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RESUMEN

Introduccion: La clorhexidina (CHX), un antiséptico bucal de referencia presenta
efectos antimicrobianos amplios que alteran la microbiota oral, disminuyendo
bacterias beneficiosas esenciales para la homeostasis oral y la salud sistémica.
Por otro lado, las nanoparticulas de cobre (CuNPs) ofrecen propiedades
antimicrobianas especificas, con menor probabilidad de inducir resistencia y
efectos colaterales, constituyéndose como una alternativa terapéutica

prometedora.

Objetivo: Evaluar los efectos de un gel basado en CuNPs sobre la microbiota
oral, sus vias metabdlicas funcionales y la seguridad sistémica, comparandolo

con CHX en un modelo experimental de ratas Sprague-Dawley.

Métodos: Se incluyeron 16 ratas divididas en cuatro grupos: control, CHX por 7
dias (CHX7d), CuNPs por 7 dias (NG7d) y CuNPs por 30 dias (NG30d). La
microbiota oral fue caracterizada mediante secuenciacion del gen 16S rRNA de
longitud completa (Oxford Nanopore) y andlisis bioinformatico con PICRUSt2 y
EMU. Ademés, se evaluaron parametros hematoldgicos, bioquimicos y
enzimaticos (ALT) para determinar toxicidad sistémica. La presencia de CuNPs

en sangre y tejidos se analiz6 mediante TEM y SEM-EDS.

Resultados: Los tratamientos con CuNPs preservaron la diversidad microbiana

relativa y potenciaron rutas metabolicas clave como la reduccion de nitrato a



nitrito en NG7d y NG30d, favoreciendo funciones bacterianas relacionadas con
la homeostasis metabdlica. CHX mostré un impacto mas amplio, disminuyendo
la diversidad alfa y afectando negativamente la estructura de la microbiota. En
términos de seguridad sistémica, ningun grupo mostro pérdida significativa de
peso ni alteraciones en el peso de organos internos. Los parametros
hematoldgicos y bioquimicos permanecieron mayoritariamente dentro de rangos
fisioldgicos. Sin embargo, las imagenes TEM confirmaron la presencia de CuNPs

en suero, mientras que SEM-EDS no detecté acumulacion en tejidos renales.

Conclusiones: El gel basado en CuNPs demostré un efecto antimicrobiano
selectivo y preservé la seguridad sistémica en este modelo experimental. Estos
hallazgos subrayan el potencial de las CuNPs como alternativa terapéutica en
odontologia, abordando las preocupaciones globales sobre la resistencia
antimicrobiana y ofreciendo una estrategia eficaz que preserva funciones

microbianas esenciales.



ABSTRACT

Introduction: Chlorhexidine (CHX), a standard oral antiseptic, exerts broad-
spectrum antimicrobial effects that disrupt the oral microbiota, reducing beneficial
bacteria essential for oral and systemic health. Copper nanoparticles (CuNPSs)
provide targeted antimicrobial properties with a lower likelihood of inducing

resistance, presenting a promising therapeutic alternative.

Objective: To evaluate the effects of a CuNP-based gel on oral microbiota
composition, functional metabolic pathways, and systemic safety compared to

CHX in a Sprague-Dawley rat model.

Methods: Sixteen rats were divided into four groups: control, CHX for 7 days
(CHX7d), CuNPs for 7 days (NG7d), and CuNPs for 30 days (NG30d). The oral
microbiota was characterized using full-length 16S rRNA sequencing (Oxford
Nanopore) and bioinformatic analysis with PICRUSt2 and EMU. Hematological,
biochemical, and enzymatic parameters (ALT) were evaluated to determine
systemic toxicity. CuNP presence in blood and tissues was analyzed via TEM and

SEM-EDS imaging.

Results: CuNP treatments preserved relative microbial diversity and enhanced
key metabolic pathways, such as nitrate-to-nitrite reduction, in NG7d and NG30d,
supporting bacterial functions associated with metabolic homeostasis. CHX
demonstrated broader impacts, reducing alpha diversity and negatively affecting

microbiota structure. In terms of systemic safety, no significant weight loss or
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organ weight changes were observed across groups. Hematological and
biochemical parameters remained mostly within physiological ranges. However,
TEM images confirmed CuNP presence in serum, while SEM-EDS showed no

renal tissue accumulation.

Conclusions: The CuNP-based gel demonstrated selective antimicrobial efficacy
and preserved systemic safety in this experimental model. These findings
highlight the potential of CuNPs as a therapeutic alternative in dentistry,
addressing global concerns about antimicrobial resistance while preserving

essential microbial functions.



1. INTRODUCCION

El aumento alarmante de la resistencia antimicrobiana y la generacion de
resistencia cruzada a compuestos como la clorhexidina (CHX) han planteado
desafios criticos en el manejo de infecciones orales. Aunque la CHX sigue siendo
el estandar de referencia como antiséptico bucal, su uso prolongado se asocia
con efectos secundarios significativos, incluida la alteracion de la microbiota oral
saludable, el aumento de la susceptibilidad a disbiosis y el surgimiento de
microorganismos resistentes. Este panorama enfatiza la necesidad de explorar

alternativas mas seguras y eficaces que superen estas limitaciones.

En este contexto, las nanoparticulas de cobre (NPCu) funcionalizadas se
posicionan como una solucién prometedora, combinando propiedades
antimicrobianas potentes con una potencial reduccién en la generacion de
resistencia bacteriana. Este trabajo presenta la evaluacion luego del anterior
desarrollo de un gel nanoestructurado basado en NPCu estabilizadas con
Polivinilpirrolidona (PVP) y Polivinilalcohol (PVA), sintetizado mediante un
método asistido por microondas. Con un tamafio promedio de particulas de 10.21
+ 3.76 nm, esta formulacion se disefid para maximizar la interaccién con
microorganismos orales de tal manera de mantener un efecto antibacteriano

marcado y reduciendo la citotoxicidad en el tejido del hospedero.

La propuesta de valor de esta investigacion radica en su enfoque integrado para

evaluar los efectos antibacterianos sobre el microbioma oral y sistémicos de las



NPCu. Utilizando un modelo animal de ratas Sprague-Dawley, se exploraron de
manera comparativa los impactos del gel de NPCu y la CHX sobre la microbiota
oral y la salud sistémica. La caracterizacion incluyd analisis avanzados de
composicién, estructura y funciones metabdlicas predictivas de la microbiota oral,
asi como una evaluacion exhaustiva de parametros hematoldgicos, bioquimicos

y de toxicidad hepatica mediante ensayos de alanina aminotransferasa (ALT).

Este estudio se distingue por su metodologia rigurosa, que combina tecnologias
de secuenciacion de tercera generacion y andlisis bioinformaticos junto con
técnicas de microscopia electrénica para evaluar la presencia y eliminacion de
las NPCu a nivel sistémico. Los resultados de esta investigacion no solo
destacan el potencial de las nanoparticulas de cobre (NPCu) como una
alternativa terapéutica innovadora en odontologia, sino que también abordan
preocupaciones globales relacionadas con la resistencia antimicrobiana. Este
estudio evidencia que las NPCu, al diferir en su mecanismo de accion respecto a
agentes antimicrobianos tradicionales como la clorhexidina, podrian ofrecer una
estrategia eficaz que minimice el riesgo de resistencia cruzada. La clorhexidina,
ampliamente utilizada como antiséptico oral, ha sido vinculada en investigaciones
previas con la selecciébn de microorganismos resistentes, lo que subraya la
urgencia de explorar alternativas mas sostenibles. En este contexto, el gel
funcionalizado de NPCu desarrollado y probado en este trabajo demuestra no
solo un impacto antimicrobiano selectivo sobre la microbiota oral, sino también
una seguridad sistémica alentadora, proyectandose como una herramienta
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prometedora para su implementacion clinica en escenarios de alta prevalencia
de resistencia antimicrobiana donde incluso el contexto odontoldgico no escapa

a esta problematica.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Microbiotay microbioma oral humano

La complejidad de la microbiota bucal abarca una variedad de microorganismos,
incluyendo bacterias, hongos, arqueas y virus, formando una comunidad
intrincada. Esta diversidad contribuye a una biogeografia distintiva, la cual, junto
con las interacciones con el sistema inmune del hospedero, juega un papel crucial
tanto en la salud oral como en la salud general del organismo. (J. L. Baker et al,
2024, Sedghi et al., 2021a, J. Wang et al., 2022) Actualmente, se sabe que la
cavidad oral alberga una microbiota extremadamente variada, solamente
superada en diversidad por la microbiota del colon. Basado en estudios de
microbioma, se estima que una persona en promedio contiene entre 100 y 300
tipos distintos de especies bacterianas habiéndose descrito un total de mas de
700 especies que se han identificado hasta la fecha.(Sato et al., 2015, Bik et al.,
2010). Este conjunto de organismos alberga su propio contenido genético,
denominado “metagenoma”, el cual sostiene una relacion reciproca o
bidireccional con el genoma humano, esencial tanto para la preservacion de la
salud como para el desarrollo de enfermedades.(Levy et al., 2015) Se ha descrito
gue la microbiota bucal es clave en el desarrollo de caries y periodontitis, dos
enfermedades comunes y altamente prevalentes en la poblacién adulta a nivel
mundial. Estas patologias orales, sin el tratamiento adecuado, pueden llevar a la

pérdida de dientes y de la correcta funcibn masticatoria, generar déficit
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nutricionales y reducir la calidad de vida en general.(Tonetti et al., 2017, Valm,

2019).

Por otra parte, es importante tener en cuenta que tanto los estados de salud como
los de enfermedad a nivel oral pueden ser el reflejo de la composicion y funcion
de la microbiota bucal junto con la influencia de las interacciones que se producen
entre especies dentro de este ambiente.(Valm, 2019) En este sentido, la
microbiota se desenvuelve en un ambiente microbiano muy dinamico, con
diferentes sustratos y nichos que favorecen el desarrollo de complejas
biopeliculas polimicrobianas en las superficies dentales.(Sedghi etal.,
2021a)(Duran-Pinedo & Frias-Lopez, 2015) La estabilidad de este ecosistema se
ve continuamente desafiada por factores dietéticos, flujo salival, la masticacion y
la introduccién de microorganismos exogenos. Asi mismo, la composicion de esta
microbiota puede estar influenciada por la genética del individuo, factores
maternos y ambientales, como la alimentacion y la higiene oral, ademas de
medicamentos y condiciones sistémicas.(Duran-Pinedo & Frias-Lopez, 2015)
Esta dinamica ofrece un terreno fértil para la disbiosis y enfermedades orales
anteriormente nombradas. Es por todo esto, que la investigacion mediante
métodos in vitro independientes de cultivos junto con andlisis con nuevas
tecnologias de secuenciacion gendémica han permitido profundizar en la
comprension de estas comunidades microbianas de la cavidad bucal al igual que

las variables que afectan la dindmica del microbioma oral.(Sedghi et al., 2021a)
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2.2.Metagendmica en el estudio del microbioma oral

Es importante tener presente que la metagendmica analiza el acido
desoxirribonucleico (ADN) directo de entornos mixtos, revelando la diversidad y
abundancia de microorganismos.(Knight et al., 2018) Recientes metodologias y
herramientas bioinformaticas han optimizado el estudio del microbioma,
permitiendo desde analisis de diversidad hasta la prediccion de vias
metabdlicas.(Douglas et al.,, 2020a)(Muir etal., 2016) Las tecnologias de
secuenciacion de tercera generacion, con su capacidad para obtener genomas
completos desde muestras complejas, auguran un gran avance, simplificando la
identificacion de genomas circulares completos y abriendo la puerta a la
gendmica de alta precision en el estudio del microbioma. (J. L. Baker, 2023) Es
asi como la metagendmica ha transformado gran parte de la comprension del

microbioma oral en los ultimos anos.

La llegada de la secuenciacibn masiva ha permitido indagar en la microbiota
bucal con una profundidad antes inimaginable.(Duran-Pinedo & Frias-Lopez,
2015) En especial, la secuenciacion del 16S rRNA se ha consolidado como una
herramienta fundamental para el estudio detallado de las comunidades
procarioticas. (Willis & Gabald6n, 2020)(Knight et al, 2018) Avanzando en este
campo, se ha demostrado que la obtencion de genomas de referencia de alta
calidad es vital por multiples motivos.(J. L. Baker, 2022) Primero, posibilitan la
cuantificacion precisa de la abundancia de taxones especificos o de sus
transcripciones de ARNm a través del mapeo de lecturas(Venter et al, 2004).
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Ademas, la posesion de un genoma completo facilita la prediccion de funciones
metabdlicas y roles ecoldgicos, algo sumamente relevante para especies que aun
no han sido aisladas o cultivadas (Fleischmann et al., 1995) Estos genomas de
alta fidelidad también son cruciales para dirigir la experimentacion en laboratorio,
como la edicion gendmica y la mutagénesis. No obstante, a pesar de la creciente
acumulacion de genomas microbianos en bases de datos como NCBI RefSeq
(O’Leary etal.,, 2016) y la Human Oral Microbiome Database (HOMD) (Chen
etal., 2010), muchas bacterias, incluyendo aquellas pertenecientes al
microbioma oral humano, ain no cuentan con genomas de referencia bien

establecidos.(J. L. Baker, 2022)(Naito et al., 2016)

La revolucion en la secuenciacion masiva de segunda generacion a partir de la
utilizacién de lllumina ha profundizado el entendimiento del microbioma oral,
aunqgue las lecturas cortas limitan el ensamblaje de genomas. Las tecnologias
emergentes como Oxford Nanopore (Jain et al., 2015) y PacBio ofrecen lecturas
mas largas que superan estas limitaciones y facilitan el andlisis genémico
completo y la caracterizacion epigenética.(Roberts et al., 2013)(Athanasopoulou

et al., 2021)(Baker et al., 2023)

2.3.Gen 16S rRNA como marcador taxonémico
El gen 16S rRNA se ha establecido como una macromolécula de alto interés en
filogenética y taxonomia de microorganismos procariotas, gracias a su estructura

gue intercala regiones conservadas universales entre diferentes
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microorganismos con segmentos variables que evolucionan a lo largo del
tiempo.(Rodicio & Mendoza, 2004) Este gen presenta diez zonas conservadas,
de C1 a C10, que son fundamentales para el disefio de cebadores universales
que facilitan la amplificacion de las regiones hipervariables. Paralelamente, las
nueve regiones variables, etiquetadas de V1 a V9, son las que aportan la
informacion critica para profundizar en los estudios de filogenia y
taxonomia.(Regueira-lglesias, Balsa-Castro, etal., 2023a)(Regueira-lglesias,

Vazquez-Gonzélez, et al., 2023a)

El tamafio promedio del gen 16S rRNA se encuentra alrededor de los 1500 pares
de bases, sirviendo las secuencias de Escherichia coli como referencia estandar
para definir la ubicacion de los nucleotidos dentro del gen, asi como para la
identificacion y nomenclatura de los cebadores especificos.(Regueira-Iglesias,
Vazquez-Gonzélez, et al., 2023a) No obstante, es relevante mencionar que la
extension total del gen y la distribucién de sus regiones conservadas y variables
exhiben una notable variabilidad entre distintas especies de bacterias y arqueas,
e incluso entre cepas dentro de una misma especie. Esta variabilidad plantea
desafios en la delimitacién precisa de las posiciones de inicio y fin de las regiones
variables y conservadas, dependiendo siempre de la secuencia de referencia

empleada para el analisis.(G. C. Baker et al., 2003)

A pesar de la existencia de otros marcadores moleculares como el gen de la

subunidad 3 de la ARN polimerasa (rpoB), el gen 16S rRNA es mayoritariamente
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utilizado.(Rodicio & Mendoza, 2004) Su presencia universal en todas las
bacterias y arqueas, junto con una combinacién Optima de estabilidad en sus
regiones conservadas e hipervariables, hace que este gen sea adecuado para
propésitos bioinformaticos y alineamientos precisos. Ademas, la amplia base de
datos disponibles y la facilidad de secuenciacion subrayan su utilidad en la
investigacion cientifica.(Regueira-Iglesias, Balsa-Castro, etal., 2023a) Sin
embargo, la utilidad del gen 16S rRNA como marcador filogenético exhibe
limitaciones. Una de las mas significativas es la presencia de multiples copias en
un mismo genoma, lo que complica la cuantificacion de la abundancia de taxones
especificos y puede llevar a una sobreestimacion o subestimacion de ciertos
microorganismos. Este fenbmeno se observa en un gran porcentaje de bacterias
y arqueas orales, donde el nimero de copias del gen varia ampliamente. A esto
se suma la variabilidad intragendmica, donde diferentes copias del gen 16S
dentro de un mismo organismo pueden mostrar secuencias distintas, lo que
potencialmente podria llevar a una clasificaciéon errénea de las secuencias en
taxones incorrectos.(Regueira-Iglesias, Balsa-Castro, et al., 2023a)(Regueira-

