2020).

En este contexto, el objetivo primordial del tratamiento endodéntico es tratar o
prevenir el desarrollo de lesiones perirradiculares (Siqueira et al., 2014). Sin
embargo, las infecciones secundarias se caracterizan principalmente por ser
causadas por microorganismos que no estaban presentes en la infeccién
primaria, y penetraron al interior del conducto durante el tratamiento de
endodoncia. Ademas, las infecciones persistentes presentan microorganismos
que resistieron a los procedimientos de desinfeccion (pertenecientes a la
infeccion primaria y/o secundaria) (Lopes & Siqueira, 2021), lo que se traduce en

el fracaso del tratamiento, implicando una reintervencion.



Ricucci y Siqueira, demostraron que en el 77% de los dientes presentaban
biopeliculas al interior del conducto radicular en un estudio de prevalencia clinica
e histopatologica de dientes tratados y no tratados con lesiones perirradiculares.
Ademas, este mismo estudio demostro que el 74% de los dientes tratados y con
lesiones perirradiculares, es decir, con fracaso endoddntico, también
presentaban biopeliculas en la porcidén apical del sistema de conducto radicular

(Ricucci & Siqueira, 2010).

Por otro lado, la tasa de éxito que se ha descrito para los procedimientos de
retratamiento es variable, debido a las mdltiples diferencias asociadas a los
factores preoperatorios, como presencia 0 no de lesién apical previa, o la calidad
del relleno previo, o a diferencias asociadas a los factores intraoperatorios como
es el nimero de sesiones, entre otros. Es interesante resaltar los resultados de ,
Chevigny et al., quienes demostraron que en dientes con lesion previa, una
calidad de relleno adecuado, el indice de reparacién apical fue menor que en
dientes bien tratados, con un 50% y un 86%, respectivamente (de Chevigny et
al.,, 2008) Los autores mencionan que esto se debe a que la microbiota
intraconducto que produce la periodontitis apical posterior al tratamiento en
dientes con un relleno radicular inadecuado puede parecerse a la de la infeccion
primaria y ser susceptible al tratamiento ortégrado. Por el contrario, la microbiota
de los conductos bien obturados puede ser mas resistente al tratamiento
ortdbgrado. Ademas, en dientes con obturaciones radiculares aparentemente
adecuadas, la enfermedad puede ser sostenida ocasionalmente por biopeliculas

6



extrarradiculares, quistes apicales, reacciones de cuerpo extrafio o grietas
radiculares no diagnosticadas. Todos ellos serian refractarios al tratamiento
ortogrado (de Chevigny et al., 2008). Y.-L. Ng et al., investigaron mediante una
revision sistematica, los indices de éxitos de retratamientos y los factores clinicos
asociados a este, mostrando que la tasa de éxito alcanzaba un 77%, en donde,
la presencia de lesiones perirradiculares preoperatorias, la obturacion radicular
proxima al apice y la calidad de la restauracion coronaria eran importantes
factores determinantes del prondstico exitoso de estos tratamientos, lo que

concuerda con el estudio previamente mencionado (Ng et al., 2008).

Como se mencion0 anteriormente, existen diversos estudios en donde la
microbiota oral endoddntica de las distintas infecciones, se caracterizan mediante
técnicas de cultivo y técnicas moleculares. En este sentido, en relacién a las
infecciones secundarias/persistentes, Anderson et al., identificaron 277 géneros,
siendo los mas abundantes Streptococcus (10,9%), Prevotella (8,21%),
Lactobacillus (8,06%), Kocuria (5,17%), Neisseria (3,38%) y Enterococcus
(2,59%) (Anderson et al., 2013). Por otro lado, Siqueira et al., identificaron una
gran abundancia de los géneros Fusobacterium y Pseudomonas (15%), seguidas
de Enterococcus (2%)(Siqueira et al., 2016). Zandi et al. informaron de una serie
de géneros abundantes, tales como Fusobacterium (12,7%), Streptococcus
(9,8%), Actinomyces (8,2%), Desulfobulbus (5,2%), Fretibacterium (3,6%),
Treponema (2,3%) o Prevotella (2%) junto con Enterococcus (Zandi et al., 2018).
Sanchez-Sanhueza et al., a través de un estudio metagenémico de infecciones
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endodonticas persistentes identificaron que el phylum mas abundante fue
Proteobacterias seguido de Bacteroidetes (Sanchez-Sanhueza et al., 2018). De
esta forma, estos estudios nos ayudan comprender la diversidad y complejidad
de las biopeliculas endodoénticas, generando nuevas técnicas y enfoques en
desinfeccién. Esta claro bajo esta perspectiva que los resultados tanto del
tratamiento primario como del retratamiento del conducto radicular estan
influenciados predominantemente por la naturaleza de la interaccion dinamica
previa entre el hospedero y la infeccion (factores preoperatorios del paciente) y
por la eficacia activa del protocolo de tratamiento del conducto radicular para

producir un cambio ecolégico microbiano(Gulabivala & Ng, 2023).

2.3. Protocolos de desinfeccion
En odontologia se desarrollan constantemente nuevas técnicas para alterar y
desestabilizar esta interaccion estrecha que presentan las comunidades
bacterianas presentes en las biopeliculas, y ademas, restaurar, reparar y/o
regenerar los dafios en las estructuras de la cavidad oral (dientes, tejidos de
soporte y proteccién) aplicando un enfoque minimamente invasivo (Schwendicke

et al., 2018).

El uso de soluciones irrigantes y pastas alcalinas antimicrobianas cumplen un rol
esencial en el éxito de la debridacién y desinfeccién del sistema de conductos
(D'Arcangelo et al., 1999; Goncalves et al., 2016), sin embargo, las bacterias

organizadas en biopeliculas son entre 10 a 1000 veces mas resistentes a agentes



antimicrobianos y antibioticos que bacterias planctonicas, y a su vez, son
capaces de evadir el sistema inmune(Ciofu et al., 2017; Hall & Mah, 2017; Jan,
2017; Venkatesan et al., 2015). EIl hipoclorito de sodio (NaOCI) es la solucion
irrigante con propiedades antimicrobianas, considerada como el “gold standard”
en la desinfeccion de tratamientos de sistema de conductos. Varios estudios
demuestran una excelente actividad antimicrobiana de este compuesto (Harrison
et al., 1990; Pladisai et al., 2016; Priyank et al., 2017; Siqueira et al., 1997), sin
embargo, presenta una limitada accion para eliminar completamente las
biopeliculas del sistema de conductos radiculares provocando la persistencia de
la infeccion (Ricucci & Siqueira, 2010). Ozdemir et al., concluyeron que la
aplicacibn combinada de EDTA al 17% y NaOCl al 2,5% reduce
significativamente la cantidad de biopelicula intraconducto, ademas, la actividad
de NaOCI frente a la biopelicula multiespecies o0 monoespecie, es dependiente
de la concentracién (Ozdemir et al., 2010). Clegg et al., demostraron que la
concentracion de NaOCI del 6%, fue capaz de generar bacterias inviables y
eliminar fisicamente la biopelicula multiespecie, en donde concentraciones
inferiores a esta lograban alterar la biopelicula, sin embargo permanecieron
bacterias en los dientes evaluados (Clegg et al., 2006). Por el contrario, Rosen et
al., publicaron que el NaOCI induce un estado viable pero no cultivable de las
bacterias en las biopeliculas y esto podria contribuir a la persistencia bacteriana
(Rosen et al., 2016). Adicionalmente, el NaOCI interactla con tejido organico e

inorganico, disolviéndolos mediante reacciones de saponificacion, de



neutralizacion y de cloraminacion, produciendo tanto degradacion de acidos
grasos como la oxidacion e hidrolisis de las proteinas celulares, en otros
términos, provoca una reduccion en el modulo elastico y la resistencia a la flexion
de la dentina, incluso, la inyeccion accidental de NaOCI mas alla del foramen
apical, puede provocar dafios al contactar con los tejidos periapicales, como
necrosis, hemolisis, edema, entre otros sintomas (Mohammadi, 2008; Yin et al.,
2020). Ademas, esta propiedad depende de diversos factores como frecuencia
de agitacion, la relacion entre la cantidad de NaOCI /materia organica, la
superficie de contacto entre el tejido e NaOCI, tiempo de accién, concentracion y
frecuencia de renovacion de la solucion (Lopes & Siqueira, 2021; Mohammadi,
2008). En otras palabras, durante el tratamiento de endodoncia, se debe realizar

un recambio constante de la solucién de NaOCI.

Por otro lado, el uso de pastas alcalinas como medicacion intraconducto,
presenta accion limitada frente a las biopeliculas bacterianas, es mas, se
desconoce si pueden interrumpir o eliminar las biopeliculas del sistema de
conductos radiculares (Estrela et al., 2009). El hidroxido de calcio [Ca(OH)2] es
la pasta medicamentosa usada comunmente en endodoncia para el tratamiento
de dientes con lesiones persistentes, sin embargo, se ha demostrado que es
ineficaz para erradicar biopeliculas de Enterococcus faecalis (Upadya et al.,
2011). Esto puede deberse a diversos factores como la actividad amortiguadora
de la dentina frente a medicamentos, a los restos de tejido pulpar necrético, y
también al exudado inflamatorio (Meire & van der Waal, 2022; Mohammadi &
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Dummer, 2011). Ademas, el uso prolongado superior a 7 dias puede provocar
reduccion en la resistencia a la flexion y a la fractura del diente (Mohammadi &
Dummer, 2011). En relacién con su toxicidad, este medicamento es bien tolerado

por los tejidos 6seos y la pulpa dental (Mohammadi & Dummer, 2011).

2.4.Resistencia a antimicrobianos y nanoparticulas.
Recientemente, la tasa de microorganismos resistentes a antibioticos ha
aumentado de forma considerable, en donde el campo de la microbiologia oral
no es ajeno a este fendmeno. Actualmente la farmacorresistencia es un problema
de salud publica mundial debido a la presion selectiva que genera el uso de
antibioticos (Executive, 2019). Estas nuevas cepas han colonizado un nicho
ecologico previamente ocupado por cepas susceptibles, fenbmeno que ocurre en
infecciones cronicas, limitando o dejando sin alternativas de tratamientos
antimicrobianos efectivos para estas enfermedades (Lewis, 2010). En este
contexto, los nanomateriales (como las nanoparticulas de 6éxidos metalicos)
pueden convertirse en una alternativa viable para prevenir o tratar infecciones
bucales, ya que han demostrado ser eficaces en infecciones causadas por
microorganismos resistentes a antibiéticos, debido a sus propiedades biocidas y
antiadherentes frente a las biopeliculas (Song & Ge, 2019), y asi, se podria lograr
disminuir la presion ejercida por el sobreuso y mal uso de antibiéticos (Khan et
al., 2016; Vallet-Regi et al., 2019). Se sugiere que la probabilidad de que una
bacteria adquiera resistencia a las nanoparticulas metalicas es menor que a los

antimicrobianos convencionales, debido a que los metales pueden actuar sobre
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diversas estructuras microbianas, por lo tanto, la resistencia a estos
nanomateriales involucra un conjunto de cambios en la célula bacteriana (Allaker

& Memarzadeh, 2014).