Iglesias, Vazquez-Gonzalez, et al., 2023a)

Para abordar estos desafios, se han desarrollado diversas estrategias
bioinforméticas que intentan ajustar estas variaciones en el nimero de copias del
gen, aunque la precision de estos métodos esta intrinsecamente ligada a la
calidad y amplitud de las bases de datos de referencia utilizadas. (Weinroth et al.,
2022) Este conjunto de caracteristicas complejiza el uso del gen 16S rRNA como
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herramienta filogenética, pero también subraya su relevancia en el estudio del

microbioma.(Regueira-Iglesias, Balsa-Castro, et al., 2023a)

2.4.Tecnologias de secuenciaciéon de tercera generacion y su aplicacion en
estudios del microbioma oral
Tal como hemos dado a entender anteriormente, la microbiota oral es una de las
comunidades microbianas mas complejas del cuerpo humano, lo que resalta la
necesidad de herramientas analiticas capaces de resolver su diversidad y
funcionalidad con precisién. En este contexto, las tecnologias de secuenciacion
de tercera generacion, como Oxford Nanopore Technologies (ONT) y Pacific
Biosciences (PacBio), han marcado un cambio de paradigma en los estudios del
microbioma (Pérez-Cobas et al., 2020). Estas plataformas, al ofrecer longitudes
de lecturas largas, permiten la secuenciacion completa del gen 16S rRNA,
superando las limitaciones de tecnologias previas basadas en lecturas cortas,
como lllumina. Esta capacidad es particularmente significativa en el microbioma
oral, donde la redundancia y variabilidad intragendmica complican Ila
interpretacion taxonomica y funcional, mientras que la resolucion a nivel de
especie puede ser determinante para responder preguntas biologicas

criticas.(Regueira-lglesias, Vazquez-Gonzalez, et al., 2023b)

En el caso especifico de ONT, su capacidad para secuenciar en tiempo real y
cubrir regiones completas del gen 16S rRNA, incluidas las hipervariables V1-V9,

permite abordar de manera mas precisa las interacciones ecoldgicas dentro del
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microbioma oral. (Santos et al., 2020) Esta tecnologia se complementa con
herramientas bioinformaticas avanzadas como NanoCLUST (Rodriguez-Pérez
et al., 2021) y Emu (Curry et al., 2022), que optimizan la clasificacion taxonémica
a nivel de especie y minimizan los errores asociados con las lecturas largas.
NanoCLUST, por ejemplo, emplea agrupamiento no supervisado mediante
UMAP y HDBSCAN, junto con técnicas de refinamiento como Medaka y FastANI,
para generar perfiles taxondmicos confiables en comunidades bacterianas
complejas. Estas capacidades aseguran que las lecturas completas del gen 16S

se traduzcan en datos robustos y detallados.(Rodriguez-Pérez et al., 2021)

Por su parte, Emu utiliza un enfoque innovador basado en un algoritmo de
maximizacion de expectativas (EM). Este modelo probabilistico corrige errores
de asignacién taxondémica, un desafio comun en lecturas largas de ONT, donde
las tasas de error pueden superar el 10%. El algoritmo de Emu refina
iterativamente las probabilidades de mapeo de lecturas, reduciendo
significativamente los falsos positivos y negativos, y permitiendo la distincion
precisa entre especies estrechamente relacionadas.(Curry etal., 2022) En
estudios de comunidades simuladas y muestras clinicas, Emu ha demostrado
superar a herramientas como Kraken2 (Wood et al., 2019) y Centrifuge en
precision a nivel de especie, incluso al trabajar con bases de datos incompletas.
Este enfoque es especialmente relevante para el analisis del microbioma oral,
donde muchas especies aln no estdn completamente caracterizadas.(Curry
et al., 2024)

19



Estas herramientas han sido fundamentales en este estudio, donde la resolucion
taxonomica a nivel de especie resulta ser relevante al evaluar cambios inducidos
por tratamientos antibacterianos en la microbiota oral. El uso de EMU ha
permitido una integracion mas precisa entre composicion taxonémica y funciones
metabdlicas clave, facilitando un entendimiento mas completo de las dindmicas

ecologicas y funcionales que se presentan en la salud bucal.

Ademas, la portabilidad y los costos relativamente reducidos de Minlon ONT si lo
comparamos con los enfoque relativos a secuenciacién mediante shotgun, han
hecho viable su implementacion en una amplia variedad de entornos, desde
laboratorios clinicos hasta estudios de campo. Este enfoque accesible abre
nuevas posibilidades para explorar no solo la diversidad microbiana, sino también
las rutas metabdlicas a nivel predictivo mediante herramientas como la base de
datos de MetaCyc y PICRUSt2. (Caspi et al., 2020a) (Douglas et al., 2020b)Estas
rutas incluyen procesos clave como la produccion de acidos grasos de cadena
corta y el metabolismo del nitrégeno, que juegan roles esenciales en la

estabilidad del microbioma y su relacion con el hospedero.

A pesar de las ventajas claras de las tecnologias de tercera generacion, estas
aun enfrentan desafios técnicos significativos. Entre ellos se encuentran la
necesidad de algoritmos bioinformaticos robustos para manejar los errores
intrinsecos de las lecturas largas y la alta demanda computacional requerida para

procesar datos complejos. Sin embargo, los avances recientes en la tecnologia
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de ONT han permitido mitigar algunas de estas limitaciones. Tal como lo exponen
Zhan et al. (2023), la incorporacion de la celda de flujo R10.4.1, en combinacion
con reactivos avanzados en base a la quimica Q20+ (el sistema puede generar
lecturas con una precision de base superior al 99%) y el kit SQK-LSK114, ha
mejorado notablemente la precision de las lecturas de ONT, alcanzando tasas de
error promedio cercanas al 3%. Este avance representa una reduccion
significativa en comparacion con la version anterior R9.4.1, donde los errores

podian alcanzar desde un 5 hasta un 7%.(T. Zhang et al., 2023)

Estas mejoras en la precision de las lecturas, particularmente en la reduccion de
errores de insercion y delecién, han fortalecido la capacidad de ONT para generar
datos mas confiables a nivel de especie. Esto es especialmente relevante en el
analisis del microbioma oral, donde la alta similitud entre especies estrechamente
relacionadas plantea desafios taxondémicos. Ademas, estas mejoras permiten
una integracion mas efectiva con herramientas bioinforméaticas como Emu y
NanoCLUST, las cuales han sido optimizadas para trabajar con datos generados

a partir de la celda de flujo R10.4.1.

En este contexto, la combinacion de avances en hardware y optimizaciones
bioinforméaticas refuerzan el papel de ONT como una herramienta fundamental
en los estudios del microbioma. Si bien estas innovaciones no eliminan
completamente los desafios asociados con la secuenciacion de lecturas largas,

han permitido que esta tecnologia se acerque cada vez mas a niveles de
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precision comparables a los de plataformas como PacBio, aunque con costos y
tiempos de ejecucion mas accesibles. Esto hace de ONT una opcion
particularmente atractiva para aplicaciones clinicas y experimentales que

requieren capacidad para generar datos a nivel de especie.

2.5.Relevancia de las vias metabolicas funcionales en el microbioma oral

Algunas vias metabdlicas funcionales son esenciales en la homeostasis del
microbioma oral y en su interrelacién con la salud sistémica. Este ecosistema
microbiano, mas alla de su diversidad taxondmica, esta definido por una red de
interacciones metabdlicas complejas que incluyen procesos como la
fermentacién de carbohidratos a acidos grasos de cadena corta (SCFASs), la
produccion de compuestos sulfurosos voléatiles y la reduccion de nitratos a
nitritos, fundamentales para la sintesis de 6xido nitrico (NO).(Miller et al., 2019)
Estos metabolitos no solo regulan el pH y la inflamacion local, sino que también
tienen injerencia critica en la funcién cardiovascular y el equilibrio inmunolégico

del hospedero.(Li et al., 2022)

Segun Takahashi et al. (2015), los procesos sacaroliticos liderados por géneros
como Streptococcus y Lactobacillus generan SCFAs como el acetato, propionato
y butirato. Aunque esenciales para la regulacion del pH, estos &cidos, en
concentraciones elevadas, pueden contribuir a la desmineralizacion del esmalte
y la progresién de la caries. En contraste, los procesos proteoliticos, tipicos de

especies como Porphyromonas gingivalis, producen compuestos como el sulfuro
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de hidrégeno y el amoniaco, que favorecen un ambiente mas alcalino y
contrarrestan la acidificacion local, aunque también pueden potenciar la
inflamacion en el tejido periodontal. (Takahashi, 2015) mientras tanto, la via
metabdlica del nitrato-nitrito-6xido nitrico destaca por su importancia en la
regulacion cardiovascular y periodontal.(Li et al., 2022) Bacterias orales como
Actinomyces spp. y Veillonella spp. son responsables de la reduccion de nitratos
a nitritos, los cuales acttan como precursores de NO. Este compuesto tiene
efectos vasodilatadores y antiinflamatorios importantes. Alteraciones en esta via,
ya sea por disbiosis o el uso de antisépticos como la clorhexidina, han mostrado
reducir la produccion de NO, contribuyendo a condiciones proinflamatorias tanto
locales como sistémicas. Rosier et al. (2022) documentaron como la alteracién
de esta via metabdlica esta vinculada a una mayor incidencia de hipertensién

arterial y disfuncion endotelial.(Rosier et al., 2020) (Rosier et al., 2022)

Herramientas bioinforméticas como PICRUSt2 y MetaCyc han revolucionado el
entendimiento de estas rutas metabolicas al inferir funciones a partir de datos de
secuenciacion del 16S rRNA.(Caspi et al., 2016a) Estas herramientas permiten
predecir cdmo las comunidades microbianas alteran rutas metabdlicas criticas,
como la fermentacion de carbohidratos, la degradacion de aminoéacidos y la
biosintesis de lipidos. Este enfoque es particularmente relevante en
enfermedades periodontales y en condiciones asociadas a la disbiosis oral,

donde la formacién de biopeliculas y la virulencia de especies clave como
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Fusobacterium nucleatum y Treponema denticola estan directamente

relacionadas con alteraciones metabdlicas especificas.(Sedghi et al., 2021b)

2.6.Desafios y estrategias en el manejo de la microbiota oral: perspectivas
en el tratamiento de infecciones orales
La microbiota oral se constituye como un ecosistema complejo y dinamico, juega
un papel fundamental en la salud bucodental.(J. Wang et al., 2022) No obstante,
su desequilibrio puede conducir a patologias como la periodontitis apical. Los
estudios morfolégicos indican que las biopeliculas bacterianas son comunes en
infecciones endoddnticas, lo que presenta un desafio significativo para el control
de infecciones, sin distinguir claramente si son causa 0 consecuencia de la

enfermedad.(Flemming & Wingender, 2010)

Las biopeliculas varian en morfologia y composicion, lo que afecta su desarrollo
y respuesta al tratamiento. Se ha reconocido que la interaccion colectiva de
comunidades microbianas, mas que la presencia de un uUnico patdgeno, es
determinante en la patogenicidad. Esta visibn amplia la comprension de la
etiologia de las enfermedades orales y la necesidad de considerar el consorcio

microbiano en su totalidad al abordar el tratamiento.(Siqueira & Ré¢as, 2022)

La diversidad de la microbiota endoddntica refleja una etiologia heterogénea en
la periodontitis apical, donde diversas combinaciones de especies pueden
desencadenar el mismo cuadro clinico. Esto resalta la relevancia de entender la

patogenicidad comunitaria y la fisiologia colectiva de las biopeliculas, méas alla de
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la identificacion individual de patogenos.(Siqueira & Rbécas, 2022)(Siqueira &

Récas, 2013)

La salud bucal se ve comprometida no solo por factores microbianos, sino
también por influencias externas como la dieta, habitos del hospedero y
respuestas inflamatorias. La disbiosis del microbioma bucal puede llevar a caries,
enfermedades periodontales y, si no se tratan adecuadamente, a complicaciones
mas severas.(Hajishengallis, 2015)(Hajishengallis & Lamont, 2012) La gestion
eficaz de la disbiosis, mediante la desinfeccién y tratamiento adecuados, es

esencial para prevenir y controlar estas afecciones.

La enfermedad periodontal, en particular, surge de una disbiosis que altera la
respuesta inmune del hospedero y fomenta una inflamacion cronica. Especies
clave, como las del complejo rojo (T. forsythia , T.denticola y P.gingivalis), son
etiolégicas en este proceso, reestructurando la microbiota y exacerbando la
inflamacion.(Hajishengallis & Lamont, 2012) La periodontitis, a diferencia de la
gingivitis, conduce a un dafio irreparable y la posible pérdida de dientes,
enfatizando la importancia de intervenciones tempranas y eficaces en el manejo

de la microbiota oral.(Sedghi et al., 2021a)

En la actualidad, el creciente interés por tratamientos implantoldgicos ha llevado
a la busqueda de alternativas efectivas en cuanto a actividad antimicrobiana 'y a
biocompatibilidad al momento de tratar el principal motivo de fracaso que suele

ocurrir denominada periimplantitis.(Darby, 2022)
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2.7.Antisépticos bucales y su impacto en la microbiota oral

Los enjuagues bucales antimicrobianos, como la clorhexidina (CHX), han sido
ampliamente utilizados debido a su capacidad para eliminar una variedad de
patdgenos orales, incluidos S. aureus, C. albicans, S. mutans y P. gingivalis. Sin
embargo, investigaciones recientes han evidenciado que su uso prolongado
puede alterar significativamente la composicion de la microbiota oral, generando
implicaciones tanto locales como sistémicas. Estudios como los de
Chatzigiannidou et al. (2020) han mostrado que, si bien la CHX es efectiva para
reducir temporalmente la viabilidad bacteriana en biopeliculas orales (con una
reduccion inicial de hasta 3 log en la viabilidad bacteriana), esta disminucion
tiende a recuperarse en 24-72 horas. Ademas, se observaron cambios
significativos en la composicion microbiana, destacandose una seleccion
diferencial de taxones, como Streptococcus gordonii en biopeliculas sintéticas y
Fusobacterium spp. en biopeliculas humanas. Estos cambios no solo alteran la
estructura comunitaria, sino que también inducen un impacto en el perfil
metabdlico de las biopeliculas, evidenciandose una reduccion inicial en la
produccion de propionato y acetato, seguida por un aumento en lactato, un

metabolito asociado con condiciones cariogénicas.

De acuerdo con lo anterior, estos cambios en la microbiota oral estan asociados
con un descenso en el pH salival y la capacidad amortiguadora de la saliva, junto
con un incremento en la concentracion de lactato salival. Tales alteraciones crean
un ambiente propicio para la proliferacién de especies acidogénicas, que pueden
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contribuir al desarrollo de caries y enfermedades periodontales. Ademas, la
reduccion en las concentraciones de nitrito oral y plasmatico tiene un impacto
directo en la via nitrato-nitrito-0xido nitrico (NO), afectando negativamente la
capacidad de regulacion cardiovascular mediada por bacterias orales

especificas.(Li et al., 2022)

Por su parte, Hyde et al. (2014a) evaluaron cémo el uso de CHX altera la
disponibilidad de o6xido nitrico (NO) al interrumpir la reduccion de nitratos a
nitritos, un proceso dependiente de las bacterias reductoras presentes en la
lengua. En modelos animales, se observo que esta interrupcion disminuye la
produccion de NO, lo cual esta directamente relacionado con un aumento en la
presion arterial. Este resultado destaca la importancia funcional de la microbiota
oral en la salud cardiovascular, mostrando que la alteracion de estas
comunidades bacterianas puede impactar negativamente tanto la salud local

como sistémica.

Ademas, este estudio caracterizé el microbioma oral de ratas Wistar utilizando
secuenciacion del gen 16S rRNA, encontrando que la microbiota de la lengua de
estas ratas es menos diversa que la de humanos, con diferencias clave en su
composicién. Mientras que en humanos se detectan géneros como Veillonella
spp. y Neisseria spp. en abundancia significativa, en ratas predominan géneros
como Corynebacterium spp. y Micrococcaceae spp. Sin embargo, se demostrd

que ambos microbiomas comparten la capacidad de reducir nitratos, subrayando
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la conservacion funcional de este proceso metabdlico entre especies.(Hyde et al.,

20144a)

El estudio antes mencionado también exploré los efectos del enjuague con CHX
en la microbiota oral suplementada con nitrato.(Hyde et al., 2014b) Se observo
un aumento en la diversidad microbiana en la lengua de las ratas tratadas con
CHX, lo que implica una disrupcién de la comunidad bacteriana original y la
colonizacion de especies oportunistas. Notablemente, la abundancia relativa de
Haemophilus parainfluenzae, una bacteria reductora de nitrato disminuyo
significativamente tras el tratamiento con CHX, lo que podria explicar la reduccion
en la produccién de NO y su relacién con un control deficiente de la presion

arterial.