2.5.Nanoparticulas
Las nanoparticulas (NPs) pueden ser sintetizadas a partir de una variedad de
materiales, como metales nobles (oro [Au], plata [Ag], platino [Pt], paladio [Pd]),
semiconductores (sulfuro de zinc [ZnS], cobre [Cu], 6xido de titanio [TiO2], silicio
[Si]) entre otros (Thanh & Green, 2010). Estas nanoparticulas tienen una amplia
gama de aplicaciones en varios campos dentales tales como endodoncia,
implantologia, odontologia restauradora, protesis dentales, ortodoncia y otros, en
donde se ha analizado su actividad principalmente en modelos in vitro (Allaker &
Memarzadeh, 2014; Shrestha & Kishen, 2016; Song & Ge, 2019). Sin embargo,
estos se deben complementar con modelos ex vivo e in vivo para comprender
mejor el efecto biolégico de las nanoestructuras propuestas, en donde se deben
considerar su citotoxicidad, como se metabolizan, su biodistribucion y su
mecanismo de accién, con el objetivo de poder ser aplicados correctamente para

la practica clinica (Vallet-Regi et al., 2019).

Las NPs metdlicas tienen un diametro que varia de 5 a 100 nm y se encuentran
en varias formas (cilindricas, circulares, varillas, etc.) (Shrestha & Kishen, 2016).
Las NPs son potencialmente Utiles en este contexto, debido a que tienen

propiedades fisicoquimicas Unicas e inusuales, como tamafios ultra pequefios,
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gran relacion superficie/masa, reactividad quimica y alta compatibilidad para la
modificacion de la superficie, ademas presentan dimensiones, propiedades y
funciones similares a biomoléculas como péptidos pequefos, proteinas y acidos
nucleicos (Veerapandian & Yun, 2011). Estas propiedades son importantes
desde la perspectiva del uso seguro de nanomateriales (Nel et al., 2009;

Rudramurthy et al., 2016).

2.6.Métodos de obtencion y funcionalizacién de NPs.
Uno de los métodos quimicos y fisicos mas utilizados para la obtencion de NPs
es el método electroquimico, debido a su facilidad de operacion, cinética de
obtencion y pequefios rangos de distribucién de tamafio de las NPs, utilizando
diferentes electrodos, agentes estabilizantes y variables de sintesis (Duran
Almendadrez, 2019; Shahcheraghi et al., 2018). Sin embargo, estas NPs
presentan una alta toxicidad, en donde una alternativa a este problema es la
funcionalizacion de estas. Los métodos mas utilizados para funcionalizar NPs son
la union covalente, la union no covalente, la inmovilizacién asistida por reaccién
de acoplamiento, el recubrimiento/deposicion simple, la técnica de Stbber, y las
técnicas de micela inversa y sol-gel, en donde el principio comun de todas estas
técnicas es la formacion de un complejo entre dos sustancias complementarias
(Veerapandian & Yun, 2011). Dentro de los agentes estabilizantes o métodos de
funcionalizacion encontramos surfactantes estabilizadores con grupos
funcionales facilmente polimerizables denominados 'surfmers’, los que permiten

formar matrices poliméricas nanoestructuradas con propiedades funcionales
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(Veerapandian & Yun, 2011). Un representante de estos agentes es el polivinil
alcohol (PVA), ya que es un polimero sintético hidrofilico, con grupos hidroxilo
polimerizables, no toxico, soluble en agua, biodegradable, biocompatible, con
buenas propiedades mecanicas, y estable durante largos periodos en diferentes
condiciones de temperatura y pH. Ademas, este polimero se ha usado
ampliamente para la estabilizacién de NPs de plata (AgNPs) (Cardoso, 2016). A
partir de €l se pueden obtener hidrogeles por entrecruzamiento fisico o quimico,
aplicados en las areas biomédicas, odontolégicas y farmacéuticas (Carhuapoma,
2006; Echeverri et al.,, 2009). La gran ventaja de la generacion de estos
hidrogeles es la posibilidad de incorporar agentes antibacterianos, farmacos y
moléculas que potencien el crecimiento celular (Kyrychenko et al.,, 2017;
Rodriguez Nunez et al., 2019). La dosificacién de farmacos en la cavidad oral es
una importante alternativa de desinfeccion prolongada (Aksel et al., 2020). En el
caso particular de la desinfeccion del conducto radicular, se ha demostrado
mediante ensayos in vitro que geles antibacterianos son mas eficaces que
soluciones de AgNPs frente a la interrupcién de la integridad estructural de
biopeliculas bacterianas de E. faecalis (Wu et al., 2014). En este sentido, Samiei
et al., sintetizaron hidrogeles reticulados mediante copolimerizacién via radicales
libres de Poli (N-isopropilacrilamida-co-acido metacrilico-vinipirrolidona) y
evaluaron el efecto antibacteriano de un hidrogel nanoestructurado a una
concentracion de 30 ppm en conductos radiculares infectados con E. faecalis en

comparacion con NaOCI al 2.5% y gluconato de clorhexidina (CHX) al 2.0%.
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Segun sus resultados, el hidrogel mantuvo su actividad en la reduccion de las
bacterias de forma mas eficiente en comparacion con las soluciones de NaOCl y

CHX (Samiei et al., 2014).

2.7.Actividad antibacteriana de NPs.
Interesantemente, se ha demostrado una relacion inversa entre el tamafio de las
NPs y la actividad antimicrobiana, en donde las particulas en el rango de tamafio
de 1 a 10 nm tienen una mayor actividad antimicrobiana en comparacion con las
particulas mas grandes. En bacterias Gram negativas, se ha informado que las
NPs actuan principalmente en el rango de 1-10 nm (Rudramurthy et al., 2016).
Estas particulas se adhieren a la superficie de la membrana celular y alteran
drasticamente las funciones como la permeabilidad celular y la respiracion.
Ademas, pueden penetrar a las bacterias y causar mas dafio debido a una posible
interaccién con compuestos que contienen azufre y fésforo, como el ADN y
proteinas, y también liberan iones, que ademas contribuyen al efecto bactericida
de las NPs (Nel et al.,, 2009). Es importante considerar que las NPs mas
pequefias son mas toxicas que las mas grandes, y mas aun cuando se oxidan
(Lok et al., 2007). La forma de la nanoestructura también puede afectar la
actividad de las NPs, como se ha demostrado contra cepas de Escherichia coli,
en donde las nanoestructuras de plata de multiples facetas activas mostraron la
mayor actividad biocida en comparacion con las NPs esféricas y en forma de

varilla (Pal et al., 2007).
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De las variadas NPs metalicas descritas, las propiedades antimicrobianas de las
AgNPs han sido ampliamente estudiadas (Siddiqgi et al., 2018). Por otro lado, el
cobre (Cu) y sus Oxidos también han demostrado ser potentes antimicrobianos
(Ameh & Sayes, 2019). Estos muestran un perfil antimicrobiano mas potente en
comparacion con el 6xido de zinc (ZnO), pero menor que Ag (Vargas-Reus et al.,
2012). No obstante, el Cu es mas barato que la Ag, facilmente miscible con

polimeros y relativamente estable quimica y fisicamente (Ren et al., 2009).

Dado que las NPs de cobre y plata (CuNPs y AgNPs, respectivamente) son muy
diversas en tamafio, forma y quimica de superficie, la comprension integral de
como estos factores estructurales impactan en sus actividades antimicrobianas
ayudara a ampliar ain mas sus aplicaciones biomédicas. Ambos nanomateriales
tienen un excelente efecto antibacteriano, en donde estas propiedades se ven
alteradas por la concentracion, el tipo, la forma, entre otros factores. (Song & Ge,

2019).

Por otro lado, el uso y exposicion de estos nanomateriales ha aumentado en la
actualidad, los cuales se han utilizado en la industria de alimentos y bebestibles
hasta en productos farmacéuticos, debido a la interaccién de las NPs con los
tejidos corporales (piel, intestino, cavidad oral, entre otros) (Qiu et al., 2018).
Desde el punto de vista microbiologico, es importante determinar como puede

repercutir el resultado de estas interacciones, de manera positiva 0 negativa en
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el hospedero, manteniendo la simbiosis o favoreciendo disbiosis en el ambiente

donde se aplican (Qiu et al., 2018).

2.8.Citotoxicidad y biocompatibilidad de NPs.
La biocompatibilidad es un requisito esencial de cualquier material en
endodoncia. Esta se define como la capacidad de un material para no causar
efectos nocivos en las células o tejidos con los que entra en contacto, es decir,
un material biocompatible no debe provocar reacciones adversas tales como
toxicidad, irritacion, inflamacion, alergia o carcinogenicidad (Al-Haddad & Che Ab
Aziz, 2016). Por otro lado, la citotoxicidad es la capacidad de una sustancia para
causar la muerte celular, ya sea a través de la apoptosis o la necrosis (Istifli et

al., 2019).

La evaluacion de la citotoxicidad de los nanomateriales utilizados en aplicaciones
orales implica medir diversos parametros celulares, incluyendo la viabilidad, la
proliferacion y la muerte celular, la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), entre otros (Istifli et al., 2019). Estos ensayos nos permiten garantizar la

seguridad y eficacia de los hanomateriales utilizados en la cavidad oral.

Los ensayos de MTT (bromuro de 3- [4,5- dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio)
o LDH (lactato deshidrogenasa) son técnicas comunmente utilizadas para
evaluar la citotoxicidad, sin embargo, presentan algunas desventajas en
comparacion a una reciente alternativa denominada plataforma de evaluacion de

célula viva en tiempo real IncuCyte, como:
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e End-point: Los ensayos de MTT y LDH son ensayos de punto final, lo que
significa que solo se puede realizar una Unica medicién de la citotoxicidad
en un momento especifico. Esto no permite la monitorizacion continua de
las células vivas en tiempo real, lo que puede limitar la deteccion de
cambios citotéxicos a lo largo del tiempo (Riss & Moravec, 2004).

¢ Dificultad para evaluar cambios dinamicos: Debido a su naturaleza de punto
final, los ensayos de MTT o LDH pueden no detectar cambios citotoxicos
dinamicos en tiempo real, como los que pueden ocurrir en una poblacién
de células a lo largo del tiempo (Riss et al., 2004).

¢ Requieren la eliminacién de células: En los ensayos de MTT y LDH, las
células deben eliminarse del cultivo celular antes de la realizacion del
ensayo, lo que puede interrumpir la funcién celular normal y afectar la
precision de los resultados (Ghasemi et al., 2021).

e Detectan solo un aspecto de la citotoxicidad: Los ensayos de MTT y LDH
se basan en la deteccion de cambios en la viabilidad celular, pero no
pueden detectar otros cambios citotoxicos, como cambios en la morfologia
celular, la apoptosis o la necrosis, los que si pueden ser detectados por la
plataforma IncuCyte (Riss et al., 2004).

¢ No es posible observar células individuales: Los ensayos de MTT y LDH
proporcionan informacion sobre la poblacion de células en general, pero

no permiten la observacion de células individuales, lo que puede limitar la
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capacidad de detectar heterogeneidades en la respuesta celular (Ghasemi

et al., 2021).

Dentro de los estudios de citotoxicidad de nanomateriales dentales de uso oral,
algunos estudios han evaluado la toxicidad potencial de estos, dando resultados
escasos con relacion a células orales (lavicoli et al., 2011; Schrand et al., 2010).
Se han reportado resultados positivos (Jadhao et al., 2020; Zhang et al., 2013),
demostrando ser nanomateriales biocompatibles y sin efectos citotoxicos o
mutagénicos significativos. Por ejemplo, Zhang et al., estudiaron la
biocompatibilidad de la incorporaciéon de AgNPs en un adhesivo como material
de restauracién oral en fibroblastos gingivales humanos. El material no indujo
ninguna citotoxicidad y mejoro el efecto antibacteriano (Zhang et al., 2013). Asi,
las NPs pueden utilizarse clinicamente como agentes antimicrobianos en
odontologia sin ser perjudiciales para el hospedero (Bapat et al., 2019). Por el
contrario, Liu et al., examinaron la citotoxicidad de los nanomateriales de plata y
cobre en células epiteliales gingivales humanas. Los resultados mostraron que la
exposicién a las nanoparticulas de plata y cobre a concentraciones elevadas
redujo la viabilidad celular y aumento la liberacion de enzimas intracelulares,

indicando un efecto citotéxico en el tejido oral (Liu et al., 2010).

En general, estos resultados controversiales, que podrian estar relacionados al

estado de funcionalizacion de los nanomateriales, nos indican que aun se
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necesitan mas estudios para evaluar la citotoxicidad y seguridad a largo plazo de

estos materiales.

2.9.Células del ligamento periodontal (human periodontal
ligament cells (hPDLC))

El ligamento periodontal es un tejido blando conectivo embebido entre el cemento
(capa delgada de tejido mineralizado que cubre la raiz del diente) y el hueso
alveolar, que no solo tiene un papel importante en el soporte del diente, sino que
también contribuye a la nutricion, propiocepcion, homeostasis y reparacion de
tejido daflado (Shimono et al.,, 2003). Se ha estudiado que el ligamento
periodontal es esencial para la regeneracion de los tejidos periodontales debido
a que contiene una poblacién heterogénea de células, incluyendo fibroblastos,
cementoblastos, osteoblastos, células epiteliales, células endoteliales
vasculares, células del musculo liso y algunos tipos de células neuronales (Mu et
al., 2017). Estas células, poseen un alto potencial de auto renovacion y
pluripotencia, por lo que pueden servir como células semillas en la regeneracion
Osea. La presencia de multiples tipos de células ha llevado a la hipétesis de que
el ligamento periodontal (LPD) también puede contener células madre que
mantienen la homeostasis y regeneran los tejidos periodontales adyacentes
(Jung et al., 2019). Las células madre mesenquimales multipotenciales
contenidas en los tejidos del LPD son esenciales para la remodelacion continua
del periodonto, asi como para la respuesta de curacion a la lesién (Jung et al.,

2019). Después de una adecuada desinfeccion y obturacién del sistema de
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conductos, la resolucion de una infeccion endodontica o lesion osteolitica
requiere de un cambio inmunolégico complejo, remodelacién del tejido
granulomatoso y reclutamiento y diferenciacion de osteoblastos. Silos materiales
endodonticos, entran en contacto directo con los tejidos perirradiculares durante
periodos prolongados de tiempo, pueden causar irritacion y retardar la
cicatrizacion de los tejidos (Jung et al., 2019). Por estas razones las hPDLC
proporcionan una alternativa adecuada, para evaluar efectos citotoxicos de

diversos materiales endodoénticos.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

En consideracion con los antecedentes descritos, es que surgen las siguientes

preguntas de investigacion:

Un nanogel nanoestructurado de cobre y/o plata ¢Presentara actividad
antibacteriana frente a una biopelicula endodoéntica bacteriana multiespecie y
serd biocompatible con células humanas del ligamento periodontal humano

(hPDLC) en terapias endododnticas ex vivo?
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1.Hipotesis
En terapias de desinfeccion endodontica ex vivo, un nanogel nanoestructurado
de cobre y/o plata, presenta actividad antibacteriana frente a una biopelicula
endododntica bacteriana multiespecie y son biocompatibles sobre células

humanas del ligamento periodontal humano (hPDLC).

4.2.0Objetivos

4.3.0bjetivo general
Evaluar la actividad antibacteriana y biocompatibilidad de un nanogel
nanoestructurado de cobre y plata, utilizados como desinfeccion en neoterapias

endoddnticas ex vivo.

4.4.0bjetivos especificos
1) Cuantificar la actividad antibacteriana de nanogeles nanoestructurados sobre
biopeliculas endodonticas bacterianas multiespecies ex vivo.
2) Determinar la biocompatibilidad en tiempo real de nanogeles
nanoestructurados sobre células humanas del ligamento periodontal humano

(hPDLC) ex vivo.
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5. MATERIALES Y METODOS

En esta seccion se detalla la metodologia de este estudio de laboratorio
experimental llevada a cabo para la evaluar la actividad bacteriana de dos
nanogeles de plata y cobre mediante la determinacion de la cinética de muerte
por el test de contacto directo frente a Enterococcus faecalis UDEC C3 por
triplicado. Ademas, se aplicaron criterios de inclusion para seleccionar 1 nanogel
de cada metal, seleccionando el nanogel que presenté mayor actividad
bactericida en el tiempo y que en su composicion presentaba menor
concentracion del agente estabilizador (polivinilpirrolidona/alcohol polivinilico
(PVP/PVA)). Posteriormente, se describe la cuantificacion de la actividad
antibacteriana de los nanogeles seleccionados, frente a un modelo de biopelicula
multiespecie, seleccionando 2 campos aleatorios de cada triplicado, v,
finalmente, la evaluacion de la biocompatibilidad de estos nanogeles al colocarlos
en contacto con células humanas del ligamento periodontal humano, el cual se

llevd a cabo por triplicado.

5.1. Materiales

5.1.1. Nanogeles de cobre y de plata
Los nanogeles metalicos testeados fueron sintetizados y proporcionados por el

Departamento de Ingenieria de Materiales de la facultad de Ingenieria de la
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Universidad de Concepcion, a través de la alumna de Doctorado Maria Elizabeth

Berrio Nifio (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcién de las caracteristicas de los nanogeles de cobre y plata, utilizados en este

estudio. Fuente: elaboracién propia.

Nanoparticulas Precursor Concentracién Concentracion Método de Denominacién
Precursor Agente obtencion

estabilizante

PVP/PVA
Plata AgNO; 1.0mM 0.6mM/0.5mM 1 Paso AglS
Cobre CuSO0O, 1.0mM 0.6mM/0.5mM 1 Paso Culs
Plata AgNO3 1.0mM 0.15mM/0.3mM 2 Pasos Ag2S
Cobre CuSO, 1.0mM 0.15mM/0.3mM 2 Pasos Cu2s

5.1.2. Cepas bacterianas
Se utilizaron las siguientes cepas bacterianas:

e Streptococcus sanguinis American Type Culture Collection (ATCC®,
Manassas, VA, USA) 10556™,

e Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™.

e Prevotella melaninogenica ATCC® 25845™.

e Streptococcus mutans ATCC® 25175™.

e Veillonela parvula ATCC® 10790™,

e Enterococcus faecalis ATCC® 29212™
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e E. faecalis UDEC C3 (cepa clinica, aislada de una lesiébn endodontica
persistente, identificada mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) con partidores especificos de la especie (Sdnchez-Sanhueza et al.,
2015), y luego corroborada por secuenciacion del 16S rRNA con un 98 %
identificacion segun el nimero de referencia NCBI KJ803877.1 (Sacoto-
Figueroa et al., 2021).

e Cutibacterium acnes UDEC Al (cepa clinica, aislada de una lesion
endododntica persistente, identificada por secuenciacion del 16S rRNA con
un 98% identificacion segun el numero de referencia NCBI KP944184.1

(Sacoto-Figueroa et al., 2021).

5.1.3. Dientes
Se recolectaron de pacientes, 21 dientes permanentes humanos (18 se utilizaron
en actividad antibacteriana y 3 para citotoxicidad) con indicacién de exodoncia
previo a consentimiento informado (CEC-SSC: 20-10-55), en el servicio de
urgencia de Facultad de Odontologia de la Universidad de Concepcién. Se
realiz6 la decoronacion de 18 dientes mediante el uso de un disco de diamante
de baja velocidad (ContackEz, Vancouver, EE.UU.) a 1 mm bajo limite
amelocementario. Posteriormente las raices se embebieron en una matriz de
acrilico transparente, las cuales fueron cortadas paralelo al eje mayor de cada
raiz mediante una sierra de diamante de precision de baja velocidad (ISOMET
Buehler, Lake Bluff, IL, EE.UU.), obteniendo cortes de 0,5 mm de espesor y un

largo de 5 mm. Los especimenes se lavaron con EDTA al 18% durante 15 min

26



en ultrasonido para eliminar el detritus generado en el proceso de corte del diente
(smear layer), y, posteriormente fueron esterilizados por autoclave. Luego, se
preincubaron a 37°C en caldo tripticasa de soya (TSB) para garantizar la
ausencia de contaminacion bacteriana. Ademas, se utilizaron 3 dientes uni o
biradiculares extraidos de diversos pacientes (entre 18 y 25 afios de edad) por
indicacion de extraccion por tratamiento ortodontico (premolares sin caries o
enfermedad periodontal) e inmediatamente después de la extraccion se extrajo

el tejido periodontal remanente (Rebolledo et al., 2023).

5.1.4. Células humanas del ligamento periodontal
Las células humanas se cultivaron segun protocolos estandarizados. Los dientes
se lavaron 3 veces con solucion buffer (PBS) para eliminar restos de sangre y se
separaron cuidadosamente el ligamento periodontal del tercio medio de la raiz
dentro de la primera hora de la extraccion dental con un bisturi estéril. Luego, el
tejido se tritur6 en pequefos trozos con un bisturi e incubado con tripsina por 30
min. para disgregar las células de forma individual. Posterior a esto, el tejido se
resuspendid en medio completo y homogenizado de manera mecanica. Se
dejaron decantar los trozos de tejido y se sembro el sobrenadante en placas de
100 mm para establecer el cultivo. Las células se cultivaron en medio esencial
minimo (MEM, HyClone) suplementado con 10% suero bovino fetal (HyClone), 2
mmol/L de glutamina (Gibco, Life Technologies), 100 Ul/mL de penicilina (Gibco,
Life Technologies), 100 ug/mL de estreptomicina (Gibco, Life Technologies), y

0,25 pg/mL de anfotericina B (Gibco, Life Technologies), en una atmosfera
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humidificada de 95% de aire y 5% de CO2 a 37 ° C. El medio de cultivo fue
cambiado cada 2 a 3 dias. La confluencia celular y/o posible contaminacion,
fueron monitoreados cada 2-3 dias bajo el microscopio 6ptico invertido previo a
los experimentos. En una primera etapa, las células se cultivaron en placas de
100 mm a una confluencia de 80-90%. Una vez alcanzada la confluencia, las
células fueron expandidas a placas nuevas mediante disgregacion con tripsina.
Para realizar los experimentos de muerte, proliferacion y confluencia celular, las
células fueron sembradas en placas de 24 pocillos hasta alcanzar un 30 a 40%

de confluencia con un maximo de 5 a 8 pasajes.