Por otra parte, segun Wand et al. (2017), la exposicion a concentraciones
subletales de clorhexidina (CHX) puede inducir resistencia cruzada a antibiéticos
de ultimo recurso, como colistin, a través de mecanismos moleculares complejos.
En un estudio con Klebsiella pneumoniae, se demostré que la adaptacion a CHX
no solo incrementa los valores de concentracion minima inhibitoria (MIC) para
este antiséptico, sino que también promueve cambios genéticos y fenotipicos
asociados con la resistencia cruzada a colistin. Entre los mecanismos
identificados, destacan las mutaciones en los sistemas reguladores de dos
componentes phoPQ y smvR. Estas mutaciones provocan una regulacion

ascendente de genes como smvA y pmrK, los cuales estan implicados en la
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modificacion del lipopolisacarido (LPS) y en la actividad de bombas de eflujo,
respectivamente. Ademas, la sobreexpresién de smvA, una bomba de eflujo de
la familia de facilitadores mayores (MFS), refuerza la capacidad de las bacterias

para expulsar no solo CHX, sino también otros antimicrobianos.

Por otro lado, Cieplik et al. (2019) destacan que las bombas de eflujo, como las
codificadas por los genes qgacA/B en bacterias Grampositivas, no solo
contribuyen a la resistencia a CHX, sino que también estdn asociadas a
resistencias cruzadas a mdultiples antimicrobianos, incluidos aminoglucésidos y
fluoroquinolonas. En bacterias Gramnegativas como Pseudomonas aeruginosa y
Acinetobacter baumannii, se ha identificado que sistemas de eflujo como MexAB-
OprM y MexCD-OprJ son inducidos por CHX, ampliando su espectro de

resistencia.(Cieplik et al., 2019)

En el ambito odontoldgico, el uso prolongado de CHX en productos de higiene
oral y tratamientos periodontales plantea preocupaciones adicionales. Se ha
observado que, bajo exposiciones subinhibitorias, CHX puede inducir la
formacién de subpoblaciones bacterianas tolerantes conocidas como células
persistentes (Brauner et al., 2016), especialmente en biopeliculas orales de
Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis. Estas células, aunque
metabolicamente inactivas, pueden reactivarse tras la eliminacion del agente
antimicrobiano, perpetuando la resistencia y dificultando la erradicacion de

infecciones orales cronicas. Este fenbmeno, se agrava cuando se considera que
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CHX no solo afecta la microbiota oral, sino que también puede inducir resistencia
cruzada a otros antimicrobianos utilizados en la practica odontologica. Wigand et
al. (2021) demostraron por medio de analisis bioinformaticos que el uso de CHX,
junto con hipoclorito de sodio (NaOCI), puede seleccionar clones bacterianos que
contienen genes previamente no asociados con resistencia, como accB y recA
(Wigand etal., 2021). Estos genes, identificados mediante un enfoque
metagendmico funcional, confieren resistencia al alterar procesos fundamentales
como la biosintesis de fosfolipidos y la reparacion del ADN por recombinacién
homologa, accB, que codifica la proteina acarreadora de biotina (BCCP) en la
acetil-CoA carboxilasa, se asocia con una mayor tolerancia a CHX al reforzar la
integridad de la membrana bacteriana estimulandose una mayor produccion o

biosintesis de fosfolipidos de membrana.

Por otro lado, el gen recA desempefia un papel esencial en la recombinacion
homologa y la respuesta SOS bacteriana, mecanismos que permiten la
reparacion del ADN dafiado por agentes oxidantes como el hipoclorito de sodio
(NaOCl) (Collao et al., 2012). En el estudio de Wigand et al. (2021), se demostré
gue la introduccion de recA en cepas de laboratorio de E. coli deficientes en este
gen (DH5a y BacRep) incrementd significativamente la resistencia a NaOCI,
aumentando la concentracién minima inhibitoria (MIC). Esto destaca como recA

facilita la recuperacion celular al reparar el dafio genético causado por el NaOCI.
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Toda este panorama enfatiza la necesidad de explorar alternativas terapéuticas
gue minimicen la presion selectiva en la microbiota oral. Algunas estrategias
propuestas incluyen el uso de nanoparticulas antimicrobianas, que ofrecen una
eficacia superior con menor impacto en el equilibrio microbiano, y el desarrollo de
combinaciones de agentes antimicrobianos que mitiguen la aparicion de

resistencia cruzada.

2.8.Nanoparticulas de cobre en odontologia

En el campo odontologico, las CuNPs encuentran una amplia gama de
aplicaciones. Se pueden distribuir en la superficie de diversos materiales dentales
o incorporarse en ellos para conferir propiedades antibacterianas y al mismo
tiempo preservar las caracteristicas mecanicas de los materiales. Estas CuNPs
también muestran la capacidad de inhibir las metaloproteinasas (MMP) y pueden
ser utilizadas en adhesivos, materiales restauradores, recubrimientos para
implantes, brackets de ortodoncia, enjuagues bucales entre otros.(Ahrari et al.,

2015)

De manera similar a como se ejemplifica en la Figura 1, estos nanomateriales
actian mediante varios mecanismos, incluida la muerte por contacto y la
modificacion de la expresion génica de los microorganismos. Ademas, han
mostrado capacidad para interferir con la coagregacién bacteriana y la formacion
de biopeliculas, lo que reduce la patogenicidad y la acumulacién de

bacterias.(Shrestha & Kishen, 2016) (Ma et al., 2022)
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Figura 1. Representacion esquematica del mecanismo de accion de nanoparticulas de
cobre (NPCu) funcionalizadas en matriz PVP/PVA sobre estructuras bacterianas. Las
NPCu generan dafio principalmente en el ADN, proteinas y ribosomas a través de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Imagen creada con BioRender.com y basada en

la informacion de Capuano et al.(2023).
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Actualmente, la investigacion en tratamientos endodénticos ha dado un paso
adelante con el desarrollo de geles nanoestructurados con CuNPs, sintetizados
a través de un método eficiente asistido por microondas en un solo paso, que
produce una estructura funcionalizada en una red polimérica.(Berrio et al., 2024a)
Este avance apunta a mejorar la desinfeccion intraconducto, sino que también
promueven la proliferacién celular, mostrando un perfil prometedor tanto en
biocompatibilidad como en propiedades antimicrobianas.(Samiei et al.,

2016)(Shrestha & Kishen, 2014)(Wu et al., 2014)(Sacoto-Figueroa et al., 2021)

Dentro de nuestra linea de investigaciéon, se ha avanzado en el desarrollo de
nanogeles funcionalizados con nanoparticulas de cobre (NPCu), utilizando un
método asistido por microondas en un solo paso.(Berrio etal., 2024) Este
enfoque permite la sintesis rapida y eficiente de nanogeles, combinando PVA
(Polivinilalcohol) y PVP (Polivinilpirrolidona) como matrices poliméricas
entrelazadas fisicamente. Estas matrices no solo estabilizan las NPCu, sino que
también contribuyen a la biocompatibilidad del material, eliminando la necesidad
de agentes quimicos adicionales que podrian comprometer su uso clinico. Segun
Berrio et al. (2024), los nanogeles de NPCu sintetizados bajo estas condiciones
demostraron ser altamente efectivos contra Enterococcus faecalis, un patégeno
asociado con infecciones endoddnticas persistentes. Los ensayos mostraron
que, tras 24 horas de exposicion, se logré una actividad bactericida completa,
superando significativamente a formulaciones basadas en nanoparticulas de
plata.
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Ademas, los nanogeles fueron evaluados en modelos de biopeliculas
endododnticas maduras multiespecie. Los resultados revelaron una reduccion
significativa de la biomasa bacteriana tras una exposicion de siete dias,
destacando la capacidad de las NPCu para penetrar las matrices de biopeliculas
y desestabilizar sus comunidades bacterianas. Esto se atribuye al mecanismo de
accion multifactorial de las NPCu, que incluye la generaciéon de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la interaccién directa con las membranas
bacterianas, causando dafio estructural y funcional. Comparativamente, los
nanogeles de cobre mostraron menor citotoxicidad en células humanas del
ligamento periodontal, en comparacion con los basados en nanoparticulas de

plata, lo que refuerza su perfil de seguridad y eficacia.

Adicionalmente, se evaluaron propiedades fisicoquimicas criticas de los
nanogeles, como estabilidad térmica, viscosidad y capacidad de liberacion
controlada de cobre i6nico, que garantizan una accion prolongada sin

comprometer las propiedades mecanicas del material.

En conjunto, estos avances no solo posicionan a los nanogeles de NPCu como
una alternativa a los desinfectantes convencionales, sino que también destacan
su capacidad para complementar tratamientos existentes y abordar infecciones
cronicas asociadas a biopeliculas resistentes. Sin embargo, para validar su uso

clinico, se requiere continuar con estudios in vivo que aborden la interaccion con
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el ecosistema oral en condiciones reales y evallen su desempefio a largo plazo

en tejidos vivos.

Es entonces que adquiere relevancia comprender que estos nanogeles de NPCu
no buscan reemplazar los desinfectantes tradicionales, sino ofrecer alternativas
complementarias que potencien los tratamientos existentes, especialmente en
casos de infecciones crénicas asociadas a biopeliculas resistentes. Tal como
hemos visto, su capacidad para combinar una alta eficacia antimicrobiana con un
perfil favorable de biocompatibilidad los posiciona como una opcion prometedora
para mejorar los protocolos actuales de desinfeccion en endodoncia, pero
también con la opcion de ser utilizados en otros tratamientos odontolégicos
donde se requiera de un efecto antibacteriano que permita la reduccion de la
biomasa de microorganismos. Sin embargo, para garantizar su seguridad y
efectividad en aplicaciones clinicas, se destaca la necesidad de realizar estudios
in vivo que evallen su desempefio en condiciones mas cercanas a la realidad
clinica, incluyendo su interaccion con tejidos periapicales y el ecosistema oral en
general. Esto permitira validar su potencial como herramienta terapéutica

innovadora en el manejo de infecciones odontoldgicas.

2.9.Efectos del entorno sobre propiedades de las nanoparticulas de cobre
Las condiciones ambientales pueden tener un impacto significativo en las

propiedades y el efecto antibacteriano de las CuNPs. La temperatura y el pH del
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disolvente pueden afectar la velocidad a la que el cobre inhibe los

microorganismos.

El estado de oxidacion del cobre también desempefia un papel relevante en sus
propiedades antimicrobianas. Las nanoparticulas de cobre puro exhiben una
mayor actividad antibacteriana que las nanoparticulas de CuO debido a su mayor
capacidad de aceptacion de electrones y una mejor transferencia de electrones

con las bacterias.(Hans et al., 2013)

La interaccion de las CuNPs con el tejido hospedero también es un aspecto a
considerar. Aunque se han observado efectos toxicos en ciertos érganos como
el higado y los rifiones, los estudios sugieren que las nanoparticulas de cobre
aplicadas en materiales dentales rara vez ingresan al cuerpo y, por lo tanto,
pueden ser seguras en ese sentido.(Ma et al., 2022) Ademas, debido a su
efectividad antimicrobiana, las CuNPs pueden tener un efecto inhibidor menor
sobre los microorganismos patégenos orales en comparacion con el cobre nativo.
Esto los convierte en una opcién prometedora para controlar la biopelicula y

prevenir la caries dental.

A pesar de la toxicidad intrinseca de las CuNPs, la funcionalizacibn emerge como
una solucion clave, mediante técnicas como la union covalente y no covalente, y
los procesos sol-gel, entre otros. Estos métodos favorecen la formacién de
complejos que pueden incorporarse en matrices poliméricas, como los 'surfmers'.

El resultado son estructuras nanoestructuradas que permiten una liberacion
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controlada de agentes, disminuyendo asi la toxicidad y mejorando la
biocompatibilidad en aplicaciones.(Duran Almendarez, 2019)(Shrestha & Kishen,

2016)

2.10. Biomarcadores y medicion de parametros hematolégicos como

indicadores de toxicidad

2.10.1. Pardmetros de salud nutricional: Peso corporal y
consumo de alimentos

El seguimiento diario del peso corporal y la ingesta de alimentos en modelos
animales es esencial para evaluar el bienestar y detectar precozmente signos de
toxicidad o enfermedad. Conforme a los protocolos de Morton y Griffiths (1985),
estas mediciones proporcionan una evaluacion objetiva de la salud del animal.
Variaciones en el peso inferiores al 5% se consideran normales, mientras que
descensos mas pronunciados sugieren estrés o efectos adversos, pudiendo

indicar toxicidad cuando superan el 20%. (Morton & Griffiths, 1985)

2.10.2. Peso de Organos internos
La medicién de esta variable es critica segun lo estipulado por la directriz 407 de
la OCDE, que especifica evaluacion de toxicidad sistémica en roedores,
incluyendo efectos endocrinos e inmunotoxicos. Esta directriz prioriza a la rata
como animal modelo debido a la facilidad de su diseccion. El analisis del peso de
organos vitales como el higado, rifiones, bazo, cerebro y corazén es

indispensable para identificar efectos toxicos especificos. (Marxfeld et al., 2019)

37



2.10.3. Parametros hematoldgicos
En el contexto de la toxicologia, los estudios preclinicos de seguridad se han
vuelto esenciales para la autorizacion de comercializacion de nuevas sustancias
y productos. Las ratas SD son habitualmente empleadas en estos estudios
debido a su utilidad en la evaluacion toxicoldgica.(Zierk et al., 2015)(Adeli et al.,
2015) La hematologia y la bioquimica clinica son indispensables para identificar
cambios bioldgicos significativos que no son evidentes en la examinacion directa
de drganos y tejidos.(Aleman et al., 1998) Estos andlisis proporcionan datos
valiosos sobre el estado general de salud, incluyendo el diagnéstico de
enfermedades sanguineas, infecciosas, y la evaluacion del sistema inmunitario,
asi como la funcién del metabolismo de las lipoproteinas, regulacion de la
glucosa, y la salud hepética y renal. Desviaciones de la homeostasis normal en
estos pardmetros pueden ser indicativas de alteraciones patoldgicas.(Honda

et al., 2008)

2.10.4. Marcadores de toxicidad hepatica: ASTy ALT
Las enzimas aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT)
tienen roles criticos en el metabolismo intermedio y en la gluconeogénesis
hepatica.(H. J. Kim et al., 2020)(Felig, 1973) La AST se localiza en diversos
tejidos, incluyendo el higado, corazén, musculos, rifiones, cerebro y células
sanguineas, mientras que la ALT se presenta principalmente en el higado,
aungque también puede encontrarse en el plasma y otros 6rganos.(Daxboeck
et al., 2005) La liberacién aumentada de estas enzimas al torrente sanguineo es
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indicativa de dafio hepatocelular, lo que puede ocurrir por la accién de sustancias
toxicas, infecciones virales o diversas patologias hepaticas.(Dufour et al., 2000)
Usualmente, la actividad enzimatica de la ALT en suero es mas elevada que la
de la AST en enfermedades hepéaticas. En el ambito clinico, se mide comunmente
la actividad de estas enzimas en suero mediante ensayos enzimaticos, en los
cuales la reaccidn de transaminacion se acopla a una reaccidén secundaria que
convierte el piruvato en lactato por medio de la lactato deshidrogenasa.(H. J. Kim

et al., 2020)(H. J. Kim et al., 2009)

2.10.5. Modelos animales en nanotoxicologiay en investigacion
oral

La nanotoxicologia explora cdmo los nanomateriales afectan los sistemas
bioldgicos, empleando una variedad de modelos de complejidad creciente, desde
cultivos celulares hasta modelos animales, con el fin de aproximar la realidad del
organismo humano.(Chrishtop et al., 2021) A pesar de que los cultivos celulares
3D y los organoides muestran un potencial considerable para simular
interacciones celulares y genética humana, su traslacion a la practica clinica aun
es incipiente.(Caplin et al., 2015) En tanto, los modelos animales se erigen como
el “gold standard” en las pruebas de toxicidad, integrando diversas especies que,
si bien proporcionan valiosa informacién, a menudo no profundizan en los efectos
a largo plazo de la nanotoxicidad, lo que subraya la importancia de estudios mas

exhaustivos.(Caplin et al., 2015)(B. Zhang et al., 2018)
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Los estudios con modelos animales han sido ampliamente utilizados en la
odontologia, proporcionando lineamientos sobre la caries dental, la inmunologia
de la cavidad oral y la patogénesis de la enfermedad periodontal.(Hajishengallis,

2023)(Fréhlich, 2018).