5.2.Metodologia

5.2.1. Test modificado de contacto directo
Se realizo la prueba modificada de contacto directo para evaluar la cinética de
muerte de E. faecalis UDEC C3 frente a los nanogeles de cobre y plata (Zhang
et al., 2009). Para mantener la esterilidad, los ensayos se llevaron a cabo en una
cabina de seguridad biol6gica de tipo A2 de la serie 1200 (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Se prepar6 una placa de 96 pocillos para
realizar un ensayo de contacto directo por triplicado para las muestras durante
60, 120 min y un control de arrastre. En cada pocillo se depositd 20 yL de
nanogeles, con la ayuda de una espétula estéril. A continuacion, se agreg6 10 pL
de la dilucién bacteriana y se incubaron a 37 °C en 100% de humedad durante

60 y 120 min. Para el recuento de UFC, se afiadieron 220 uL de caldo de soja
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tripticasa (TSB) (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) a cada pocillo. Tras mezclar
suavemente con una micropipeta durante 1 min, la suspension bacteriana de
cada pocillo se transfirié a un tubo Eppendorf de 1,5 mL y se diluy6é en serie 4
veces en agua destilada estéril (desde 10! hasta 10-4). Para cuantificar las UFC,
las placas Petri con TSA (Oxoid, Basingstoke, UK) fueron divididas en cinco
partes, y se sembrd en cada una, 3 a 4 gotas, correspondientes a 20 yL de la
suspension sin diluir y de 4 diluciones en serie. Luego las placas se incubaron a
37°C durante 24 h, para realizar posteriormente, el recuento de colonias, con un
contador de colonias (BOECO, Alemania). Los datos obtenidos fueron
multiplicados por el factor de dilucién correspondiente, y los graficos se realizaron
en funcién logaritmica o mediante porcentajes de sobrevivencia. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado, se consider6 que un nanomaterial
presentaba un efecto bacteriostatico, cuando la disminucién del indculo fue >2
Logio ¥ <3 Logio y un efecto bactericida cuando la disminucién era = 3 logio

(Miranda et al., 2020; Zhang et al., 2009).

5.2.2. Analisis de la biopelicula bacteriana multiespecies mediante
microscopia confocal de barrido laser (confocal laser scanning

microscopy (CLSM)).

5.2.2.1. Formacion de biopelicula bacteriana ex vivo.
Todas las cepas mencionadas en el punto 4.1.2, se cultivaron individualmente en

placas de agar anaerobio con sangre de oveja desfibrinada al 5% con 1 ml/L de
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hemina y 1 ml/L de vitamina K, y se incubaron en anaerobiosis a 37 °C entre 7 y
14 dias. Posteriormente, se seleccion6 una colonia de cada agar y se inocularon
en tubos independientes a 37 °C con 5 ml de caldo anaerobio fastidioso
(Laboratory M, Bury, UK). Finalmente, se estandarizaron los in6culos bacterianos
a 0.5 McFarland (1x10® UFC/ml) midiendo la turbidez por medio de un
turbidimetro (Oxoid, Basingstoke, UK). La suspension preparada se diluyé a 1:10
obteniendo una concentraciéon final de inéculo de 107 UFC/ml. Luego, se
depositaron una alicuota de 500 uL de cada suspension bacteriana en una placa
de 24 pocillos que contiene secciones de dentina de 0,5 mm de espesor en
triplicados separados, los cuales fueron incubados en condiciones anaerobicas a
37°C por 21 dias, el medio de cultivo fue cambiado cada 4 dias.

Al final de los 21 dias, cada biopelicula de las especies bacterianas presentes
fue expuesta durante 1 h, 24 h y 168 h con nanogeles de cobre y plata, en donde
se us6 como controles NaOCI al 5% en 1 h y Ca(OH)2 (UltraCal® XS) por 168 h
de contacto con la biopelicula madura (Boutsioukis et al., 2022; Jerez-Olate et

al.; Meire & van der Waal, 2022).

5.2.2.2. Microscopia CLSM
Después del tiempo de exposicion, tanto los nanogeles de cobre y plata, como
los materiales de control, se removieron mediante lavados con PBS y la
biopelicula formada sobre los dientes se tifi6 con 100 uL del kit de viabilidad

bacteriana LIVE/DEAD BacLight (Invitrogen, Carlsbad, CA), el cual contiene dos
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colorantes de tincion, en una relacién 1:1 v/v, con una con concentracion de 6 uM
de SYTO (fluorescencia verde que tifie acidos nucleicos) 9 y 30 uM de ioduro de
propidio (fluorescencia roja que tifie acidos nucleicos). Posteriormente, los
especimenes de dientes se volvieron a lavar con PBS y se detect6 la emision de
fluorescencia utilizando CLSM de alta resolucidn espacio-temporal SP8
LIGHTNING, LEICA (Leica Microsystems CMS GmbH, Mannheim, Alemania).
Las longitudes de ondas excitacién/emision utilizadas fueron de 480/500 nm para
la tincidn de células vivas con SYTO-9 y de 490/635 nm para la tincién de células
muertas con yoduro de propidio, segun fabricante (Invitrogen, Carlsbad, USA).
Las muestras se observaron con un objetivo de inmersion en aceite de 63 x/1.4
y se escanearon 2 campos aleatorios en cada muestra. Se capturd una pila de
20- 70 cortes en tamafos de paso de 0,3 um, aproximadamente, a lo largo del
eje Z desde la parte superior a la inferior de la biopelicula. Se adquirieron
imagenes del CLSM y por medio del software IMARIS version 7.5.2
'Measurement Pro Module' (Bitplane, Belfast, UK), se analiz6 cada plano por
separado de cada imagen, en donde se aplicé un suavizado gaussiano con un
tamafio de 0.1 um. Se eligieron todos los lugares con intensidad sobre 8000 y se
calcularon las areas e intensidad total. Luego por cada imagen sumaron las areas

y se multiplicaron por el intervalo en Z, para obtener un volumen estimado.

Para analizar la capacidad antibacteriana de los hanomateriales en contacto con

31



la biopelicula multiespecie y madura, se medid la biomasa total, viable y no viable,

indicando la proporcién de células muertas de los grupos de tratamiento.

5.2.3. Evaluacién de Biocompatibilidad
Durante los experimentos, las hPDLC fueron cultivadas con los nanogeles de
cobre y/o plata por 3 dias segun los siguientes grupos experimentales y controles,

cada uno en triplicado (n=3):

Grupos experimentales:

. Grupo 1: AglS + hPDLC
. Grupo 2: CulS + hPDLC
. Grupo 3: Ag2S + hPDLC
. Grupo 4: Cu2S + hPDLC
Grupos controles:

- Grupo 5 (Negativo): hPDLC cultivadas sin nanomateriales

Se cuantifico la proliferacién, la muerte celular y la confluencia utilizando la
microscopia de célula viva en tiempo real mediante IncuCyte S3, con aumento

10x. Los datos se analizaron desde 0 h hasta completar 72 h de cultivo.

5.3.Anélisis estadisticos
Los datos obtenidos para comparar la actividad antibacteriana de los distintos

nanomateriales en la curva de cinética de muerte se expresaron como la media
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y la desviacion estandar. Se realizé un analisis de varianza mediante ANOVA de
dos vias multifactorial y una prueba posthoc de Tukey de comparaciones
multiples, para verificar diferencias especificas entre los nanomateriales y
tiempos, con un nivel de significancia de p < 0,05.

En relacion a los datos obtenidos en los ensayos de actividad antibacteriana
frente a una biopelicula bacteriana multiespecie, estos se expresaron como la
media y la desviacion estandar del promedio de los porcentajes de células
muertas (volumen de células muertas/volumen células vivas + volumen células
muertas*100), luego se realiz6 ANOVA de dos vias multifactorial y una prueba
posthoc de Tukey de comparaciones mdltiples, para comprobar diferencias de
los distintos nanomateriales aplicados a distintos tiempos sobre la biopelicula
bacteriana multiespecie madura (p < 0,05). Un segundo andlisis se realiz6 con
los datos obtenidos anteriormente, expresados como mediana y rango de los
volimenes de biomasa de células vivas y muertas a 1 hy a 168 h de actividad
del nanomaterial y controles, en donde se aplico la prueba estadistica de
Kruskall-Wallis y una prueba post hoc de Dunn’s de comparaciones mdltiples. Un
valor p < 0,05 se consideré estadisticamente significativo.

Para los ensayos de biocompatibilidad, los datos obtenidos de las imagenes de
IncuCyte S3 se utilizaron para analizar muerte celular, los cuales se expresaron
en la media de porcentaje y desviacién estandar de células tefiidas con el agente
Sytox Green. En relacién con proliferacion se analizaron la media y la desviacion

estandar de la proporciéon de células finales: células iniciales, el Gltimo parametro
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de andlisis fue el porcentaje de confluencia expresado en media y desviacion
estandar. Luego se realizaron ANOVA de dos vias multifactorial y una prueba
posthoc de Dunnett’'s de comparaciones multiples, para verificar diferencias en
muerte celular, proliferacion y confluencia de las células humanas del ligamento
periodontal a 4 tiempos de evaluacion en contacto con los nanogeles (0, 24, 48y
72 h) en comparacion con el control (células humanas del ligamento periodontal
sin material) (p < 0,05). Todos los andlisis estadisticos fueron realizados en el

Software Graphpad Prism 8.
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6. RESULTADOS

6.1. Test modificado de contacto directo modificado.

6.1.1. Ensayo de cinética de muerte.

Los resultados del test de contacto directo modificado se observan en la Figura
1y 2. Los valores de media y de la desviacion expresados logio UFC mL™ estan
representados en la tabla 2.
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Figura. 1 Grafico de cinética de muerte de distintos nanomateriales frente a E. faecalis. Ag1S
(nanogel de plata de 1 paso con concentracion alta de PVP/PVA), CulS (nanogel de cobre de 1
paso con concentracién alta de PVP/PVA), Ag2S (nanogel de plata de dos pasos con
concentracién media de PVP/PVA), Cu2S (nanogel de cobre de dos pasos con concentracién
media de PVP/PVA). Fuente: elaboracién propia.
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Figura. 2 Grafico comparativo de actividad antibacteria de nanomateriales con distintas
concentraciones de PVP/PVA a distintos tiempos de actividad ANOVA de dos vias, prueba de
tukey p < 0,05. ns (sin diferencia significativa), *(p= 0,0282), *** (p=0,0002), ****(p <0,0001).
AglS: nanogel de plata de 1 paso, CulS: nanogel de cobre de 1 paso, Ag2S: nanogel de plata

de 2 pasos, Cu2S: nanogel de cobre de 2 pasos. Fuente: elaboracién propia.

La concentracién inicial del cultivo de E. faecalis fue de 4x108 UFC/mL (6,602
logio UFC mL™). El control positivo presentd un ligero aumento de log10 UFC a
lo largo del tiempo (2 h, 7,207+ 0,042). Sin embargo, la accion de los nanogeles
AglS, Ag2Sy CulS, Cu2S a 1 h de accion frente al cultivo bacteriano disminuyo
los valores en logio UFC a 6,311 £ 0,056, 5,480 + 0,129 y 3,512 + 0,198, 3,985 +
0,443, logio UFC mL™, respectivamente, en donde ambos nanogeles de cobre

presentaron una rapida disminucion del indculo, CuS1 presentando accion
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bactericida y CuS2 bacteriostatica al disminuir aproximadamente en 3 y 2
unidades logaritmicas, respectivamente, presentando diferencias significativas
con el control y los nanogeles de plata (p < 0,05). Por el contrario, ambos
nanogeles de plata no presentaron una actividad antibacteriana significativa
sobre el inéculo, ya que la reduccion en logio UFC fue de aproximadamente 1
unidad logaritmica, a pesar de que Ag2S present6 una diferencia significativa (p
= 0,0326) en relaciéon con el control (sin tratamiento). Al pasar 2 h se observaron
cambios en el recuento bacteriano en donde nanogeles de cobre CulS, Cu2Sy
Ag2S (0 = 0 logio UFC 1,674 + 1,450 logio UFC y 3,527 + 0,558 logio UFC,
respectivamente) presentaron actividad bactericida debido a una disminucién
mayor a 3 unidades logaritmicas. Cabe destacar que, aunque los tres nanogeles
presentaron actividad antibacteriana similar, los nanogeles de cobre provocaron
una mayor disminucion del recuento bacteriano en el tiempo que el nanogel de
plata (p < 0.0001 y p = 0.0002) (Figura. 1).

Al analizar la actividad de los nanogeles en el tiempo por separado, todos
presentaron una disminucion en el recuento bacteriano como se mencioné
anteriormente, sin embargo, AglS no presentd actividad sobre el in6culo en el
tiempo, por el contrario, CulS redujo a cero el inéculo. Es importante mencionar,
que CulS (p <0,0001), Cu2S (p <0,0001) y Ag2S (p =0,0282, p =0,0002)
presentaron diferencias significativas entre 0 hy 1 h, 1 h y 2 h de tiempo,

respectivamente (Figura 2).
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Tabla 2. Tabla resumen de los promedios y desviacidn estandar de la actividad antibacteriana

de nanomateriales a distintos tiempos. Fuente: elaboracién propia.

Material Oh (Media £ SD) 1h (Media + SD) 2h (Media £ SD)
Actividad antibacteriana Sin Actividad Sin Actividad
AglS 6,602 6,311 £ 0,056 5,286 + 0,549
Actividad antibacteriana Bactericida Bactericida
Culs 6,602 3,512+ 0198 0+0
Actividad antibacteriana Sin Actividad Bactericida
Ag2s 6,602 5,480 + 0,129 3,527 + 0,558
Actividad antibacteriana Bacteriostatico Bactericida
Cu2s 6,602 3,985+ 0,443 1,674 +£1,450
Actividad antibacteriana Sin Actividad Sin Actividad
Control Bacteria 6,602 6,602 7,207 + 0,042

SD: desviacion estandar, AglS: nanogel de plata de 1 paso, CulS: nanogel de cobre de 1 paso,

Ag2S: nanogel de plata de 2 pasos, Cu2S: nanogel de cobre de 2 pasos.

En base a estos resultados, se pudo establecer que los nanogeles con mayor

actividad antibacteriana en el tiempo fueron Ag2S y Culs, sin embargo, al aplicar

el criterio de inclusion para seleccionar 1 nanogel de cada metal, la seleccién de

los nanogeles vari6. Este criterio de inclusién se basé en la evaluacion de la

actividad antibacteriana del agente estabilizador PVP/PVA de cada nanogel con

concentracion alta y media (CulS y Cu2S, respectivamente) (Figura. 3).
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Figura. 3 Gréafico comparativo de actividad antibacteriana de nanogeles de cobre. CulS (nanogel
de cobre de 1 paso con concentracion alta de PVP/PVA), Cu2S (nanogel de cobre de dos pasos
con concentracion media de PVP/PVA), [Alta] PVP/PVA (estabilizador concentracion alta),

[Media] PVP/PVA (estabilizador concentraciéon media). Fuente: elaboracion propia.

En este sentido, se observo que la concentracion mas alta del PVP/PVA presenté
actividad bactericida a lo largo del tiempo, sin la presencia de las NPs, a su vez,
al comparar su efecto con el nanomaterial CulS, el cual estd compuesto por este
estabilizador mas la nanoparticula, no present6 diferencias significativas entre

ellos (p>0,9999). Por el contrario, la concentracion media de PVP/PVA no
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presentd actividad antibacteriana, a su vez, se observaron diferencias al
comparar la actividad bactericida con Cu2S (p<0,0001) (Figura. 3). Por estas
razones se seleccionaron Ag2S y Cu2S, los cuales tienen actividad bactericida
en el tiempo y que en su composicion presentan menor concentracion del agente
estabilizador, sin actividad antibacteriana por si solo, los cuales fueron utilizados

en la siguiente etapa.

6.2.Analisis de la biopelicula bacteriana multiespecies

mediante CLSM.
Los resultados de la actividad antibacteriana de los nanogeles de cobre y plata
(Cu2Sy Ag2S, respectivamente) a distintos tiempos de accion se muestran en la
figura 4 y tabla 3; se obtuvo el promedio y desviacién estandar de los porcentajes
de volumen de biomasa de células muertas, para luego comparar su variaciéon en

el tiempo.
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Figura. 4 Grafico de porcentaje del volumen de biomasa de células muertas de biopelicula
multiespecie madura frente a nanogeles Cu2S y Ag2S a 1 h, 24 h y 168 h de accion. AglS:
nanogel de plata de 1 paso, CulS: nanogel de cobre de 1 paso, Ag2S: nanogel de plata de 2

pasos, Cu2S: nanogel de cobre de 2 pasos. Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 3. Tabla resumen de los promedios y desviacién estandar del porcentaje de células

muertas en el tiempo. Fuente: elaboracidn propia.

1h 24 h 168 h

cu2s 25,7% + 9,4 31,9% + 5.3 84,5% + 7.7
1h . p=0,5018 (ns) p <0,0001(****)
24h p=0,5018 (ns) - p <0,0001(****)
168 h p <0,0001(****) p <0,0001(****) -

Ag2S 26,7%¢+ 4.5 29,0% + 0,8 73,3% + 18,9
1h ; p=0,9114 (ns) p <0,0001(****)
24h p=0,9114 (ns) - p <0,0001(****)
168 h p <0,0001(***) p <0,0001(****) -

Al analizar los datos obtenidos, se puede observar que ambos nanogeles
presentaron un aumento en el porcentaje de volumen de biomasa de células
muertas en el tiempo, desde 1 h hasta 168 h de aplicacién, Cu2S tanto porcentaje
alhyal68h(25,7% 9,4y 84,5% + 7.7, respectivamente), por su parte Ag2S
(26,7%= 45 y 73,3% =+ 18,9, respectivamente), presentando diferencias
significativas (p<0,0001). Sin embargo, al comparar los tiempos de accion de 1h
y 24 h, Cu2S y Ag2S, respectivamente, no hubo diferencias significativas en los

porcentajes de ambos nanogeles (p=0,5018 y p=0,9114). La actividad de los
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nanogeles presentd un mayor porcentaje de volumen de células muertas a las

168 h 84,5% £ 7.7 para Cu2S 'y 73,3% + 18,9 para Ag2S (figura. 4).

En la figura 5, se observa los resultados obtenidos mediante microscopia
confocal de la biopelicula multiespecie madura en contacto con Cu2S y Ag2S en
el tiempo, la cual fue tefiida con kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD BacLight
(Invitrogen, Carlsbad, CA), que contiene dos colorantes de tincién, SYTO 9 que
emite fluorescencia verde (células vivas o viables) y de ioduro de propidio, que
emite fluorescencia roja (células muertas o no viables). Se observa que a medida
que aumenta el tiempo de accion de ambos nanogeles, se muestra un aumento
en la fluorescencia roja (volumen de biomasa de células muertas), al contrario de
lo que sucede con la fluorescencia verde (volumen de biomasa de células vivas),

observandose una disminucion de ésta.
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Figura. 5 Reconstruccién de imagenes 2D obtenidas en microscopia confocal de biopeliculas
tratadas con nanogeles de platay cobre a1 h, 24 hy 168 h. Ag2S A) a1 h, C) 24 h, E) 168 h de
accion. Cu2S B) a1l h, D) 24 h,y F) 168 h de accion. Fuente: elaboracién propia.
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Posteriormente, se analizo el cambio de volumenes de biomasa de células vivas
y muertas producidos luego de la accion de los nanogeles por 1 h'y 168 h en
contacto con la biopelicula multiespecie madura. Los resultados de la prueba
Kruskal Wallis identificaron el efecto del nanomaterial y el tiempo sobre volumen
de biomasa de células vivas y muertas, para 1 h de acciéon H(4)= 19,50, p= 0.0002
y H(4)= 18,84, p=0,0003, respectivamente; Para 168 h de accién H(4)= 19.17, p
=0,0003 y H(4)= 13,56, p=0,0036, respectivamente. Ademas, se comparé estos

resultados con controles (NaOCI, Ca(OH)2 y control con bacterias).

Los analisis post hoc llevados a cabo con el estadistico de Dunn estan descritos
en la tabla 4 y graficados en la figura 6. Estos resultados mostraron que el
nanogel Cu2S a1l hya 168 h de accién presentd menor volumen de biomasa de
células vivas (Mdn= 8995 um3) y (Mdn= 3104 pum?3), respectivamente) que el
control con bacterias (Mdn= 39009 um3, p= 0,0142) IC 95% [ 23124, 57333], en
cambio al compararlos con Ag2S a 1 h y 168 h no presenta diferencias de
volumen ((Mdn=29871 pum3, p= 0,0659) IC 95% [25085, 33573] y (Mdn=
6227um3, p=0,7751) IC 95% [-583,5, 15670], respectivamente). A su vez, con el
control NaOCI (Mdn= 0,3957 um?, p=0,1305) IC 95% [0,2377,0,3957], Cu2S no
presenta diferencias en el volumen de biomasa de células vivas, lo contrario
ocurre con el control Ca(OH)2 a las 168 h de accion (Mdn= 3,25 um3, p=0,0373)
IC 95% [1,238, 5,762], donde Cu2S presenta mayor volumen. En relacién con
Ag2S a1l hya 168 h de accién, presento mayor volumen de biomasa de células
vivas (Mdn=29871 pum3y Mdn=6227 um?, respectivamente) que el control NaOCI
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(Mdn=0,3957 um3, p=0,0008) IC 95% [0,2377,0,3957], sin embargo, al comparar
los resultados con el volumen del control (biopelicula sin tratamiento) a 1 h no
presentan diferencias en volumen (p=0,5399), pero a las 168 h de accion Ag2S
(Mdn=6227 um?3) presenta menor volumen que el control con bacterias (Mdn=

39009 ums, p= 0,0455).

Por otro lado, al analizar los resultados del volumen de biomasa de células
muertas, Ag2S (Mdn= 11020 um?), el cual posee un mayor volumen que Cu2S
(Mdn=2761 pm?, p= 0,0275) IC 95% [ 1211, 4808] y que el control NaOCI (Mdn=
0,3957 ums3, p=0,1305) IC 95% [-14,52, 1710] a 1 h de accidn, y, a las 168 h con
el control Ca(OH)2 (Mdn= 1,2 um?) IC 95% [1,112, 1,221], sin embargo, no
presenta diferencias de volumen con el control bacteriaa 1 hy 168 h (p=0,8065,

p=0,4614, respectivamente).