De acuerdo a lo anterior, los modelos de ratas Sprague Dawley han demostrado
ser herramientas valiosas en la investigacién del microbioma oral debido a su
versatilidad y capacidad para simular cambios microbianos asociados a
enfermedades comunes como caries y periodontitis. Estas ratas se han utilizado
ampliamente para evaluar la relacion entre la microbiota oral, la dinamica
inmunitaria del hospedero y las respuestas a intervenciones terapéuticas. Por
ejemplo, se han implementado en estudios que indagan sobre la induccion de
caries dental mediante modelos nutricionales o microbianos, destacando su
capacidad para replicar cambios patoldgicos especificos y proporcionar
informacion clave sobre la interaccidbn microbio-hospedero en un entorno

controlado.

En términos de microbiota, los modelos Sprague-Dawley reflejan ciertas
caracteristicas de las comunidades bacterianas humanas, pero con una
composicion notablemente mas simple. Mientras que la microbiota oral humana
incluye filos dominantes como Fusobacteria, Actinobacteria y Spirochaetes, en
las ratas Sprague Dawley predomina una mayor proporcion de Firmicutes y

Proteobacteria, especialmente de la clase Gammaproteobacteria. Estas
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diferencias taxondmicas sugieren limitaciones importantes para la extrapolacion
directa de los resultados al contexto humano. Sin embargo, también proporcionan
una oportunidad Unica para evaluar la estabilidad ecolégica y las alteraciones
inducidas por factores como la dieta, el estrés y las intervenciones

antimicrobianas.

Un aspecto critico en el disefio experimental con estos modelos radica en la
influencia de factores externos. Como sefiala Gopinath et al. (Gopinath et al.,
2024), variables como la dieta, la genética de los animales y las condiciones de
alojamiento impactan significativamente en la diversidad y composicion del
microbioma oral. Por ejemplo, dietas ricas en fibra pueden promover una mayor
diversidad bacteriana, mientras que aquellas altas en grasas y azucares tienden
a favorecer la proliferacion de microorganismos patégenos. Esto refuerza la
importancia de controlar rigurosamente las condiciones experimentales para

minimizar la variabilidad y garantizar la reproducibilidad de los estudios.

Ademas, los modelos Sprague-Dawley han sido ultiles para explorar cémo
intervenciones especificas, como el uso de antibiéticos o nanoparticulas

antimicrobianas, afectan las comunidades microbianas.

Estudios mas recientes han podido evaluar y analizar los cambios producidos por
ciertos antibiéticos como espiramicina, amoxicilina y metronidazol inducen
cambios significativos en la microbiota oral de ratas SD de tal manera que se ve

aumentada la diversidad bacteriana, lo cual se podria atribuir a la posible
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generacion de comunidades bacterianas resistentes. Anteriormente, se ha
evaluado este fendmeno determinandose que el aumento de la diversidad de la
microbiota oral resulta desfavorable para el hospedero, viéndose afectadas
también la ecologia y las vias funcionales de las comunidades
microbianas.(Cheng et al.,, 2022a)(Dudek-Wicher et al.,, 2018a)(Freire et al.,

2021).

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

Frente a la administracion tépica diaria de un gel antiséptico de nanoparticulas
de cobre (CuNPs) y de un gel de clorhexidina (CHX) sobre la mucosa oral de
ratas Sprague-Dawley (SD) durante periodos de exposicion de 7 y 30 dias, se

plantean las siguientes preguntas de investigacion:

1) ¢Cuél es el impacto en la composicidon, estructura y andlisis funcional
predictivo de vias metabdlicas de la microbiota oral en las ratas tratadas

diariamente con el gel de CuNPs y de CHX?

2) ¢ Qué efectos tdxicos se manifiestan a nivel sistémico en las ratas expuestas

al gel de CuNPs en comparacién con el grupo tratado con un gel de CHX?
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1. Hipotesis

4.1.1. Hipotesis 1 (Microbiota Oral)
La aplicacion diaria de un antiséptico en gel con CuNPs modifica la composicion,
estructura y las vias funcionales de la microbiota oral en ratas, generando una
disminucién en la diversidad beta y en la abundancia relativa de especies

bacterianas, que difiere en comparacién con las ratas tratadas con CHX.

4.1.2. Hipotesis 2 (Efectos Sistémicos y Toxicidad)
La exposicidén de la mucosa oral de ratas Sprague-Dawley a la aplicacion diaria
con un gel de CuNPs no inducira toxicidad sistémica determinada por parametros

medidos a nivel sistémico.

4.2.0Objetivos

4.2.1. Objetivo general
Evaluar los efectos de la aplicacion tépica diaria de un gel de CuNPs en la
composicién, estructura y andlisis funcional predictivo de vias metabdlicas de la
microbiota oral y su efecto a nivel de toxicidad sistémica de ratas Sprague-

Dawley.
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4.2.2. Objetivos especificos
1. Comparar el impacto en la composicion, estructura y vias funcionales
predictivas de la microbiota oral normal de ratas SD, tratadas con un gel de
CuNPsy con un gel de CHX, como tratamientos antisépticos de la mucosa oral
para determinar qué tratamiento conlleva una alteracion mas beneficiosa y
menos disruptiva para el desenvolvimiento de la microbiota oral en condiciones

de salud de acuerdo con el tiempo de exposicion.

2. Evaluar pardmetros de salud nutricional, peso de érganos internos, perfiles
hematoldgicos, incluyendo la serie roja y blanca y el biomarcador de toxicidad
hepatica ALT en ratas SD tras la aplicacion diaria de un gel de CuNPs por 7 y
30 dias, para detectar alteraciones indicativas de respuestas sistémicas
adversas, comparando estos niveles con los observados en ratas tratadas con

CHX.

44



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

5.1.1. Gel de nanoestructurado a base de nanoparticulas de Cobre
Se utilizé un gel de nanoparticulas de cobre (CuNPs), sintetizado por el
Departamento de Ingenieria de Materiales de la Universidad de Concepcion
utilizando una soluciéon de CuSOa4 (1,0 mM) en polietilenglicol como precursor
metalico mezclando Polivinilpilorridona (PVP) y Polivinilalcohol (PVA) en una
relacion molar de PVP: PVA de 1.0:1.0 (1.0-Cu/1P-gel) para funcionalizar las
nanoparticulas. Para sintetizarlo, la mezcla se agitd lentamente durante 4 h
mediante un agitador magnético y se sometié a calentamiento asistido por
microondas durante 20 min a maxima potencia (800 W). El gel se vertié en un
molde y se gelificé a temperatura ambiente durante 2 h. Las caracteristicas del
gel se observan en la Figura 2. El gel nanoestructurado se congel6 a -70 °C para
su posterior uso. El tamafio de particula de Cu al interior del gel es de 10.21 +

3.76 nm (Fig. 3).
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1.0-Cu/1P-gel

Figura 2. Micrografias SEM e imagenes AFM para Cu/1P-gel. Micrografias SEM de la
superficie y seccidn transversal, reconstrucciéon AFM 3D e imagen de fase original  3x3
pum 1.0-Cu/1P-gel con contenido de 1.0 PVA. (Fuente: Berrio ME et al.,2024)
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1.0-Cu/1P-ge

N

Figura 3. Analisis por Microscopia Electronica de transmision (TEM) para para 1.0-
Cu/1P-gel con contenido de 1.0 PVA.(Berrio et al., 2024a)
Gel de Clorhexidina: Clorhexidina al 2%, Endoart (Incidental, Turkiye),

distribucién comercial en formato jeringa de 2ml.

5.2. Metodologia

En este trabajo, se llevaron a cabo una serie de procedimientos experimentales
que abarcan desde la preparacion de los materiales utilizados, la seleccion y
manejo de los especimenes experimentales, la recoleccion de muestras

biologicas, hasta los analisis bioinforméticos y estadisticos.

La Figura 4 presenta un esquema general que resume las principales
metodologias implementadas, facilitando una vision integrada de las etapas
realizadas. Este esquema incluye los pasos mas relevantes desde la seleccion
de los animales y los tratamientos aplicados, la extraccion y amplificacion del
ADN, los analisis hematoldgicos y bioquimicos, hasta los procedimientos de

secuenciacion y la deteccion de nanoparticulas de cobre mediante TEM.
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Figura 4. Esquema general de las metodologias empleadas en este estudio. Fuente:

Elaboracion propia creada con BioRender.
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5.2.1. Seleccion de los animales de laboratorio
Se seleccionaron de forma aleatoria a 16 ratas macho Sprague-Dawley, de entre
6 y 8 semanas de edad y con un peso aproximado de 380 a 550 gramos. Estas
se dividieron en 4 grupos de 4 individuos cada uno, y se alojaron en jaulas
especializadas suministradas por el Centro Regional de Estudios Avanzados
para la Vida (CREAV). Las condiciones de mantenimiento fueron las siguientes:
una temperatura de 21 a 23 °C, humedad relativa del 60% y enriquecimiento
ambiental a base de papel Kraft y mazorca de maiz como lecho. Ademas, se
concedié libre acceso a agua autoclavada y se limpiaron las jaulas dos veces por
semana. Las ratas estuvieron sujetas a un ciclo de luz/oscuridad de 12 Hrs y se

mantuvieron en condiciones de ventilacion de 15 a 20 cambios de aire por hora.

12 Hrs 12 Hrs

Figura 5. Distribucion de ratas por jaula n = 4 individuos. Ciclos de luz oscuridad de 12

horas diarias. Fuente: Elaboracion propia creada con BioRender.
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5.2.2. Dieta estandar de los animales experimentales
Todas las ratas fueron alimentadas con la dieta estandar Prolab® Laboratory
Rodent Diet RMH 3000 5P00 (LabDiet®), formulada especificamente para

entregar una nutricion constante (Constant Nutrition®).

La dieta se compone de una combinacién de proteinas animales y vegetales
(22,5% de proteina cruda), grasas (5.1%), carbohidratos, y una mezcla de
vitaminas y minerales esenciales (Tabla 1).

Tabla 1. Composicién mineral de la dieta estdndar Prolab® Laboratory Rodent Diet RMH

3000 5P00 (LabDiet®), indicando la concentracion de macrominerales (expresados en
%) y microminerales traza (expresados en ppm). Fuente: Elaboracion propia.

Mineral Concentracién Mineral Concentracién
(Ppm 0 %) (PPm 0 %)
Calcio (%) 1.09 Hierro ppm 360
Fosforo (%) 1.09 Zinc ppm 110
Fésforo (no fitato) 0.47 Manganeso 100
%
(%) Cobre ppm 14
Potasio (%) 0.95
Cobalto ppm 0.41
Magnesio (%) 0.23
Yodo ppm 0.99
Sulfuro (%) 0.29
Cromo ppm 0.01
Sodio (%) 0.22 (adicionado)
Cloruro (%) 0.40 Selenio ppm 0.41
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5.2.3. Parametros medidos y monitoreados diariamente
Todos los especimenes fueron sometidos a la medicion y registro de sus pesos
corporales, el consumo diario de alimento por jaula (n=4) en gramos, y aspecto
en base al estado del pelaje, cambios de comportamiento espontaneos, cambios
en el comportamiento de respuesta a la manipulacién y constantes vitales de
temperatura y frecuencia cardiaca. Asi mismo se adapté una pauta de
supervision diaria en base a protocolos de supervision para murinos adaptados

de las recomendaciones de Morton et al, 2000.

5.2.4. Grupos por tratamiento y protocolos de desinfeccion oral
Para cada uno de los siguientes grupos se emplearon hisopos de algodon
estériles para aplicar la solucién en la cavidad oral. Tras el séptimo o trigésimo
dia segun el tratamiento descrito por grupo, se recopilaron muestras por hisopado
oral para la secuenciacion de la microbiota oral. Para esto ultimo, se consideré el
ayuno nocturno de todas las ratas tomando en cuenta que restos de alimentos
en la cavidad oral podrian interferir con la recoleccibn de las muestras.
Adicionalmente se considero la utilizacion de anestesia inhalatoria para evitar el

estrés de cada individuo durante los procedimientos de hisopado (Fig.5).

Finalmente, se procedié a la eutanasia de los animales mediante sobredosis
anestésica y puncion cardiaca. Asi mismo cada una de las ratas fueron

diseccionadas para la correspondiente extraccion de organos incluyendo
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corazén, bazo, higado y rifiones. Dichos organos fueron pesados, medidos y
fotografiados para analizar la existencia de posibles diferencias de acuerdo con

el tratamiento recibido.

Grupo experimental n°1 (n=4) (Nomenclatura grupo: NG7d)

Este grupo recibié un tratamiento diario durante 7 dias mediante aplicacién topica
de aproximadamente 50 uL de un gel de nanoparticulas de cobre (1.0-Cu/1P-
gel), utilizando un hisopo de algodon estéril impregnado en gel, distribuido
cuidadosamente sobre la mucosa oral(lengua paladar y encia vestibular) bajo
anestesia inhalatoria con isoflurano al 5% en cdmara de induccién, para
minimizar el esrtés y asegurar la correcta aplicacion. La formulacion contenia

CuSO4 en una matriz de PVP y PVA en relacién molar 1.0:1.0.

Grupo experimental n°2 (n=4) (Nomenclatura grupo: NG30d)

Este grupo recibié el mismo tratamiento descrito anteriormente, pero prolongado

durante 30 dias.

Grupo sin antiseptizar (n=4) (Nomenclatura grupo: CONTROL)

Este grupo no recibioé ningun tratamiento de antisepsia oral y se considero para
establecer un “baseline” de condiciones de normalidad tanto para los parametros
sanguineos como para el microbioma central y con el que se compard a los

demas grupos.
Grupo aseptizado con Clorhexidina(n=4) (Nomenclatura grupo: CHX7d)
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Se tratd a este grupo con aproximadamente 50 uL clorhexidina en gel al 2% de

la marca Endoart, con una aplicacion diaria durante 7 dias.

Tratamientos

Control: Sin
antiseptizar por
& 30 dias

Clorhexidina
por 7 dias

Administracion NPCu por 30
tépica diaria de dias
100 pL de NPCu o
CHX

b S NPCu por 7
b} dias

Anestesia inhalatoria con Isofluorano
al 5%

Figura 6. Procedimiento para la aplicacion de tratamientos segun grupo. Fuente:
Elaboracion propia creada con BioRender.
5.2.5. Determinacion de la Dosis Administrada

Considerando que el gel posee una densidad de 1.1 g/mL, se calcul6 que la masa
total aplicada por dosis es de 55mg, ya que 50 yL multiplicados por 1.1 g/mL
equivalen a dicha cantidad. No obstante, el gel estd compuesto tanto por la matriz
polimérica (PVA y PVP) como por las nanoparticulas de cobre, y se estima que
el contenido activo en nanoparticulas representa entre el 1.5% y el 2.5% en peso
de la masa total. Asi, la masa activa de CuNP presente en cada dosis se
determind de la siguiente manera: para un contenido del 1.5%, se obtiene 55 mg

% 0.015, lo que resulta en 0.825 mg; para un contenido del 2.0% se obtiene 55 mg
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x 0.02, es decir, 1.1 mg; y para un contenido del 2.5% se llega a 55 mg x 0.025,

equivalente a 1.375 mg.

Con el objetivo de estimar el nUmero de nanoparticulas presentes en la masa
activa, se realizaron calculos basados en el tamafio promedio de las CuNP, que
fue de 10.21 nm (con una dispersion de £3.76 nm). Asumiendo que las particulas
son esféricas, se calculd el radio dividiendo el diametro promedio entre dos,
obteniéndose aproximadamente 5.105 nm. Recordando que 1nm equivale a
1x1077cm, el radio se expresa como 5.105x1077 cm. Utilizando la formula del
volumen de una esfera, V = (4/3)1r?, se obtuvo un volumen de 5.576x107'9 cm?

por nanoparticula.