Cu2S, por su parte, a 1 h y a 168 h (Mdn=2761 pm3, Mdn= 16355 pm?,
respectivamente) mostr6 menor volumen al compararlo con el control bacteria
((Mdn= 12007 um3, p= 0,0143) IC 95% [3066, 33486] y (Mdn= 12007 pms, p=
0,7126) IC 95% [3066, 33486], respectivamente). A su vez, presentd mayor
volumen de células muertas que los controles, sin diferencias al compararlo con
NaOCl a1 h (p=0,2207), en cambio, a las 168 h si hubo diferencias con Ca(OH)2

(p=0,0032) .
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Figura. 6 Gréafico comparativo de volimenes de biomasa de células vivas y muertas de
biopeliculas multiespecie madura en contacto con nanogeles Cu2Sy Ag2Sa 1l hy 168 h. Prueba
Kruskal Wallis (p < 0.05). Prueba post hoc de Dunn’s a 1 hora, ns (sin diferencias significativas),
*(Cu2S vs Ag2S, p=0,0275) (Cu2S vs Control, p= 0,0143), ***(Ag2S vs NaOClI, p= 0,0006), a 168
h, ns (sin diferencias significativas), *(Cu2S vs Control, p= 0,0222) (Cu2S vs Ca(OH)2, p=0,0372)
(Ag2S vs Control, p= 0,0455) (Ag2S vs Ca(OH)z, p= 0,0179), ** (p= 0,0032), *** (p=0,0009).
Fuente: elaboracién propia.
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Tabla 4. Comparacién de volumen de biomasa de células vivas y muertas (um3) entre

nanomateriales y controles a 1 horay 7 dias de accion. Fuente: elaboracién propia.

Cu2S 1h Ag2S 1h NaOCI 1h Control H p
Mdn(rango) Mdn(rango) Mdn(rango) Mdn(rango)
Vol.
biomasa 8995 29871 0,3 39009 19,50 0,0002
células (9,667) (27,17) 3.,5) (19,67)
vivas
Vol.
Biomasa 2761 11020 681,9 12007 18,84 0,0003
células 9) (18) 4) (19)
muertas
Cu2S 168 h Ag2S 168 h Ca(OH)2 168 h Control H p
Mdn(rango) Mdn(rango) Mdn(rango) Mdn(rango)
Vol.
biomasa 3104 6227 3,25 39009 19.17 0,0003
células (22) (13,17) (3,5) (21,33)
vivas
Vol.
Biomasa 16355 21231 1,2 12007 13,56 0,0036
células (15,5) a7 (3,5) (14)
muertas

Mdn: mediana, H: valor de x2de la prueba Kruskal Wallis, p: nivel de significancia
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6.3.Evaluacion de biocompatibilidad
Los resultados obtenidos de la metodologia realizada para evaluar
biocompatibilidad de los distintos nanogeles al aplicarlos en células humanas
obtenidas de ligamento periodontal en el tiempo (0 h, 24 h, 48 h'y 72 h) en
comparacion con el control sin material, se observan en los graficos de la figura
7 y en la tabla 4, se dan a conocer el resumen de los andlisis estadisticos
realizados de la media y desviacion estandar del % de células muertas,
proliferacion y % de confluencia. Ademas, en la figura 8, se observan las
imagenes obtenidas de la plataforma de tiempo real IncuCyte de células

humanas del ligamento periodontal en contacto con los distintos nanogeles.
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Figura. 7 Grafico comparativo de porcentaje de células muertas, Proliferacion celular y porcentaje

de confluencia de células humanas del ligamento periodontal en contacto con nanogeles de 0 h

a 72 h. Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 5. Analisis estadistico de promedio de porcentaje de células muertas (Sytox Green),

proliferacion y porcentaje de confluencia de los resultados de las imagenes obtenidas de

IncuCyte. Fuente: elaboracion propia.

AglS Ag2S
% Celulas Proliferacion % % Células Proliferacion %
muertas (C. finales/C. Confluencia muertas (C. finales/C. Confluencia
iniciales) iniciales)
Oh 7,2%+0,9(ns)  1,00£0,00(ns)  24,0%#3,0(ns)  10,0%=*2,0™ 1+0(ns) 18,8%z2,0(ns)
24 h 5,3%z2,2(ns) 0,72+0,43*** 23,3%z+6,4* 5,8%:z0,1(ns) 1,25+0,19(ns)  26,9%z5,6(ns)
48h  59%*15(ns)  0,490,17***  23,1%:x5,7***  51%0,7(ns)  1,51+0,16(ns)  35,4%z6,7(ns)
72h 6,8%:+0,7** 0,38+0,08****  17,3%=5,2****  4,9%+1,3(ns) 1,68+0,22(ns)  42,4%z+7,3(ns)
Culs Cu2s
% Células Proliferacion % % Células Proliferacion %
muertas (C. finales/ C. Confluencia muertas (C. finales/C. Confluencia
iniciales) iniciales)
Oh 10,3%+1,3 1+0(ns) 22,7%+2,6(ns)  15,6%+1,6""* 1+0(ns) 14,5%=1,9(ns)
24 h 6,8%+2,2(ns)  1,23+#0,09(ns)  31,9%x5,7(ns)  10,6%x0,2""*"  1,26+0,13(ns) 21,5%%3,9*"
48 h 8,3%+1,6™ 1,37+0,12(ns) 40,3%+2,9(ns) 9,1%+2,0"** 1,43+0,13(ns) 26,1%+5,9""
72 h 7,3%+1. 7 1,43+0,27(ns) 43,7%+2,8(ns) 7,9%+2,1"** 1,33+0,22(ns)  27.0%+10,3***
Control
% Células Proliferacion %
muertas (C. finales/ C. Confluencia
iniciales)
Oh 6,3%=0,3 1+0 24,1%+3,0
24 h 4,9%+1,0 1,28+0,09 34,6%+4,1
48 h 3,2%+0,6 1,43+0,13 42,6%0,3
72 h 3,0%+0,5 1,67+0,23 47,2%+3,7

Anova de dos vias, prueba post hoc de Dunnett’'s, porcentaje de células muertas, ns (sin
diferencias significativas), **(p= 0,0067), " (p= 0,0075), ** (p=0,0037, 0,0018), ** (p= 0,0002), ***
(p=0,0004), **** (p<0,0001). Proliferacién, ns (sin diferencias significativas), ** (p= 0,0009), *** (p
<0,0001). Porcentaje de confluencia, ns (sin diferencias significativas), * (p= 0,0293), **** (p
<0,0001), ** (p= 0,0092), *** (p= 0,0009), **** (p <0,0001).

En relacién con el porcentaje de células muertas, las cuales presentan dafio en
su membrana celular al estar en contacto con los distintos nanomateriales,
permitiendo la tincién de los acidos nucleicos del nacleo celular con Sytox Green

y la cuantificacion por el sistema IncuCyte. Los resultados del control de células
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humanas del ligamento periodontal sin material mostraron un porcentaje de
muerte del 6,3%+0,3a 0 h, 4,9%+1,0 a 24 h, 3,2%+0,6 a48 hy 3,0%+0,5a 72 h
de observacion. Al compararlos con los nanomateriales, podemos observar que
Ag1lS presenta un porcentaje de células muertas similar al control de 0 h a 48 h
de accion (7,2%+0,9 0 h (p= 0,8212), 5,3%z2,2, 24 h (p= 0,9907), 5,9%:1,5, 48
h (0,0649)), sin embargo, a las 72 h de accién el porcentaje aumenta,
presentando diferencias significativas (6,8%z0,7, p=0,0067). A su vez, Ag2S,
inicialmente presenta diferencias con el control con un mayor porcentaje de
células muertas (10,0%+2,0, 0 dias, p=0,0075), pero este porcentaje disminuye
en el tiempo sin diferencias con el control (5,8%+0,1, 24 h (p=0,8511), 5,1%=0,7,
48 h (p=0,2780), 4,9%+1,3, 72 h (p=0,2701). En relacion con los nanogeles de
cobre, CulS y Cu2S, estos presentan mayor porcentaje de células muertas que
el control en el tiempo, en donde Cu2S muestra mayor diferencia significativa
(15,6%1,6, 0 h,10,6%20,2, 24 h, 9,1%22,0, 48 h'y 7,9%+2,1 a 72 h (p<0,05)

(figura. 7A).

Por otro lado, los resultados de la proporcion de proliferaciéon (recuento de células
finales/ células iniciales), muestran que el control presenta un aumento en la
proliferacion a 72 h de evaluacion de 1,00+0,00 a 1,67+0,23. Al comparar los
resultados obtenidos, Ag1S fue el Unico nanogel que presentd diferencias con el
control a partir de las 24 h hasta las 72 h de accion, mostrando una disminucion
en la proliferacion de 0,72+0,43 a 0,38+0,08, respectivamente (p<0,05) (figura.
7B).
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En los datos obtenidos del porcentaje de confluencia (porcentaje de superficie o
imagen cubierta por células), el control presentd un aumento al pasar los dias de
24,1%+3,0 a 0 h hasta 47,2%+3,7 a las 72 h. Ag2S y CulS no presentaron
diferencias con el control (18,8%+2,0a0 h-42,4%+7,3a72hy 22,7%%2,a0h
- 43,7%+2,8 a 72 h, respectivamente) (p>0,05). Por otro lado, Cu2S, presentd un
aumento de la confluencia en el tiempo, sin embargo, es menor al compararlo
con el control (14,5%+1,9 a 0 h - 27.0%+10,3 a 72 h) (p<0,05). Lo contrario
sucede al observar los resultados de AglS, donde el porcentaje presenta una
disminucién en los dias con diferencias significativas con el control (24,0%+3,0 a

0 h-17,3%+5,2 a 72 h) (p<0,05) (figura. 7C).

En la figura 8, se puede observar las imagenes obtenidas de la plataforma de
tiempo real IncuCyte, en donde el control hPDLC mostraron una morfologia
fusiforme, caracteristica de los fibroblastos, la cual se mantuvo en el tiempo.
Incluso, se observa un aumento en el nimero de células fusiformes de 0 h a 72
h (figura 8. E y T, respectivamente). Imagenes similares se observan en las
hPDLC en contacto con Ag2S, CulS, Cu2S, sin embargo, se observa un leve
aumento de células pequefas, redondeadas y con tincién verde, asociadas a
muerte celular (figura 8. B-G-L-Q, C-H-M-R y D-I-N-S, respectivamente). Por el
contrario, en las imagenes de AglS, mostraron un aumento en el nimero de
células pequefas, redondeadas y tefiidas de verde y un menor nimero de células
fusiformes de 0 h a 48 h de accién (figura 8. A-F y K), pero a las 72 h se observa
lo contrario (figura 8. P).