Para determinar la masa de una sola nanoparticula, se utilizé el valor aproximado
de la densidad de las nanoparticulas de sulfato de cobre, que es de 3.06 g/cm?.
Multiplicando la densidad por el volumen de una particula se obtuvo una masa
de 1.706x107'®*g por nanoparticula. Posteriormente, el numero total de
nanoparticulas se estimo dividiendo la masa activa (convertida a gramos) por la
masa de una sola nanoparticula. Para el escenario en que el contenido activo es
del 1.5% (0.825mg o 0.825x1072Qg), el numero de nanoparticulas resulté ser
aproximadamente 4.83x10". En el caso de un contenido activo del 2.0% (1.1 mg
0 1.1x1072 g), se estimod un total de aproximadamente 6.44x10'* nanoparticulas,
y para el 2.5% (1.375mg o 1.375x1072g) se obtuvo alrededor de 8.06x10"

nanoparticulas.
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La sintesis asistida por microondas y la formacion in situ de las CuNPs dentro
de la matriz polimérica aseguran una incorporacion casi completa de las
nanoparticulas, evitando la formacion de agregados y garantizando una buena
dispersion en el gel. Es importante sefialar que, a pesar de que la masa total
administrada es de 55 mg, solo una pequefa fraccion de este valor (entre 0.825
y 1.375mg) corresponde al material activo en forma de nanoparticulas. Este
ajuste resulta fundamental para correlacionar las dosis administradas con la
toxicidad observada, en especial cuando se compara con los valores de LDs,
reportados en estudios previos para CuSO, (100mg/kg) y para CuONPs
(400 mg/kg).(Kadammattil et al., 2018) Ademas, se alinea con los estandares
internacionales descritos en la Seccion 4 “Health Effects” del Test Guideline No.
425 de la OECD para Toxicidad Oral Aguda mediante el procedimiento Up-and-

Down.(OECD, 2022)

5.2.6. Recoleccion de muestras de la cavidad oral
Se tomaron muestras orales de las ratas mediante hisopado, accediendo a la
cavidad bucal con hisopos de algoddn estériles. Se frotaron durante 30 segundos
las zonas de una hemiarcada, incluyendo lengua, cara interna de la mejilla, encia
marginal y papilar (molares e incisivos inferiores), y el paladar. Los hisopos se
depositaron en tubos Eppendorf estériles con 150 ul de buffer TE, cortando el
mango para conservar solo la parte en contacto con la cavidad oral (Fig. 7). Como
control negativo ambiental, se utilizo un hisopo estéril que fue expuesto al aire sin
contacto con animales y depositado en un tubo Eppendorf con 150 ul de buffer
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TE, siguiendo las mismas condiciones. Bajo el mismo protocolo, se recolectaron
muestras de la hemiarcada contraria, esta vez depositando los hisopos en tubos
Eppendorf con 150 pl de etanol al 96%. También se incluyd un control negativo
ambiental paralelo bajo estas condiciones. Todas las muestras fueron colocadas
inmediatamente en hielo seco, transportadas en un contenedor térmico a 4 °C
hasta el laboratorio INCAR del Centro de Biotecnologia de la Universidad de

Concepcién y almacenadas a —80 °C hasta su procesamiento.

N
— T o
L) | 150 pl de
L 4 7 r 1 etanol al
|| 96% |
- VL
ﬁ
]
L
Ratas Sprague Dawley 1
Macho (n=16) 150 pl de
— r 1 buffer TE
‘“\\:_;;:"
Recoleccion de | Conservacién a -80°C |
muestras por hisopado

Figura 7. Recoleccion de muestras y almacenamiento a -80°C. Fuente: Elaboracién
propia creada con BioRender.

5.2.7. Eutanasias, punto final humanitario y recoleccién de sangre
Para las eutanasias de los grupos de investigacion, se realizé una puncion
cardiaca para extraer aproximadamente 10 ml de sangre por rata, con el fin de

realizar analisis hematolégicos y bioquimicos (Tabla 2). Se emplearon agujas
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hipodérmicas de calibre 21G para la extraccion y se recolecto la sangre en tubos
etiquetados y diferenciados de la siguiente manera: tubos con tapa lila de 3 ml,
con anticoagulante EDTA K2 para el perfil bioquimico y tubos con tapa roja de
3,5 ml con activador del coagulo para hematologia de serie roja y blanca (Fig. 8
A).

Las consideraciones que se tuvieron presentes para proceder con el punto final
humanitario fueron inapetencia, diarrea o deshidratacion por mas de 48 h, en
cuyo caso el animal debia ser sacrificado.

Una pérdida de peso del 20 % o mas se tuvo en cuenta para ser notificada tanto
al investigador principal como al responsable de bienestar animal y al veterinario;

una pérdida del 25 % habria justificado el sacrificio del animal.

5.2.8. Analitos sanguineos
A partir de las muestras de sangre recolectadas de cada individuo, se obtuvieron
los datos hematoldgicos y bioquimicos. Los analisis de sangre, que incluyeron
hemogramas y perfiles bioquimicos de cada espécimen, fueron realizados en el
laboratorio clinico veterinario DIAGNOVET utilizando el equipo DF50 DYMIND
para el andlisis hematolégico y el analizador bioquimico automatizado BIOELAB
AS-280. Ademas, se solicité al laboratorio la devolucién de los sueros sanguineos
de cada rata, los cuales se transfirieron a tubos Eppendorf sellados con Parafilm
y se almacenaron a -80 °C en los congeladores del cepario del Laboratorio de

Investigacion en Agentes Antimicrobianos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas.
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Tabla 2. Resumen de los pardmetros hematolégicos, incluyendo analitos de la serie roja

y serie blanca, junto con los parametros bioquimicos analizados en las muestras. Fuente:

Elaboracién propia

Hematologia: Serie Hematologia: Bioquimica Bioquimica
Roja Serie Blanca
Eritrocitos ~ 1000/ul Leucocitos Urea mg/dl Bilirrubina total
1000/mm3 mg/d|

Hemoglobina g/dl Neutrofilos Creatinina mg/dl  colesterol mg/dl
Hematocrito % Linfocitos fosforo mg/dl glucosa mg/dl
VCM fL Monocitos calcio mg/dl albumina g/dl
HCM pPg Eosindfilos Fosf. alc u/i pt total g/dl
CHCM g/dL Baciliformes ggt ufi globulina g/dl
RDW-CV % Basdfilos ast ufi

Plaquetas  1000/ul alt u/i

Estos sueros fueron preservados hasta la realizacion del ensayo colorimétrico

para la deteccion y cuantificacion de analitos marcadores de toxicidad,

especificamente la actividad de la alanina aminotransferasa (ALT).

Adicionalmente, se realiz6 la diseccion de los cadaveres para la extraccion de los

siguientes 6rganos: higado, bazo, corazén y rifiones (Fig. 8 B).
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Figura 8. Procedimientos de eutanasias y diseccion. A) Obtencion de sangre mediante
puncion cardiaca (10 mL) para andlisis hematoldgicos y bioquimicos. B) Extraccion y
procesamiento de érganos (higado, rifiones, bazo y corazén), incluyendo medicién de
peso y tamafio para comparar entre grupos experimentales y controles. Fuente:

Elaboracion propia creada con BioRender.

Estos organos fueron pesados, medidos y fotografiados con el objetivo de
establecer comparaciones entre los grupos experimentales, controles negativos
y positivos (Fig. 8 B). Posteriormente, se fijaron en una solucion de formaldehido

tamponado al 10%, y se almacenaron en frascos de polipropileno transparente
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con tapa rosca antiderrame para su posterior traslado hasta las dependencias del
laboratorio de histopatologia de la Facultad de Odontologia donde fueron

almacenados a 4°C.

5.2.9. Medicibn de la actividad enziméatica de la alanina

aminotransferasa (ALT)

La actividad de la alanina aminotransferasa (ALT) se cuantificé en los sueros
sanguineos de las ratas utilizando un ensayo colorimétrico basado en el kit de
ensayo de actividad ALT (MAKO052, Sigma-Aldrich). Este protocolo permite
determinar la actividad enzimética mediante la conversion de alanina a piruvato,
catalizada por la ALT, seguida de la oxidaciéon del NADH a NAD?, la cual es
proporcional a la actividad de ALT. Las mediciones de absorbancia se realizaron

a 570 nm empleando un lector de placas (Epoch, BioTek).

Preparacion de reactivos y muestras

Los sueros sanguineos, previamente almacenados a -80 °C, se descongelaron a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 6,000 rpm para eliminar posibles
residuos celulares. Se utilizaron placas de 96 pocillos y micropipetas calibradas
para garantizar precision en la preparacion de muestras y estandares. Los

reactivos del kit se reconstituyeron segun las indicaciones del fabricante.
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Preparacion de estandares y reaccion de ensayo

Se prepararon estandares de piruvato en concentraciones de 0, 2, 4, 6, 8y 10
nmol/pocillo, utilizando diluciones seriadas en buffer de ensayo ALT. Las
muestras de suero (20 uL) se afadieron directamente a los pocillos en duplicado,
ajustando el volumen con buffer de ensayo ALT. Para el control positivo, se
agregaron 5 L del reactivo de control y se ajust6 el volumen a 20 pL con buffer

de ensayo.

El ensayo se inici6 afiadiendo 100 pyL de la mezcla maestra de reaccion (86 uL
de buffer ALT, 2 pL de sustrato de peroxidasa, 2 pL de mezcla enzimatica ALT y
10 pL de sustrato ALT) a cada pocillo. Posteriormente, se mezclaron las

soluciones mediante un agitador horizontal.

Condiciones de incubacién y lectura

Las placas se incubaron a 37 °C, protegidas de la luz, y se realizaron mediciones
de absorbancia a 570 nm al inicio (T0O) y cada 5 minutos hasta alcanzar la fase
lineal de la reaccidon. La medicion final se establecié en el momento anterior a

gue las muestras mas activas excedieran el rango lineal del estandar.

Célculo la actividad enzimética de la alanina aminotransferasa (ALT)
La actividad enziméatica de ALT se calcul6 con base en el cambio de absorbancia
(AA570) entre los tiempos inicial y final, interpolando los valores en la curva
estandar generada a partir de las concentraciones de piruvato conocidas. Los

resultados se expresaron en unidades de actividad (mU/mL), donde una unidad

60



se define como la cantidad de enzima que genera 1 nmol de piruvato por minuto

a 37 °C.

5.2.10. Extraccién de ADN y amplificacion del gen 16S rRNA

El ADN de las 16 muestras de microbiota oral fue aislado empleando el kit
QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen), siguiendo un protocolo adaptado para
maximizar la calidad y pureza del material genético. Para comenzar, se retird
cuidadosamente la porcion de algodon de cada hisopo, permitiendo que se
secara durante una hora para facilitar la evaporacién completa del etanol
residual. Los restos de algodon secos se transfirieron a tubos de microcentrifuga
de 2 mL junto con 1 mL de Buffer InhibitEX y perlas de ceramica, y se sometieron
a agitacion en un molino mezclador Retsch MM200 a 24 Hz durante 10 min para

lograr una disrupcion mecéanica homogénea.

A continuacion, las muestras fueron sometidas a lisis térmica mediante
incubacion a 95 °C durante 15 min, optimizando la liberacién de ADN de las
células bacterianas. Posteriormente, se homogeneizaron nuevamente a 24 Hz
durante 10 min y se centrifugaron a 13,000 rpm durante 2 min a 20 °C para
eliminar los residuos insolubles. El sobrenadante obtenido fue transferido
cuidadosamente a tubos de microcentrifuga de 1.5 mL que contenian 30 uL de
proteinasa K, y se mezclé con 400 pyL de Buffer AL para promover la digestion
enzimatica de proteinas y mejorar la recuperaciéon de ADN. Las muestras se
incubaron en una termoplaca a 94 °C durante 15 minra completar la lisis quimica.
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Luego, se afiadieron 400 L de etanol al 96% al lisado, y 600 pL de esta mezcla
se transfirieron a las columnas de centrifugacion QIAamp. Estas columnas,
disefiadas con membranas de alta afinidad para ADN, se centrifugaron a 13,000
rpm durante 1 min, descartando el filtrado. Este paso se repitid dos veces para
asegurar que todo el ADN presente en el lisado se adsorbiera completamente a
la membrana. Las columnas se lavaron de forma secuencial con 500 pL de Buffer
AW1 y Buffer AW2, centrifugandose a 13,000 rpm durante 1 y 3 min
respectivamente, para eliminar contaminantes residuales. Un paso adicional de
centrifugacion a maxima velocidad durante 2 minutos garantizé la completa

eliminacién de residuos liquidos.

Finalmente, las columnas se colocaron en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL
limpios, y se aplicaron 40 pL de Buffer TAE directamente sobre la membrana.
Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 5 min y se
centrifugaron a maxima velocidad durante 2 min para eluir el ADN. Este método
permiti6 obtener ADN de alta calidad, adecuado para analisis posteriores de

amplificacion y secuenciacion.

5.2.11. Amplificacién por PCR del gen 16S rRNA full
La amplificacion completa del gen 16S rRNA se efectud con los cebadores 27F
5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' y 1492R 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'
(Sun et al., 2008). Para el mix de PCR se afadieron 0.8 pL del cebador 27F

forward y 0.8 pL del 1494R reverse. Se utiliz6 ADN polimerasa Tagq LongAmp
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(New England Biolabs, EE. UU.) en un volumen de 0.5 yL por reaccion, con un
volumen final de reaccién de 20 uL, compuesto ademas por 2.4 uL de agua libre
de nucleasas, 10 pL del mix comercial de reaccion 2X LongAmp, y 6 uL de ADN
de muestra. Se establecieron las siguientes condiciones térmicas: una inicial de
95 °C por 1 min, seguido de 30 ciclos a 95 °C durante 20s, 56 °C por 30s, y 65
°C por 1 min, finalizando con una extension de 65 °C por 5 min. La eficiencia de
PCR se verifico por electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro
de etidio (EtBr), visualizado bajo luz ultravioleta (UV) en un transiluminador.
Adicionalmente, la cuantificacion y evaluacion de la pureza del ADN extraido se
realizdO mediante espectrofotometria utilizando el equipo NanoDrop

(ThermoScientific, EE. UU).

Las muestras fueron analizadas midiendo la absorbancia a 260 nm para
determinar la concentracion de acidos nucleicos, y la relacion A260/280 fue
utilizada como indicador de pureza del ADN, con valores entre 1.8 y 2.0
considerados Optimos para ADN relativamente libre de contaminantes proteicos.
Adicionalmente, se evalu6 la relacion A260/230 para detectar la posible
presencia de contaminantes organicos o quimicos, tomando como rango

aceptable valores entre 2.0y 2.2.

5.2.12. Sintesis y secuenciacion de bibliotecas de Nanopore
Para sintetizar las bibliotecas Nanopore se afiadieron 5 pL de agua libre de

nucleasas, 10 yL de producto de PCRy 25 uL de enzima Hot Start (New England
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Biolabs, EE. UU.). Los productos de PCR fueron purificados en una relacion 1:2
utilizando microesferas o perlas magnéticas GenoBeads DNA Magnetic Beads
(GenoSur). El producto de PCR junto a las perlas magnéticas se coloco en rack
magnético durante 15 min hasta la separacion del pellet que luego se extrajo para
posteriormente ser sometido a lavado con etanol al 80% recién preparado en una
relacion 1:5 de etanol al 100% y agua. Se realizaron dos lavados con etanol al
80% dejando secar y sometiéndose a spin de 1s entre cada lavado.
Posteriormente se acoplé nuevamente en rack magnético durante 5 min sin
etanol. El producto lavado se desligo de las perlas después de un enjuague con

agua ultrapura estéril retirandose el sobrenadante.

La cuantificacion del amplicon purificado se realizd6 nuevamente mediante el
fluorbmetro Qubit 4 (ThermoScientific, EE. UU.) y se empled como plantilla para
la elaboracion de la biblioteca usando el kit de Barcoding 16S (SQK-RAB204,
Oxford Nanopore Technologies), siguiendo las indicaciones del fabricante para la
estrategia de secuenciacion en una dimension (1D). Posteriormente se examiné
la calidad de las librerias mediante 2200 Tape Station System (Agilent
Technologies, EE. UU.) agregando 3 pL de buffer y 1 puL de High Sensitivity
D5000 Ladder (Agilent, EE. UU.) de acuerdo con las directrices del fabricante.
Conforme a los protocolos de Oxford Nanopore Technologies, las bibliotecas
fueron agrupadas para su secuenciacion multiplex en la Flow Cell FLO-MIN106-

R9.4.1 (Flow cell ID: FAW10428).
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Se utilizo el kit rapid sequencing amplicons- 16S barcoding (SQK-16S024) Como
control de calidad, se extrajo y se secuencid6 el ADN de una comunidad
microbiana control, o Mock community (ZymoBiomics Microbial Community
Standard), siguiendo los mismos pasos descritos, para luego comparar la
abundancia observada de las taxas con la esperada. La eficacia de la
secuenciacion se supervis6 mediante el software MiInKNOW 2.0 (Oxford

Nanopore Technologies).

5.2.13. Analisis bioinformatico
Los archivos raw en formato fast5 se sometieron a basecalling utilizando Guppy
(version 3.2.2, Oxford Nanopore Technologies, Reino Unido) y se seleccionaron
aquellas secuencias con un score de calidad Q = 7. A continuacion se realizo la
evaluacion de la calidad de la secuenciacion con a herramienta Pyco QC version
2.5.2.(Leger & Leonardi, 2019) Para ello, se configuré6 un entorno virtual de
Python en terminal de Ubuntu versidn 24.04.1 LTS para garantizar la instalacion
y ejecucion adecuada de los paquetes necesarios. Una vez instalado PycoQC
(Leger & Leonardi, 2019), se procesaron los archivos de resumen de

secuenciacion generados por Guppy.

El demultiplexado y el recorte de adaptadores y barcodes se realizé con la
herramienta Porechop. Posteriormente, para realizar la asignacién taxonomica
de las lecturas procesadas, se utilizo la herramienta EMU (version 3.4.5) (Curry

et al.,, 2022). Previamente, se configuré un entorno en el sistema operativo
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Ubuntu 24.04.1 LTS y se estableci6 una base de datos personalizada
combinando rrnDb 5.6 y NCBI 16S RefSeq. Las lecturas FASTQ generadas en
la etapa de demultiplexado y recorte fueron procesadas mediante el comando
emu_abundance. Este comando se ejecuto de manera iterativa para cada archivo
correspondiente a los barcodes de las muestras, especificando parametros como
la conservacion de archivos intermedios, matrices de conteo y asignaciones de

lecturas.

Las lecturas se mapearon utilizando el algoritmo Minimap2 con un indice
optimizado para el tamafio de las secuencias. Los resultados incluyeron matrices
de abundancia relativa, conteos taxonémicos y archivos SAM de alineamiento.
Este procedimiento permitié cuantificar y validar la asignacién taxonémica a nivel

de género y especie.

La diversidad alfa de las muestras se estimd mediante los indices de Simpson y
Shannon, y la equitatividad se calculé en base al indice de Pielou. Las tablas de
abundancia y asignacion taxonémica se analizaron en RStudio gracias a los

paquetes phyloseq, vegan y fantaxtic.

La composicion de la comunidad microbiana se exploré mediante el célculo de
distancias de Bray-Curtis a partir de datos de abundancia relativa por taxén y se
efectud un analisis de coordenadas principales (PCoA) con el paquete Vegan en
R (Dixon, 2003). Ademas, se determind el linaje taxondmico completo de las

secuencias usando la herramienta TaxonKit (Shen & Ren, 2021).
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Se utilizaron las herramientas de visualizacion interactiva de datos jerarquicos
para cada nivel taxondmico mediante la creacién de archivos HTML interactivos
con la herramienta Krona (Ondov et al., 2011) en base a las tablas de abundancia
relativa creadas en Rstudio. Asi mismo, se crearon arboles taxonomicos de calor
para una mejor comprension y visualizacion de la estructura de las comunidades
de cada uno de los grupos en base al paguete Metacoder (Foster et al., 2017)

para Rstudio.

Se investigaron las variaciones en la microbiota oral de las ratas a través del
trazado de la abundancia relativa a nivel de filo, género y especie, empleando el
paquete ggplot2 de R. El core microbiome se identificd aplicando un umbral de

prevalencia del 80% y una abundancia relativa minima del 1%.

5.2.14. Prediccion de vias metabdlicas funcionales
Se llevd a cabo la prediccion de las vias metabdlicas funcionales para todo el
microbioma utilizando la herramienta Picrust 2.0 (Douglas et al., 2020c) a partir
de secuencias de amplicén del ARNr 16S full habiendo previamente recuperado
las secuencias en formato FASTA para cada TaxID utilizando la herramienta
Geneious (by Dotmatics) Los graficos de las vias funcionales se construyeron
utiizando la base de datos MetaCyc.(Caspi etal., 2016b) La grafica de
abundancia relativa se construyo utilizando RStudio. Los analisis estadisticos se
realizaron en la plataforma STAMP 2.1.3 (Parks et al., 2014), aplicando pruebas

ANOVA para detectar diferencias entre los grupos experimentales, seguidas de
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pruebas post-hoc de Tukey-Kramer para identificar comparaciones especificas
entre los 4 grupos. La correccion para pruebas multiples se realizd6 mediante el
método Benjamini-Hochberg (FDR) para ajustar los valores de p, estableciendo
un umbral de p ajustado < 0.05. Ademas, se evalué el tamafio del efecto
utilizando eta-squared (n?®) con un valor de 0.80 para realizar comparaciones
entre dos grupos, basandose ademas en la diferencia en la proporcion de las
medias junto con los intervalos de confianza proporcionados por la prueba de t
de Welch de dos colas considerando el método DP Welch's inverted (0,95). Para
estas mismas comparaciones especificas entre las medias de los distintos grupos
ademas se utilizo la prueba (Yadav & Kapley, 2019). Para la construccién de
gréficos, se utilizaron datos con una abundancia relativa minima de 0,5 para

determinar la diferencia de proporciones.

5.2.15. Analisis de muestras de suero por TEM
Se analizaron las muestras de suero sanguineo, obtenidas mediante puncién
cardiaca de las ratas, para evaluar la presencia de nanoparticulas de cobre en el
fluido. Para ello, se empleé la técnica de microscopia electronica de transmision
(TEM). Las muestras de suero se diluyeron en una proporcion de 1:6 con etanol
al 50% para evitar una concentracion excesiva que impida la correcta transmision
del haz de electrones. A continuacién, se deposité una gota de esta dilucion sobre
una grilla de nitrocelulosa y se dejé secar a temperatura ambiente. Una vez seca,
la grilla se colocaron sobre el porta muestras de un microscopio electrénico
transmision modelo JEOL JSM-6380LV. Se examind la muestra en busqueda de
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nanoparticulas que sean compatibles con el cobre y, al detectarlas, se empled
una técnica de difraccion de electrones para medir la intensidad de las particulas

observadas. Finalmente, se fotografiaron las muestras para su analisis detallado.

5.2.16. Preparacién de muestras de tubulo colector renal para
andlisis SEM-EDS

Para evaluar la posible acumulacién de nanoparticulas de cobre en los tubulos

colectores renales, las muestras de tejido renal fueron procesadas mediante

microscopia electronica de barrido con espectroscopia de dispersion de energia

(SEM-EDS). Los procedimientos incluyeron etapas de fijacion, deshidratacion y

recubrimiento, disefiadas para preservar la integridad estructural del tejido y

garantizar la calidad de las imagenes obtenidas.(Anderson, 1951)

Fijacion y postfijacidn: Los tejidos fueron fijados inicialmente en una solucion
de glutaraldehido al 2.5 % en buffer cacodilato de sodio (0.1 M, pH 7.2) a 4 °C
para estabilizar las estructuras celulares. Posteriormente, se realizé una
postfijacién con tetroxido de osmio al 1 %, conocida por mejorar el contraste y la

preservacion de lipidos y membranas, seguida de lavados intermedios.

Deshidratacion: Las muestras se sometieron a una serie gradual de inmersiones
en soluciones de etanol con concentraciones crecientes, finalizando con etanol
absoluto para eliminar completamente el agua del tejido, un paso critico para

evitar artefactos durante la visualizacion.
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Secado por punto critico: Se utilizé un sistema de secado con dioxido de
carbono liquido, permitiendo la eliminacion del solvente sin colapsar las
estructuras internas del tejido. Este método asegura que los tejidos mantengan

su morfologia original durante el analisis.

Recubrimiento de oro: Las muestras fueron recubiertas con una capa delgada
de oro mediante pulverizacion catodica, o que aumenta su conductividad y

mejora la resolucion de las imagenes obtenidas por SEM.

5.2.17. Célculo del Tamafio muestral
Suponiendo una diferencia del 20 % en los resultados medios entre los grupos,
un analisis de poder sugiri6 que una muestra minima de 3 muestras por grupo
apoyaria el andlisis con un 80% de poder y un 5% de significacion. Se considero
un individuo adicional considerando la tasa de error de los procedimientos

quirurgicos.(Charan & Kantharia, 2013)

Inicialmente se planifico utilizar 3 ratas y 5 variables de desinfeccion. Requiriendo
un total de 15 ratas. En el contexto de este estudio considerado como piloto, es
importante destacar que este calculo del tamafio de muestra asegura que el
trabajo experimental tenga una alta probabilidad de detectar una diferencia
significativa en el peso corporal (por ejemplo), si existe, al tiempo que controla el
riesgo de cometer un error de tipo | (falso positivo) a un nivel de significancia del
5%. La potencia del 90 % que se contempla indica la probabilidad de detectar un

efecto real si esta presente. Esto implica que, incluso en un estudio inicial como
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este, se mantiene una rigurosa consideracion del nivel de significancia para
garantizar la confiabilidad de los resultados y minimizar los errores estadisticos.
Se considera un individuo adicional considerando la tasa de error de los
procedimientos de desinfeccion. Por lo tanto, se estim6 que cada variable de
desinfeccién requeria una muestra minima de 3 especimenes. Se afadio 1
espécimen mas en caso de dar punto final a alguna rata. En conclusion, se
determind un numero de 4 ratas por variables, utilizando un total de 16

ratas.(Charan & Kantharia, 2013)(X. Wang et al., 2020)

5.2.18. Consideraciones Bioéticas

La adhesion rigurosa a los principios éticos se aseguré en base a los
lineamientos de la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (Institute of
Laboratory Animal Resources Commission on Life Science National Research
Council), los principios elaborados por el Consejo de Organizaciones
Internacionales de las Ciencias Médicas, Organizacion Mundial de la Salud
(1985), el texto "Aspectos Bioéticos de la Experimentacion Animal”, editado por
CONICYT en 2009, y el “Manual de Normas de Bioseguridad y Riesgos
Asociados” editado por CONICYT en 2018 y se sustenta bajo el principio de las
3R: Reemplazo, Reduccién y Refinamiento, en conjunto con los principios de la
Declaracion de Helsinki adaptados para un enfoque en investigacion clinica
animal. (Ashall et al., 2023)

Integrando estas consideraciones éticas, se obtuvo el informe del Comité de
Bioética y Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Biologicas y la aprobacion N°
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CEBB 775-2020-M del Comité de Etica Bioética y Bioseguridad de la
Vicerrectoria de Investigacion y desarrollo de la Universidad de Concepcion.
Conforme a esto, este proyecto se ajusta a la legislacion chilena vigente sobre el
manejo de materiales biolégicos y residuos peligrosos. La Universidad de
Concepcidon superviso el cumplimiento de lo anterior a través de su “Plan de
manejo de sustancias y residuos peligrosos (MATPEL), asegurando el
tratamiento adecuado de todos los residuos generados en la presente

investigacion.

5.2.19. Pruebas estadisticas
Para la evaluacion de las variables de alfa diversidad, se calcularon los indices
de riqueza, Chaol, Shannon, Simpson y Evenness. Ademas, todas las variables
relacionadas con los parametros sanguineos obtenidos por puncion cardiaca, el
peso corporal diario, el peso de los 6rganos por grupo, el consumo diario de
alimentos y las mediciones de OD a 570 nm para la actividad ALT (determinada
mediante el kit colorimétrico) fueron analizadas siguiendo un enfoque estadistico

sistematico.

Primero, se verificaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad
mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la prueba de Levene, respectivamente.
Segun los resultados de estas pruebas, se seleccionaron analisis paramétricos o
no paramétricos. En los casos que cumplieron con los supuestos, se utilizd un

ANOVA de un factor para comparar las medias entre los grupos. En los casos
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donde no se cumplieron, se aplico la prueba de Kruskal-Wallis como alternativa
no parameétrica. Para las comparaciones post hoc en las variables con diferencias
significativas (p < 0.05), se utilizaron pruebas de Tukey HSD en los analisis
paramétricos y la prueba de Wilcoxon en los analisis no paramétricos. Estos
analisis fueron realizados en el software RStudio, utilizando las librerias “ggplot2”,

car’, “carData”, “dplyr” y “paletteer”. Los resultados fueron representados

graficamente para facilitar su interpretacion.

En el andlisis de diversidad beta, se calcularon distancias Bray-Curtis, Jaccard y
euclidianas a partir de los datos de abundancia relativa procesados en el software
RStudio utilizando el paquete phyloseq. Las distancias Bray-Curtis y Jaccard se
emplearon para realizar analisis de ordenacion mediante PCoA (Principal
Coordinates Analysis) y clustering jerarquico. Se evalu6 también, la existencia de
diferencias significativas a través de pruebas estadisticas tales como
PERMANOVA y pairwise PERMANOVA para comparar entre grupos de estudio.
Las distancias euclidianas se usaron especificamente para generar un
dendrograma basado en clustering jerarquico, utilizando el método de

agrupamiento completo.

Para PCoA, se representaron los grupos de tratamiento mediante elipses de
confianza y puntos coloreados de acuerdo con las categorias asignadas.
Adicionalmente, se cre6 un heatmap para las distancias Jaccard con

agrupamiento jerarquico de muestras y tratamientos. Todas las visualizaciones,
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incluidas las representaciones de dendrogramas, se generaron empleando las

librerias ggplot2 y pheatmap.

6. RESULTADOS

6.1.Evaluacion de la calidad y cantidad del ADN extraido y procesamiento
de Librerias para Secuenciacion.
6.1.1. Amplificacion del gen 16S rRNA por PCR
En las imagenes de gel de agarosa (Fig. 9), se observa la amplificacion exitosa

del gen 16S rRNA de aproximadamente 1500 pb para la mayoria de las muestras
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de microbiota oral analizadas. En la Figura 9A, los carriles 2 al 7 corresponden
a los grupos tratados con gel de clorhexidina durante 7 dias (CHX7d) y gel de
nanoparticulas de cobre durante 7 dias (NG7d). Los carriles muestran una Unica

banda bien definida, lo que indica una amplificacion sin productos inespecificos.

Por su parte, la Figura 9B incluye los resultados para los grupos control sin
antisepsia y tratados con nanoparticulas de cobre durante 30 dias (NG30d). De
manera similar, los carriles presentan una banda clara correspondiente al tamafio
esperado del gen 16S rRNA (1500 pb). No se detectaron fragmentos adicionales,
sugiriendo que los pasos de purificaciéon y eliminacién de contaminantes fueron
efectivos. Ademas, los controles positivos muestran amplificacion adecuada,
mientras que los controles negativos no presentan bandas, confirmando la

ausencia de contaminacion en el proceso.

En el carril 5 de la Figura 9B, correspondiente a la muestra R1ING30d, no se
observé amplificacion del fragmento esperado debido a error de manipulacion
durante la carga de la muestra. Posteriormente, la PCR y la electroforesis de esta
muestra fueron repetidas exitosamente, obteniéndose los resultados esperados

sin inconvenientes.
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Figura 9. Visualizacion de los productos de amplificacion del gen 16s rRNA (1500bp
aprox.) mediante PCR. A) 1. Marcador de peso molecular, 2. R1ICHX7d, 3. R2CHX7d, 4.
R4CHX7d, 5. RING7d, 6. R2NG7d, 7. R3NG7d, 8. Control positivo. B) 1). Marcador de
peso molecular, 2. RICONTROL, 3. R2ZCONTROL, 4. R3CONTROL, 5. RING30d, 6.
R2NG30d, 7. R3NG30d, 8. Control positivo, 9. Control Negativo. Fuente: Elaboracion
propia.

6.1.2. Cuantificacion y evaluacion de la integridad del ADN tras la

limpieza de librerias

Las graficas y tablas presentadas dan cuenta de los resultados obtenidos
mediante el analisis en TapeStation 2200 para cuatro muestras representativas
de los grupos experimentales: CONTROL, CHX7d, NG7d y NG30d. Este analisis

permitié evaluar tanto la calidad como la cantidad de ADN tras la limpieza de las

librerias.
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Grupo Control si aseptizar (R1ICONTROL): Se observd un unico pico
mayoritario correspondiente a un fragmento de aproximadamente 1466 pb, con
una concentracion total de 2930 pg/ul, representando el 97.65 % del area
integrada, lo que confirma la calidad esperada del ADN tras la limpieza (Fig.10 y

Tabla 3)
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Figura 10. Electroferograma del perfil de intensidad de ADN tras la limpieza de librerias
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para la muestra RICONTROL. Fuente: Elaboracion propia en base a los resultados del
TapeStation 2200.

Tabla 3. Tabla de cuantificacién y caracterizacion del ADN para la muestra RLCONTROL

del grupo Control. Fuente: Elaboracion propia en base a resultados de TapeStation 2200.

Sample Table
Well Conc. Sample Description Alert Observations
[pg/ul]
Bl 3000 Rata: RLCONTROL
Peak Table
Size [bp] Calibrated Assigned Peak % Peak Observations
Conc. Conc. Molarity  Integrated Comment
[pg/pu] [pg/p] [pmol/l] Area
15 298 - 30500 - Lower Marker
930 70.6 - 117 2.35
1466 2930 - 3070 97.65
10000 180 180 27.7 - Upper Marker
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Grupo tratado con Chlorhexidina al 2 % durante 7 dias (R2CHX7d): El analisis
reveld un pico dominante de 1475 pb con una concentracion de 1550 pg/ul. Esto
confirma la ausencia de contaminantes de tamafo no deseado, con un 100 % del

area integrada. (Fig. 11 y Tabla 4).