54



Figura. 8 Imagenes obtenidas de plataforma de tiempo real IncuCyte de células humanas del

ligamento periodontal en contacto con los distintos nanogeles y controla 0O ha 72 h. AglS A) 0 h,
F) 24 h, K) 48 h, P) 72 h de aplicacion. Ag2S B) 0 h, G) 24 h, L) 48 h, Q) 72 h de aplicacion. CulS
C) 0 h, H) 24 h, M) 48 h, R) 72 h de aplicacion. Cu2S D) 0 h, I) 24 h, N) 48 h, S) 72 h. Control sin
material D) 0 h, J) 24 h, O) 48 hy T) 72 h de aplicacién. Fuente: elaboracién propia.
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7. DISCUSION

Este estudio ex-vivo evalué la actividad antibacteriana y biocompatibilidad de
cuatro nanogeles (2 de cobre y 2 de plata), producidos mediante distintos
métodos quimicos y funcionalizadas a distintas concentraciones del agente
estabilizador. Siendo el primer reporte del uso de CuNPs funcionalizadas como
una posible alternativa de desinfeccion en endodoncia (Raura et al., 2020). El uso
de AgNPs ha sido mas ampliamente reportado, pero no funcionalizadas (Afkhami
et al., 2023). Este proceso de funcionalizacion utilizando matrices poliméricas,
pueden proporcionar mejoras en las propiedades a las NPs, por ejemplo,
disminuir su toxicidad al utilizar polimeros inocuos y biocompatibles, mejorar la
actividad antibacteriana de las NPs, al permitir la obtencién de NPs de menor

tamafo, distintas formas entre otros(Veerapandian & Yun, 2011).

Por esto, en primera instancia se evalué la actividad antibacteriana de los
nanogeles frente a un modelo plancténico de E. faecalis mediante la prueba de
contacto directo modificada y curva de muerte. El objetivo de este ensayo fue
seleccionar un nanogel representante de plata y de cobre, que presentara mayor
actividad antibacteriana frente E. faecalis. Esta especie, pese a que no siempre
se encuentra presente en los tratamientos fallidos, y tampoco esta entre las mas

prevalentes (Boutsioukis et al., 2022), la caracteristica mas relevante de E.
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faecalis es su capacidad de tolerar una amplia variedad de condiciones de
crecimiento, lo que facilita enormemente su manipulacion en el laboratorio, por lo
gue aun se utiliza para estudiar terapias de desinfeccidn o agentes desinfectantes
en endodoncia (Boutsioukis et al., 2022; Hussein & Kishen, 2020; Landzberg et
al., 2021; Teed et al., 2023). Al realizar la comparacion de los cuatro nanogeles
frente al control, Ag2S, CulS y Cu2S presentaron diferencias significativas y
actividad bactericida a las 2 h de accion. CulS mostré mayor disminucion en el
recuento bacteriano que Cu2S, sin embargo, al analizar las curvas de muerte de
las concentraciones medias y altas de los agentes estabilizadores de PVP/PVA
(Cu2Sy Culs, respectivamente), este ultimo mostro actividad bactericida a las 2
h de accion sin presentar NPs de cobre en su composicion. Ademas, es
importante sefialar que el nanogel de AglS también presenta en su composicién
la concentracion mas alta de PVP/PVA, sin embargo, la interaccién entre esta
nanoparticula metalica y el polimero produce una actividad antibacteriana nula
en el tiempo. Queda claro, que no existen un método y modelo ideal que funcione
perfectamente independientemente de las condiciones y que proporcione todas
las respuestas. Por lo tanto, puede ser necesario combinar dos 0 mas ensayos
complementarios teniendo en cuenta sus fortalezas y debilidades al interpretar
los resultados (Boutsioukis et al., 2022; Meire & van der Waal, 2022). Por esta
razon se seleccionaron los nanogeles Ag2S y Cu2S, para evaluar su actividad

antibacteriana frente una biopelicula multiespecie.
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Multiples trabajos confirman nuestros resultados, con relacion a la actividad
antibacteriana tanto de nanoparticulas de plata como de cobre embebidas en una
matriz polimérica de PVA/PVP frente a monocultivos de cepas bacterianas Gram
positivas y Gram negativas. Por ejemplo, H Yu et al., evaluaron distintas
propiedades de hidrogeles de PVA/PVP que contenian diferentes
concentraciones de AgNPs, en el cual dentro de las propiedades que evaluaron
fue liberacion de iones de plata y accidén antibacteriana, las concentraciones mas
elevadas de NPs mostraron mayor liberacibn de iones plata y actividad
antibacteriana (1.0% en peso) frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli
mediante el test de difusion en agar (Yu et al., 2007). A su vez, Badineni et al.,
informaron que los polimeros de PVA/PVP con AgNPs, formados mediante
sintesis de reduccién quimica, a medida que aumentaban la concentracién de las
AgNPs, aumentaba el halo de inhibicion tanto en S. aureus y E.coli (Badineni et
al., 2021). No existen registros de actividad antibacteriana de geles o hidrogeles
de PVA/PVP de CuNPs, lo méas préximo son estudios de nanoparticulas de éxido
de cobre (CuONPs), en el cual tanto las CuONPs con y sin PVA/PVP,
presentaban actividad antibacteriana frente a S. aureus y E.coli, sin embargo,
CuONPs combinado con polimeros de PVA/PVP, potenciaban la actividad
antibacteriana, mostrando mayor actividad que CuONPs sin el agente
estabilizador (Ghosh et al., 2022). Esta caracteristica es un aspecto importante,
con relacion a los polimeros o estabilizadores de PVA y PVP, ya que la mayoria

de los estudios mencionan que estos polimeros o matrices son inocuos, es decir
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biocompatibles en los tejidos y no presentan actividad antibacteriana por si solos
(Badineni et al., 2021; El-Kader et al., 2021; Ghosh et al., 2022; Husain et al.,
2018; Lebaron et al., 1998; Leone et al., 2011; Yu et al., 2007). Por otro lado,
Oustadi et al., crearon una bicapa basada en el polimero PVA/PVP combinado
con ibuprofeno mediante ciclos de congelacién/descongelacion, al evaluar las
propiedades antibacterianas mediante el test de difusion en agar, dio como
resultado que el PVA presentaba actividad antibacteriana y el PVP no, sin
embargo, la membrana de PVA/PVP/Ibuprofeno presentdé mayor halo de
inhibicion frente a las cepas S.aureus y E.coli al compararlo con los polimeros
separados (Oustadi et al., 2020). Estos resultados se contrastan con los
resultados obtenidos en este estudio, y de alguna forma puede explicar porque
las concentraciones mas altas de PVA/PVP presentaban actividad
antibacteriana, pese a no poseer NPs. No obstante, todos los estudios
mencionados anteriormente presentan diferencias en su metodologia de
fabricacion del polimero, tipo y concentracibn de NPs, cepas bacterianas
utilizadas, por ende, se requieren estudios estandarizados para poder ser
comparables los resultados. En endodoncia, es importante considerar que tanto
para irrigantes como para medicamentos intraconductos, el test de difusion en
agar puede afectar los resultados de los materiales evaluados, debido al
desconocimiento de las interacciones quimicas del material o farmaco con el
medio, por ejemplo, al pH del agar, la capacidad de difusién del farmaco, entre

otros, es decir este test no es idéneo para evaluar la actividad antibacteriana
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(Boutsioukis et al., 2022; Editorial Board of the Journal of, 2007). En este trabajo
se utilizé la prueba de contacto directo modificado propuesto por Zhang et al., el
cual se trata de un ensayo cuantitativo y reproducible para analizar materiales

insolubles (Zhang et al., 2009).

Posteriormente, se genero la formacion de una biopelicula multiespecie madura,
debido a que las infecciones endoddnticas son producidas por diferentes
especies bacterianas que interactian entre si, formando este consorcio, con la
intencion de reproducir las condiciones que se establecen al interior del conducto
radicular (Boutsioukis et al., 2022). Para esto se utilizaron bacterias Gram
positivas, negativas, aerobias estrictas, facultativas, anaerobias y dos cepas
clinicas aisladas de infecciones endodonticas persistentes (Meire & van der
Waal, 2022). Al comparar los porcentajes de volumenes de bacterias muertas por
la aplicacion a distintos tiempos de aplicacion de los nanogeles en la biopelicula
bacteriana multiespecie, Ag2S y Cu2S generaron un aumento cercano al 73% y
85%, respectivamente a las 168 h de uso, presentando diferencias significativas
a medida que aumento el tiempo de aplicacién. Los nanogeles de cobre y plata
no mostraron diferencias significativas en el volumen de biomasa de células
muertas a las 168 h de accion al no utilizar ningn agente antibacteriano. Sin
embargo, existié una disminucién del volumen de biomasa de células vivas de la
biopelicula. Por otro lado, el uso de Ca(OH)2y NaOCI, evidenci6 un volumen de

biomasa de células muertas y vivas menor que los nanogeles evaluados.
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No existen estudios que analicen actividad antibacteriana de NPs de cobre y plata
con base polimérica de PVA/PVP frente a una biopelicula bacteriana multiespecie
endodontica, sin embargo, hay resultados de AgNPs frente a biopeliculas
endododnticas monoespecies (Hu et al.,, 2019) y uno de CuNPs utilizando
biopeliculas bacterianas endodonticas multiespecie, con resultados positivos y
comparables con los obtenidos en nuestro estudio con un modelo de biopelicula

multiespecie madura (Rojas et al., 2021).

En un estudio comparativo, en el cual evaluaron actividades antimicrobianas de
AgNPs cubiertas por PVA (AgNPs-PVA) y farnesol (producto derivado del
propéleo) frente a biopeliculas de 48 h de E. faecalis, Candida albicans y
Pseudomonas aeruginosa, mediante ensayo de tincion cristal violeta y su
cuantificacion mediante absorbancia, NaOCI presenté mayor reduccién de la
biomasa de biopelicula en los 3 microorganismos tanto a los 3 como a los 5
minutos de aplicacion, ademas, AgNPs-PVA fue mas efectivo frente a E. faecalis
qgue farnesol en ambos tiempos. Si bien frente a la biopelicula de P.aeruginosa
presentd mayor reduccion de biomasa al aumentar el tiempo de accién, no
superd los resultados que se obtuvieron con farnesol (Chavez-Andrade et al.,

2019).

Wu. et al., estudiaron la eficacia antibacteriana de distintas concentraciones de
AgNPs como irrigante (2 min de accion) y medicacion (7 dias de accion) frente a

biopeliculas monoespecie de 4 semanas de maduracion formadas en dentina
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radicular, utilizando microscopia confocal mas la tincion de viabilidad. Segun sus
resultados, la irrigacion con AgNPs al 0,1% a 2 min no presento diferencias en el
recuento de bacterias viables frente al control salino, a su vez, NaOCl a 2 min de
accion, elimin6 el mayor porcentaje de biopelicula impidiendo la determinacién
de viabilidad mediante CLSM. Por otra parte, las biopeliculas tratadas con gel de
AgNPs al 0,02% como medicamento durante 7 dias mostraron diferencias
significativas en el numero de células viables en comparacion con la
concentracion AgNPs al 0,01% e Ca(OH)2. Sin embargo, Ca(OH)z elimin¢ la
mayoria de las biopeliculas, mostrando una biopelicula residual con una alta
proporcion de células vivas. Los autores sugieren que las AgNPs deberian
aplicarse como medicamento y no como irrigante para mostrar una actividad
potencial contra las biopeliculas bacterianas residuales durante la desinfeccion

endodoncia (Wu et al., 2014).