Grupo Tratado con Chlorhexidina al 2 % durante 7 dias: CHX7d
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Figura 11. Electroferograma del perfil de intensidad de ADN obtenido tras limpieza de
librerias para la muestraR2CHX7d. Fuente: Elaboracion propia en base a los

resultados del TapeStation 2200.
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Tabla 4.Tabla de cuantificacion y caracterizacion del ADN para la muestra R2CHX7d del
grupo tratado con Clorhexidina al 2 % durante 7 dias. Fuente: Elaboracion propia en

base a resultados de TapeStation 2200.

Sample Table
Well Conc. Sample Description Alert Observations
[pg/u]
Gl 1550 Rata: R2CHX7d
Peak Table
Size [bp] Calibrated Assigned Peak % Peak Observations
Conc. Conc. Molarity  Integrated Comment
[pg/ul] [Pg/ul] [pmol/l] Area
15 338 - 34600 - Lower Marker
1475 1550 - 1620 100.00
10000 180 180 27.7 - Upper Marker

Grupo tratado con NpCu durante 7 dias (R1ING7d): La muestra mostré un pico
principal en 1634 pb con una concentracién de 13000 pg/ply un 97.63 % del area
integrada, corroborando la eficacia de la limpieza de librerias en este grupo.

(Fig.12 y Tabla 5)
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Figura 12. Electroferograma del del perfil de intensidad de ADN obtenido tras limpieza
de librerias para la muestra RING7d. Fuente: Elaboracion propia en base a los

resultados del TapeStation 2200.
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Tabla 5. Tabla de cuantificacién y caracterizacion del ADN para la muestra R1NG7d.

Fuente: Elaboracién propia en base a los resultados del TapeStation 2200.

Sample Table
Well Conc. Sample Description Alert Observations
[pg/u]
A2 13300 Rata: RING7d
Peak Table
Size [bp] Calibrated Assigned Peak % Peak Observations
Conc. Conc. Molarity  Integrated Comment
[po/ul] [pg/ul] [pmol/I] Area
15 256 - 26300 - Lower Marker
1189 314 - 407 2.37
1634 13000 - 12200 97.63
10000 180 180 27.7 - Upper Marker

Grupo tratado con NpCu durante 30 dias (R1ING30d): Se detectd un pico en
1723 pb, con una concentracién total de 6630 pg/ul, abarcando el 96.55 % del
area integrada. A pesar de observarse una ligera sefal adicional en tamafos
mayores, esto se atribuye a posibles artefactos del dispositivo de analisis debido
al uso de un ScreenTape vencido, segun la observacion técnica registrada. (Fig.

13 y Tabla 6)
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Grupo tratado con NpCu durante 30 dias: NG30d
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Figura 13. Electroferograma representativo de la cuantificacién de ADN en la muestra
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R1NG30d del grupo tratado con nanoparticulas de cobre durante 30 dias (NG30d).
Fuente: Elaboracion propia en base a los resultados del TapeStation 2200.

En todas las muestras analizadas, los perfiles obtenidos evidencian un
predominio de fragmentos que coinciden con el tamafo esperado del gen 16S
rRNA, aproximadamente 1550 pb, en concordancia con los objetivos
establecidos para la preparacién de librerias. Es importante destacar que la
pureza del ADN extraido fue evaluada inicialmente mediante espectrofotometria
de microvolumen (NanoDrop), obteniéndose ratios de absorbancia 260/280 entre
1.89 y 2 en todas las muestras, valores que cumplen con las recomendaciones
para procedimientos moleculares posteriores. Adicionalmente, se llevd a cabo
una evaluacidon complementaria de la calidad y pureza mediante métodos
basados en fluorescencia (Qubit 4), asegurando una cuantificacion precisa del

ADN extraido y de las librerias procesadas antes de proceder a la secuenciacion.
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Estos resultados confirman la integridad y calidad 6ptima del ADN, garantizando

su idoneidad para los analisis de secuenciacion subsecuentes.

Tabla 6.Tabla de cuantificacion y caracterizacion del ADN para la muestra RING30d.

Fuente: Elaboracién propia en base a los resultados del TapeStation 2200.

Sample Table
Well Conc. Sample Description Observations
[Pg/ul]
F1 6870 Rata: RING30d Caution! Expired
ScreenTape device
Peak Table
Size [bp] Calibrated  Assigned Peak % Peak Observations
Conc. Conc. Molarity Integrated Comment
[pg/ul] [pg/ul] [pmol/1] Area
15 104 - 10700 - Lower
Marker
1723 6630 - 5920 96.55
4384 237 - 83.2 3.45
10000 180 180 27.7 - Upper
Marker

6.2.Calidad de Secuenciacion Evaluada mediante PycoQC

La calidad de las secuencias generadas fue evaluada utilizando los archivos
resumen producidos por Guppy, centrando el analisis en las 16 muestras
experimentales y una comunidad control ("Mock community"). En total, se
obtuvieron 6,272,145 lecturas, equivalentes a 4.5 Gb de datos, de las cuales
3,826,207 lecturas (2.92 Gb) cumplieron con los criterios de calidad establecidos,
definidos por un puntaje de calidad minimo (Q=7). Estos resultados reflejan una
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produccion de datos consistente y de alta calidad, adecuada para los analisis

posteriores.

El analisis revel6 que el valor de N50 de las lecturas que superaron los filtros de
calidad fue de 1310 pares de bases, indicando una representacién predominante
de fragmentos largos, como lo es el gen 16S rRNA. La longitud mediana de las
lecturas filtradas alcanz6 los 553 pb, lo cual se considera adecuado para los
objetivos del estudio, que incluyen la asignacion taxonémica precisa y el analisis
funcional de la microbiota. En cuanto a la calidad promedio de las lecturas, el
puntaje PHRED registrado fue de 8.52, lo cual a pesar de no ser muy alto si
confirma que los datos cumplen con estandares aceptables para la tecnologia de

secuenciacion utilizada (Oxford Nanopore Technology).

El 90 % de las lecturas presento longitudes superiores a 1293 pares de bases, lo
que refuerza la idoneidad de las secuencias generadas para el analisis de
fragmentos gendmicos completos. Los graficos de densidad elaborados a partir
de estos datos (Figuras 14 y 15) muestran que la mayor concentracion de
lecturas con puntajes PHRED superiores a 8 se encuentra en el rango de
longitudes comprendido entre 500 y 1500 pares de bases, lo cual es consistente
con el tamafio aproximado dentro del cual puede fluctuar el gen en base a nuestro

disefio experimental.
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Figura 14. Grafico de la distribucion de densidad de los puntajes de calidad PHRED de
las lecturas que pasaron los filtros de calidad durante la secuenciacion. Fuente:

Elaboracién propia en base PycoQC.
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Figura 15. Gréfico de relacion entre los puntajes de calidad PHRED vy la longitud de las
lecturas basecall en las lecturas que pasaron los filtros de calidad (Pass reads). Fuente:
Elaboracion propia en base PycoQC.

Finalmente, en cuanto a la calidad y longitud de las lecturas a lo largo del tiempo,

es posible dar cuenta de que esta se mantuvo constante durante las 23.8h de
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duraciéon de la corrida experimental en base a la medicion del PHRED score,

reafirmando la estabilidad de la secuenciacidon durante toda su extension.

6.3.Asignacion taxonémica con EMU

Se utilizé EMU para generar las asignaciones taxonémicas a partir de los datos
procesados anteriormente con Porechop. Cada barcode correspondié a una
muestra experimental de acuerdo con el tratamiento recibido. El porcentaje de
reads asignados fue variable entre barcodes, oscilando desde valores minimos
de 1.3 % (R3CHX7d) hasta maximos superiores al 72 % (R3CONTROL). Esto
refleja diferencias en la calidad de las lecturas y la efectividad de la asignacion

taxondémica para ciertos grupos.

El numero de iteraciones del algoritmo de maximizacion de expectativas
(Expectation-Maximization, EM) que utiliza el software EMU oscil6 entre 24 y 53,

dependiendo de la complejidad de las lecturas y su asignacion.

Cabe destacar, que se utilizaron volumenes de 3-8 uL por muestra, optimizando
el uso de ADN segun la concentracion inicial (ng/uL) disponible para cada

barcode.

Las tendencias generales mostradas en la Tabla 7 indican que los grupos control
(R3CONTROL y R4CONTROL) presentan los mayores porcentajes de reads
asignados (72.5 % y 97.7 %, respectivamente), indicando una mayor calidad en

la asignacion taxondmica en comparacion con los grupos tratados.
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Por otra parte, las muestras tratadas con NPCu durante 30 dias (R1NG30d a
R4NG30d) muestran bajos porcentajes de reads asignados (entre 3.9 % y 6.5%),

a pesar de haber realizado un volumen constante de secuenciacion de 5 L.

Con relacion a las iteraciones del algoritmo EM fueron mas altas en las muestras
con asignaciones complejas, como R3CONTROL (53 iteraciones) y RSNG7d (47
iteraciones), lo que sugiere mayor complejidad en los datos taxondmicos

procesados.

Finalmente, el grupo tratado con CHX al 2 % por 7 dias, R4CHX7d destaca con
una asignacion exitosa del 90.3 % de los reads, mientras que R3CHX7d tuvo un
desempefio muy bajo (1.9 %). Esto sugiere una correlacion entre el tipo de
tratamiento, los dias de exposicion y el porcentaje de asignacién taxondmica,
dando cuenta de que en aquellas muestras del grupo control existen
asignaciones que se condicen con una asignacion mas robusta, mientras que en
los grupos tratados con NPCu o CHX existen mayores desafios en la clasificacion

taxondmica.
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Tabla 7. Resumen de los resultados de asignacion de lecturas a taxones utilizando EMU

para cada muestra. Fuente: Elaboracion propia.

Muestra Tratamiento  [DNA] Barcode Vol. Reads Reads No % Reads Iteraciones
ng/uL Seq. Asignados Asignados Asignados EM
L

R1CHX7d CHX 2% 4,8 24 (Hs : 22077 23082 48.9% 37
R2CHX7d CHX 2% 1,31 7 5 4048 4239 48.8% 24
R3CHX7d CHX 2% 0,7 8 5 354 18550 1.9% 25
R4CHX7d CHX 2% 6,9 9 5 47187 5077 90.3% 29
RING7d NPCu 30,8 16 4 27735 337467 7.6% 40
R2NG7d NPCu 15,8 17 8 27995 353316 7.3% 44
R3NG7d NPCu 44,2 18 3 22041 352137 5.9% 47
RANG7d NPCu 44,4 19 3 23739 326941 6.8% 52
R1CONTROL Sin TTO 29,4 10 4 157813 126312 55.5% 41
R2CONTROL Sin TTO 26 12 5 201563 101006 66.6% 39
R3CONTROL Sin TTO 26,8 14 5 268070 101941 72.5% 53
R4CONTROL Sin TTO 23 15 5 222304 5150 97.7% 36
RING30d NPCu 3,22 20 5 2310 34766 6.2% 30
R2NG30d NPCu 4,92 21 5 2545 36284 6.5% 30
R3NG30d NPCu 3,68 22 5 2115 51676 3.9% 36
R4NG30d NPCu 7,66 23 5 5450 78959 6.5% 34

6.4.Evaluacion de la diversidad alfa

El analisis de la diversidad alfa en la microbiota oral de los cuatro grupos

experimentales reveld aspectos importantes en cuanto a riqueza, equidad vy

diversidad de las comunidades microbianas. La prueba de normalidad Shapiro-

Wilk (Tabla 8) indicé que, para métricas como riqueza y Chao1, algunos grupos,

como el CONTROL, no presentaron una distribucién normal (p < 0.05). Esto

justificé el uso de pruebas no paramétricas en las comparaciones. Por otro lado,
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la homogeneidad de las varianzas entre los grupos fue confirmada mediante la
prueba de Levene (Tabla 9), lo que asegura consistencia en la homocedasticidad

de las métricas entre tratamientos (p > 0.05).

Tabla 8. Prueba de normalidad Shapiro-Wilk aplicada a las métricas de diversidad alfa
en los diferentes grupos de tratamiento. Los valores del estadistico W y los p-valores se

presentan para cada grupo y métrica evaluada. Fuente: Elaboracién propia.

Variable Grupo W (Estadistico) p-valor
Riqueza CHX7d 0.781 0.072
NG7d 0.947 0.700
CONTROL 0.715 0.017
NG30d 0.888 0.375
Chao1 CHX7d 0.982 0.916
NG7d 0.947 0.700
CONTROL 0.715 0.017
NG30d 0.888 0.375
indice de Shannon CHX7d 0.904 0.454
NG7d 0.876 0.325
CONTROL 0.794 0.091
NG30d 0.854 0.239
indice de Simpson CHX7d 0.857 0.250
NG7d 0.690 0.009
CONTROL 0.921 0.547
NG30d 0.878 0.331
Evenness CHX7d 0.935 0.624
NG7d 0.715 0.017
CONTROL 0.7813 0.072
NG30d 0.8262 0.158
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Tabla 9. Resultados de la prueba de Levene para evaluar la homogeneidad de las
varianzas entre los grupos en las diferentes métricas de diversidad alfa. Fuente:

Elaboracion propia.

Variable F (Estadistico) p-valor Conclusion
Riqueza 0.0929 0.9625 Varianzas homogéneas (p > 0.05)
Chaol 0.1192 0.947 Varianzas homogéneas (p > 0.05)
indice de Shannon 0.2304 0.8734 Varianzas homogéneas (p > 0.05)
indice de Simpson 1.4115 0.2875 Varianzas homogéneas (p > 0.05)
Evenness 0.3192 0.8114 Varianzas homogéneas (p > 0.05)

El analisis mediante la prueba de Kruskal-Wallis (Tabla 10) mostré que no hubo
diferencias estadisticamente significativas en las métricas evaluadas (Riqueza,
Chao1, Shannon, Simpson y Evenness) entre los grupos (p > 0.05).
Adicionalmente, la comparacion entre los grupos CONTROL y NG30d para la
equidad (Evenness), usando la prueba de Wilcoxon (Tabla 9), tampoco mostré

diferencias significativas (p > 0.05).
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Tabla 10. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para evaluar diferencias
significativas entre los cuatro grupos en las métricas de diversidad alfa. Fuente:

Elaboracion propia.

Variable Chi-cuadrado p-valor Conclusion
(Estadistico)
Richness 4.5221 0.2103 No hay diferencias significativas (p > 0.05)
Chaol 2.9779 0.395 No hay diferencias significativas (p > 0.05)
Shannon 2.7574 0.4306 No hay diferencias significativas (p > 0.05)
Simpson 0.55147 0.9074 No hay diferencias significativas (p > 0.05)
Evenness 2.7132 0.438 No hay diferencias significativas (p > 0.05)

Tabla 11. Resultados de la prueba de Wilcoxon para comparar la métrica de equidad

(Evenness) entre los grupos CONTROL y NG30d. Fuente: Elaboracién propia.

Variable Grupos w p-valor Conclusion
Comparados (Estadistico)
Evenness CONTROLvs. 4 0.3429 No hay diferencias significativas
NG30d (p > 0.05)

En términos visuales, los boxplots de las variables diversidad alfa (Figuras 16,
17 y 18) destacaron que las medias y rangos intercuartilicos son similares entre
los grupos, lo que apoya la ausencia de diferencias significativas identificadas en

las pruebas estadisticas.
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Figura 16. Boxplots para las métricas de riqgueza Chaol (A) y Richness (B) en los

diferentes grupos de tratamiento (CHX7d, CONTROL, NG30d y NG7d). Fuente:
Elaboracion propia.
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Figura 17. Boxplots que ilustran las métricas de diversidad alfa basadas en los indices
de Shannon (A) y Simpson (B) para los diferentes grupos de tratamiento (CHX7d,
CONTROL, NG30d y NG7d). Fuente: Elaboracion propia.
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Cada curva de rarefaccion (Figura 19) refleja la cobertura taxondmica alcanzada
para cada grupo, indicando que los grupos se aproximan a la saturacion, aunque
no alcanzan el plateau completo. En total, se identificaron 454 taxones unicos
combinando todas las muestras, con diferencias en el numero acumulado de

taxones entre los grupos.
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Figura 19. Curvas de rarefaccion generadas para las muestras de los distintos grupos
de tratamiento (CHX7d, NG7d, CONTROL, y NG30d) de la microbiota oral de las ratas.

Fuente: Elaboracion propia.

Estos resultados sugieren que las intervenciones aplicadas a los distintos grupos

no generaron un impacto significativo en la diversidad alfa de la microbiota oral.
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Sin embargo, es relevante considerar que los parametros iniciales, como la dieta
estandarizada, podrian influir en los resultados obtenidos. La evaluacion
detallada y la integracion de datos visuales y estadisticos refuerzan la
confiabilidad de los hallazgos, proporcionando una comprension integral de las

variaciones en las comunidades microbianas bajo los tratamientos evaluados.