Por otro lado, Rojas et al., en un estudio ex-vivo utilizando dientes, evaluaron los
efectos de CuNPs a distintos tiempos de accion frente a una biopelicula
multiespecie (E. faecalis y S. mutans) temprana (48 h de maduracion)
comparando su accion frente a Ca(OH)2 mediante el recuento bacteriano, los
resultados mostraron que a medida que se aumenta el tiempo de accién de
CuNPs (1 min a 7 dias), aumenta su actividad antibacteriana disminuyendo el
recuento bacteriano sin presentar diferencias significativas con el control

Ca(OH)2 (Rojas et al., 2021).
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Si bien estos estudios presentan resultados similares a los obtenidos en esta
investigacion, en que el uso de estas NPs presenta mayor actividad al utilizarlas
a las 168 h, estos presentan diferencias al compararlos con los controles NaOCI
y Ca(OH)2, mostrando diferencias menores en su capacidad antibacteriana. Esto
puede deberse a la capacidad tampon de la dentina, producto de sus
componentes organicos e inorganicos (Meire & van der Waal, 2022). También, la
edad puede afectar el crecimiento de la biopelicula tras la incubacion (Ozdemir
et al., 2010), produciendo una disminucion de la actividad antibacteriana de estos
materiales. Es mas, Gomes et al., mencionan que la accion de las CuNPs puede
disminuir por la accion del pH, estructura de la superficie, presencia de materia
organica, entre otras (Gomes et al., 2020). Yin et al., mencionan que la accion de
las AgNPs puede estar perjudicada debido al tamafio de la nanoparticula,
impidiendo su difusion a través de la biopelicula, ademas la composicion quimica
de las NPs puede provocar acumulacion de estas en la biopelicula, reduciendo
su difusion, y por ultimo, la interaccion electrostatica entre las bacterias y las NPs
puede alterar su penetracion en la biopelicula producto de la generacién de NPs
cargadas (Yin et al.,, 2020). Cabe destacar que existen diferencias en la
metodologia, principalmente en relacion con el modelo de biopeliculas (tipo de
cepas bacterianas, tiempo de maduracion), tipo de nanoparticulas utilizadas, que

pudiesen explicar los distintos resultados en los estudios.

El éxito del tratamiento endoddntico depende tanto de factores preoperatorios
como es la presencia de infeccién, como por los factores intraoperatorios como
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es una adecuada preparacion quimiomecanica, para estimular un cambio en la
ecologia microbiana (Gulabivala & Ng, 2023). Es responsabilidad del clinico
analizar estas variables e incorporarlas en la estrategia de desinfeccion para
maximizar las posibilidades de curacion. Tener una alternativa a nuestros
tradicionales irrigantes y medicamentos como es NaOCl y el Ca(OH)2, los cuales
poseen desventajas intrinsecas como la toxicidad y la resistencia, seria
significativamente menor que seguir contando con agentes antimicrobianos

anicos (Ordinola-Zapata et al., 2022).

Actualmente frente a la amplia gama de nuevos materiales endodonticos
generados por la industria, es de vital necesidad realizar ensayos
experimentales, para hacer un screening y caracterizar los posibles efectos
adversos de estos materiales en los tejidos orales (Hosseinpour et al., 2022). En
nuestro estudio se utilizé una nueva plataforma de tiempo real, lamada IncuCyte,
la cual permite una monitorizacion continua de las células en tiempo real,
detectando cambios dinamicos de la poblacion de células, sin realizar la
eliminacién de éstas para su analisis, en donde ademas permite la evaluacion de
multiples parametros tales como viabilidad, proliferacion, confluencia, morfologia
a lo largo del tiempo (Ghasemi et al., 2021; Riss & Moravec, 2004; Riss et al.,
2004). A las células humanas derivadas del ligamento periodontal se les
aplicaron los distintos nanogeles y como controles se usaron las células sin
ningun material, ademas se evaluaron los polimeros de PVA/PVP con los cuales
estaban formadas estas NPs. Los resultados de este trabajo muestran que los
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nanogeles de Ag2S y CulS presentaron diferencias menores al compararlos al
control, tanto en porcentaje de células muertas, como en proliferacion y
porcentaje de confluencia. Cu2S presentd una leve diferencia en relacion con el
porcentaje de células muertas, el que fue disminuyendo con el paso de los dias,
a su vez, éste presentdé menor porcentaje de confluencia, si bien este porcentaje
aumento6 con el tiempo, fue menor que el control. Es importante mencionar que
todos los nanomateriales presentaron a tiempo 0 algun grado de citotoxicidad,
dentro de los pardmetros evaluados, sin embargo, estos valores fueron

disminuyendo sus diferencias con el control con el paso de los dias.

Como se menciond anteriormente, diversos estudios hacen mencion que
PVA/PVP son poco toxicos frente a tejidos, no asi las NPs solas (Badineni et al.,
2021; El-Kader et al., 2021; Ghosh et al., 2022; Husain et al., 2018; Lebaron et
al., 1998; Leone et al., 2011; Yu et al., 2007). En este sentido, nuestros resultados
difieren de los estudios anteriores, en donde la concentracion mas alta de
PVA/PVP tuvo mayor porcentaje de células muertas que el control, sin embargo,
la concentracibn media se comportd similar que el control (material
suplementario). Por otro lado, un estudio en donde evaluaron CuONPs,
obtuvieron resultados similares a los nuestros, en el cual a medida que pasa el
tiempo en el uso de NPs asociadas a PVA/PVP la viabilidad aumenta (El-Kader
et al., 2021). Adicionalmente, en otro estudio se demostré que aumentos en la
concentracion de la AgNPs en matrices de PVA/PVP mostraban leves mejoras
en la viabilidad de células HFB4 (Abd El-Kader et al., 2021). Si bien en este
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estudio se utilizd6 una sola concentracion de plata Ag2S obtuvo un
comportamiento similar que las células humanas del ligamento periodontal en

cuanto a citotoxicidad.
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8. CONCLUSIONES

Como conclusién de este trabajo de tesis:

Actualmente en la disciplina de endodoncia existe un alto indice de generacion
de nuevos materiales para las distintas etapas del tratamiento, es de vital
importancia realizar investigaciones previas para observar y registrar el

comportamiento de estos materiales para un posterior uso en humanos.

Segun los resultados del presente trabajo se acepta totalmente la hipotesis
planteada debido a:

1. Este es el primer reporte donde se evallan actividad antibacteriana y
biocompatibilidad de estos nanogeles de cobre y plata asociados a una
matriz de PVA/PVP, ademas del uso de un modelo de biopeliculas
bacteriana endodontica multiespecie madura y de la plataforma tiempo
real IncuCyte.

2. A su vez, es importante considerar la complejidad en la reproduccion
exacta de una biopelicula bacteriana endodéntica multiespecie y los
componentes estructurales asociadas a ellas. Por otro lado, es importante
tener en cuenta estas limitaciones técnicas al utilizar lineas celulares para
estudiar la biocompatibilidad. Complementar los estudios con modelos in

vivo y sistemas mas complejos, como modelos animales, puede

67



proporcionar una evaluacibn mas completa y precisa de la respuesta
bioldgica y la biocompatibilidad de un material.

. Sin embargo, este estudio nos proporciona resultados iniciales y positivos
del uso de nanogeles de cobre y plata (Ag2S y Cu2S), en donde mostraron
mayor actividad antibacteriana a las 168 h o 7 dias frente a una biopelicula
bacteriana endodontica multiespecie.

. Asimismo, a medida que aumentan los tiempos de accion frente a las
células humanas del ligamento periodontal disminuye la citotoxicidad de
los nanogeles, proporcionando un material alternativo al hidréxido de

calcio durante la medicacién en los tratamientos de conductos.
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9. PROYECCIONES

La endodoncia es un campo de la odontologia que ha experimentado una
creciente exploracion en el uso de nanomateriales en los ultimos afios. A medida
que se estudian y comprenden mejor los mecanismos de accion de los
nanomateriales frente a las células bacterianas y eucariotas, se podria considerar
su utilizacion en la practica clinica. Sin embargo, para lograr esto, se requieren
mas estudios estandarizados y reproducibles, incluyendo modelos bacterianos
mutiespecies, lineas celulares, modelos in vivo, tipo de nanoparticulas, métodos
de obtencion de las nanoparticulas, agentes funcionalizantes o estabilizadores,
entre otros. Es necesario generar evidencia sobre los beneficios y efectos
adversos del uso de estas nanoparticulas, incluyendo cémo pueden
comprometer las propiedades fisicas y quimicas de la estructura dentinaria, su
biodistribucién sistémica, asi como evaluar la presion selectiva de
microorganismos y genes de resistencia, para evitar aumentar la resistencia
bacteriana. En resumen, se requiere de una evaluacion cuidadosa y rigurosa de
los efectos de las nanoparticulas funcionalizadas en la practica clinica de la

endodoncia, antes de que puedan ser utilizadas en su totalidad.
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10.GLOSARIO

Ag: Plata

Ag1lS: Nanogel de plata de 1 paso
Ag2S: Nanogel de plata de 2 pasos
AgNOs: Nitrato de plata

AgNPs: Nanoparticulas de plata
ATCC: American Type Culture

Au: Oro

Ca(OH)2: Hidroxido de calcio

CHX: Clorhexidina

CLSM: Microscopia confocal de barrido de laser
Cu: Cobre

CulS: Nanogel de cobre de 1 paso
Cu2S: Nanogel de cobre de 2 pasos
CuNPs: Nanoparticulas de cobre
CuO: Oxido de cobre

CuSOa: Sulfato de cobre

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
HFB4: Células de cancer de piel

hPDLC: Células del ligamento periodontal humano
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LDH: Lactato deshidrogenasa

LPD: Ligamento periodontal

MTT: Bromuro de 3- [4,5- dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio
NaOCI: Hipoclorito de sodio

NPs: Nanoparticulas

OMS: Organizacion mundial de la salud
PBS: Buffer fosfato salino

Pd: Paladio

Pt: Platino

PVA: Polivinilalcohol

PVP: Polivinilpirrolidona

ROS: Especies reactivas de oxigeno
SD: Desviacion estandar

Si: Silicio

TiO2: Oxido de titanio

TSA: Agar tripticasa de soya

TSB: Caldo tripticasa de soya

UFC: Unidades formadoras de colonias

ZnS: Sulfuro de zinc
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12. ANEXOS
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Figura 9. Gréfico comparativo de actividad antibacteriana de nanomateriales de plata AglS
(nanomaterial de plata con concentracion alta de PVP/PVA), Ag2S (nanomaterial de plata con
concentracién media de PVP/PVA), [Alta] PVP/PVA (estabilizador concentracion alta), [Media]
PVP/PVA (estabilizador concentracion media). AglS: nanogel de plata de 1 paso, Ag2S: nanogel

de plata de 2 pasos. Fuente: elaboracion propia.
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Figura 10. Grafico de porcentaje del volumen de biomasa de células muertas y vivas de
biopelicula multiespecie a 21 dias de maduracion sin material (Control Bacteria). Porcentaje de
volumen de biomasa de células muertas (barra de color rojo), Porcentaje de volumen de biomasa
de células vivas (barra de color verde). Fuente: elaboracion propia.
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Figura. 11 Grafico comparativo de porcentaje de células muertas, proliferacién celular y
porcentaje de confluencia de hPDLC en contacto con los agentes funcionalizadores de
concentracion media y alta de 0 h a 72 h. [Alta] PVP/PVA (estabilizador concentracion alta),
[Media] PVP/PVA (estabilizador concentracion media), hPDLC (células humanas del ligamento

periodontal. Fuente: elaboracidn propia.
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