6.5. Evaluacion de la diversidad Beta

El analisis de diversidad beta permitié identificar diferencias significativas que
repercuten en la composicion y estructura de las comunidades bacterianas entre
los grupos NG7, NG30d, CHX7d y el grupo control. Este analisis, basado en
indices de abundancia relativa (Bray-Curtis) y presencia/ausencia de taxones
(Jaccard), proporcioné una panoramica de como los tratamientos afectan de

manera diferencial a la microbiota oral.

En el analisis de coordenadas principales (PCoA), se observd una separacion
clara entre los grupos experimentales (Figura 20). Los grupos tratados con
nanoparticulas de cobre mostraron una diferenciacién marcada en comparacion
con los tratados con clorhexidina y el grupo control. Este patron sugiere que las
nanoparticulas de cobre inducen cambios profundos en la composicién
bacteriana, posiblemente relacionados con su actividad antimicrobiana
especifica y su capacidad para modular ciertas especies bacterianas. En
contraste, la clorhexidina mostré un impacto mas generalizado, pero menos

pronunciado, sobre la estructura de la microbiota.
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Figura 20. Analisis de coordenadas principales (PCoA). (A) PCoA basado en Bray-Curtis
mostrando diferencias en la abundancia relativa. (B) PCoA basado en Jaccard, centrado
en la presencia/ausencia de taxones. Los colores representan los distintos grupos
experimentales. Fuente: Elaboracion propia.

El dendrograma jerarquico basado en distancias de Bray-Curtis (Figura 21 A)
destaco la similitud entre muestras dentro de los mismos tratamientos, con clados
bien definidos para los grupos NG7d y NG30d. Esto ultimo sugiere que la
aplicacion de nanoparticulas de cobre produce comunidades bacterianas
estructuralmente mas homogéneas, posiblemente debido a un efecto selectivo
sobre ciertas poblaciones microbianas. Complementariamente, el heatmap de
distancias Jaccard (Figura 21 B) revel6 mayores disimilitudes entre los grupos

tratados con nanoparticulas y los demas, con patrones de separacion mas
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Height

evidentes en las muestras de NG30d, lo que podria indicar un efecto acumulativo

tras exposiciones prolongadas.
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Figura 21. Andlisis jerarquico y de disimilitud. A) Dendrograma basado en distancias
Bray-Curtis. B) Heatmap de distancias de Jaccard. Los tonos azules indican mayor
similitud entre muestras, mientras que los tonos rojos reflejan mayor disimilitud.

El analisis estadistico mediante PERMANOVA (Tabla 12) confirmé diferencias
significativas en la composicién de la microbiota entre los grupos (F =2.43, p =
0.008). En particular, se encontré una diferenciacion estadisticamente
significativa entre los grupos CHX7d y CONTROL (p = 0.029), mientras que las
comparaciones entre NG7d y NG30d mostraron una tendencia hacia la
diferenciacion (p = 0.055), aunque sin alcanzar significancia estricta. Estos
resultados reflejan que, mientras la clorhexidina impacta de manera inmediata,
las nanoparticulas de cobre podrian estar generando efectos a largo plazo,

modulando dinamicamente las comunidades bacterianas.
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Tabla 12. Pruebas estadisticas PERMANOVA y pairwise PERMANOVA para la
diversidad beta. Se presentan valores de F (estadistico F), R2 (proporcion de la
varianza explicada por los tratamientos) y el p-valor asociado. Fuente:

Elaboracion propia.

Comparacion F R? p-valor

CHX7d vs NG7d 0.97 0.139 0.285
CHX7d vs CONTROL 3.64 0.377 0.029
CHX7d vs NG30d 227 0.275 0.111
NG7d vs CONTROL 3.19 0.347 0.103
NG7d vs NG30d 2.78 0.317 0.055
CONTROL vs NG30d 2.18 0.266 0.131

6.6.Composicion y estructura de la microbiota oral

El analisis de la composicién taxonémica de la microbiota oral en los grupos
experimentales (Control, CHX7d, NG7d y NG30d) mostré diferencias relevantes
en la estructura y abundancia relativa de los taxones bacterianos a diversos
niveles taxonémicos, desde filo hasta especie (Figuras 22-31). Es entonces, que
en consistencia con los analisis tanto de diversidad alfa como beta los resultados
relacionados a composicion destacan los efectos especificos de los tratamientos
sobre la microbiota oral, permitiendo identificar patrones microbioldgicos

caracteristicos asociados a cada grupo de estudio.
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6.6.1. Comparacion general entre grupos
A nivel de phylum (Fig. 22 A), Pseudomonadota fue dominante en todos los

grupos, alcanzando su mayor representacion en los tratados con NPCu.
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Figura 22. Composicion taxonémica a nivel de phylum y clase en los diferentes grupos
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de estudio. (A) Distribucion de los phyla bacterianos por grupos. (B) Distribucién de las

principales clases bacterianas en cada grupo. Fuente: Elaboracién propia.

En la Figura 22 B, se muestran las principales clases, donde los grupos tratados
con NPCu (NG7d y NG30d) presentan un predominio de Alphaproteobacteria

(72%), seguido de Flavobacteria y Gammaproteobacteria. En el grupo CHX7d,
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predominan Bacilli (43 %), Betaproteobacteria (21%) y Gamaproteobacteria
(19%), mientras que en el grupo control se observa una mayor diversidad
compuesta principalmente por Bacilli (38%), Gammaproteobacteria (27%),

Betaproteobacteria (20%), Actynomicetes (9%) y Clostridia (5%).

En el grupo control, la microbiota presentd una mayor diversidad relativa, con
Bacillota (49%) y Pseudomonadota (40%) como los phyla predominantes,
seguidos por Actinomycetota (8%) y Bacteroidota (2%). Este perfil refleja una
composicién bacteriana relativamente equilibrada en ausencia de tratamientos

antimicrobianos.
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k__Bacteria g_| Neisseria

p__Fusobacteriota 0.7% -
p__Mycoplasmatota 0.05% -

Figura 23. Grafico circular que representa la composicion taxondmica de la microbiota
oral del grupo control. Se muestran proporciones a nivel de phylum, clase, orden, familia
y género. Fuente: Elaboracion propia.
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p__Campylobacterota 0.8% .

p_ Bacillota 0.6% .

p_ Verrucomicrobiota 0.6% .

p__Actinomycetota 0.2% .

Figura 24. Gréfico circular que representa la composiciéon taxonémica de la microbiota
oral del grupo CHX7d. Se muestran proporciones a nivel de phylum, clase, orden, familia

y género. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 25. Gréfico circular que representa la composicién taxonémica de la microbiota
oral del grupo NG7d. Se muestran proporciones a nivel de phylum, clase, orden, familia
y género. Fuente: Elaboracién propia.
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p__Verrucomicrobiota 0.6%.

Figura 26. Pie chart que representa la distribucién taxonémica de la microbiota oral del
grupo NG30d. Se muestran proporciones a nivel de phylum, clase, orden, familia y
género. Fuente: Elaboracion propia.
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En cuanto al grupo tratado con clorhexidina al 2% durante 7 dias (CHX7d) se
evidencié un aumento de Pseudomonadota (47%) y Actinomycetota (9%) a la vez
que exhibié una disminucién de Bacillota (40%) (Figuras 22 A y 24). Mientras
tanto, los grupos tratados con NPCu evidenciaron una transicion hacia
comunidades dominadas por Pseudomonadota, que alcanzo el 79% en NG7d y
el 76% en NG30d (Figuras 22 A, 25 y 26). Todos cambios sugieren efectos
antimicrobianos selectivos tanto de CHX como de NPCu, cada uno modulando

de manera distinta la estructura microbiana.

Los resultados a nivel de phylum, evaluados tanto por grupos de tratamiento
como de manera individual para cada muestra, son consistentes en términos
generales. Sin embargo, tal como se observa en la Figura 27, la muestra
R3CHX7d destaca por presentar una proporcion considerablemente mayor del
phylum Mycoplasmatota, siendo unica en este aspecto dentro de su grupo.
Asimismo, las muestras R1CHX7d y R4CHX7d son las unicas del grupo CHX7d
que exhiben una proporcion distintiva del phylum Fusobacteriota, lo que resalta

variaciones especificas dentro del mismo tratamiento.
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Figura 27. Distribucion de los phyla bacterianos por muestras individuales. Fuente:
Elaboracion propia.
6.6.2. Variaciones en familias y géneros bacterianos

A nivel de familias bacterianas destacan patrones especificos en respuesta a los
tratamientos (Figura 28). En el grupo control, las familias Streptococcaceae
(25%) perteneciente al phylum Bacillota, Neisseriaceae (19%) perteneciente al
phylum Pseudomonadota al igual que Pasteurellaceae (17%) fueron
predominantes, reflejando una microbiota mas diversa y equilibrada. Mientras
tanto, en el grupo CHX7d las familias mas abundantes fueron Pasteurellaceae

(25%), Streptococcaceae (24%) y Neisseriaceae (18%). El grupo tratado con
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Abundance

NPCu por 7 dias (NG7d) presentd un predominio de Roseobacteraceae (42%)
perteneciente al phylum Pseudomonadota al igual que Paracoccaceae (30%)
seguido de Flavobacteriaceae (17%) perteneciente a Bacteroidota. Esto ultimo
va en la misma linea del grupo tratado con NPCu por 30 dias (NG30d) en el cual
la familia mas predominante fue Roseobacteraceae (43%) seguido de

Paracoccaceae (28%) y Flavobacteriaceae (18%).

1.00 - T —
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Figura 28. Distribucion de la abundancia relativa de familias bacterianas mas

abundantes en la microbiota oral de cada individuo por grupo.
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A nivel de género (Figuras 23, 24, 25 y 26), en el grupo control destaca la
abundante presencia del género Streptococcus siendo un 27% de la composicion
total a nivel de géneros, seguido por Neisseria (12%), Rodentibacter (9%),
Eikenella (4%) y Corynebacterium (4%). Mientras que en el grupo tratado con
CHX los géneros mas abundantes se reparten entre Streptococcus (24%),
Rodentibacter (12%), Neisseria (9%), Eikenella (5%), Rothia (5%) seguido por
géneros que ocupaban una menor proporcion tales como Corynebacterium (3%),
Haemophilus (3%), Muribacter (3%) y Atopostipes (3%). Cabe destacar que, en
ambos grupos, es decir control y tratado con CHX, se detecto la presencia del
género Porphyromonas e un 1% y 2% respectivamente. Llama la atencion la
ligera mayor abundancia observada en el grupo tratado con CHX que en el grupo

control que no recibio tratamiento antiséptico.
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Figura 29. Distribucion de la abundancia relativa de los géneros y phylum bacterianos

mas prevalentes en la microbiota oral de cada individuo por grupo. Fuente: Elaboracién

propia.
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Figura 30. Distribucion de la abundancia relativa de las familias y géneros bacterianos

prevalentes en la microbiota oral de cada individuo. Fuente: Elaboracién propia.

En contraste, al analizar la composicion de los grupos tratados con NPCu a nivel
de géneros, es posible destacar que ambos presentan abundancias
relativamente similares, las cuales dan cuenta del marcado efecto antibacteriano
de las NPCu sobre la microbiota oral dado que la estructura y composicion se
traslada de manera rotunda a la aparicibn de abundancias absolutamente
distintas a lo que se puede apreciar en los grupos control y tratado con CHX, en
este sentido el grupo NG7d exhibe una composicion donde destaca el género
Ruegeria (13%), Halocynthiibacter (9%), Cognatiyoonia (9%), Tenacibaculum
(6%), Octadecabacter (6%), Nereida (6%), Phaeobacter (5%), seguidos por
géneros que ocupan una menor proporcién pero bien distribuida y que podria
explicar la alta diversidad que se observaba anteriormente en los indices de

Simpson y Shannon llegando a valores promedio relativamente similares a los
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gue presentaba el grupo control. De manera similar al grupo NG7d, el grupo
NG30d presenta una composicion liderada por el género Ruegeria (12%) seguida
de Halocynthiibacter (9%), Cognatiyoonia (8%), Octadecabacter (8%),
Tenacibaculum (6%), Nereida (5%), Phaeobacter (4%), Falsihalocynthiibacter

(3%), Yoonia (3%), Aliiroseovarius (3%) y Boseongicola (3%).

6.6.3. Cambios a nivel de especies bacterianas
En base a la clasificacion taxondmica proporcionada por Emu, basada en lecturas
de longitud completa del gen 16S rRNA, se obtuvieron perfiles detallados de
géneros y especies bacterianas, obteniendo una resolucién mas profunda en

cuanto a jerarquia taxonémica.

Es importante destacar que la gran mayoria de las muestras muestran perfiles
consistentes en cuanto a la distribucion que se presenta a nivel de grupo.
Abordando la composicién detectada en los grupos NG7d y NG30d, estas en
practicamente la totalidad de las muestras destacan por una alta similitud entre
cada una de las muestras individuales. Las especies que se presentan en mayor
abundancia (Figura 31.) pertenecen a los géneros abordados anteriormente y
en relacibn con ello es posible dar cuenta de Ruegeria sp. AD91A,
Halocynthiibacter namhaensis, Cognatiyoonia Koreensis, Octadecabacter

temperatus, Tenacibaculum ovolyticum, Nereida ignava, Phaeobacter inhibens,
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Abundance

Falsihalocynthiibacter articus, Yoonia litorea, Aliiroseovarius lamellibrachiae y

Boseongicola sp. CCM32.

Most prevalent genus and species
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Figura 31. Distribucion de la abundancia relativa de los géneros y especies bacterianas
mas prevalentes en la microbiota oral de los diferentes grupos de tratamiento. Fuente:
Elaboracion propia.

Por otro lado, en el grupo tratado con clorhexidina (CHX7d), se observaron altos
niveles de abundancia relativa de Atopostipes suicloacalis y Corynebacterium
stationis, pero presentdé una composicién similar a la del grupo control
observandose una abundancia predominante de especies que se comparten
entre ambos grupos tales como las del género Streptococcus donde destacan S.
ilei, S. sanguinis, S. gordoni y S. azizzi. Mientras tanto en estos grupos también
destaca la presencia de Rodentibacter heilderbergensis, Neisseria animalis, y

Eikenella corrodens. Cabe destacar la presencia de Neisseria meningitidis en

112



mayor proporcién en las muestras de individuos tratados con CHX lo cual podria
ser una sefal de seleccion de patdogenos oportunista luego de la utilizacion de

este tratamiento antiséptico.

La Figura 32 presenta un analisis integrador en base a diagramas de Venn que
resaltan taxones compartidos entre los grupos, incluyendo 6 familias, 6 géneros
y 8 especies bacterianas. Entre las familias compartidas, Neisseriaceae y
Streptococcaceae son particularmente relevantes, dado su papel central en la
estabilidad y funcionalidad de la microbiota oral. A nivel de género, Streptococcus
y Lysinibacillus resaltan, mientras que, entre las especies compartidas, destacan
Eikenella corrodens y Streptococcus suis. La identificacion de géneros
adicionales como Suttonella y Cardiobacterium, presentes en todos los grupos,
apunta a su posible rol basal en la comunidad microbiana, proporcionando

resiliencia frente a perturbaciones externas.
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NG30d NG30d NG30d

Familias Compartidas: Géneros Compartidos: Especies Compartidas (8):
1. Neisseriaceae 1. Eikenella 1. Eikenella corrodens
2. Enterobacteriaceae 2. Escherichia 2. Escherichia coli
3. Streptococcaceae 3. Streptococcus 3. Streptococcus suis
4. Bacillaceae 4. Lysinibacillus 4. Lysinibacillus sphaericus
5. Cardiobacteriaceae 5. Cardiobacterium 5. Cardiobacterium hominis
6. Weeksellaceae 6. Suttonella 6. Suttonella ornithocola
7. Streptococcus ilei
8. Streptococcus azizii

Figura 32. Diagramas de Venn que muestran la cantidad de familias, géneros y
especies bacterianas compartidas entre los cuatro grupos de estudio. A) Familias
compartidas (6). B) Géneros compartidos (6). C) Especies compartidas (8). Fuente:
Elaboracion propia.

En contraste, el grupo control presentd una composicion mas equilibrada,
caracterizada por una mayor heterogeneidad de géneros como Rodentibacter y
Ruegeria. Esto indica un estado ecoldgico menos alterado y posiblemente mas
representativo de la microbiota basal. Los patrones compartidos identificados en
la Figura 32 sugieren que ciertos taxones actuan como estabilizadores
ecologicos, manteniendo la cohesion de la comunidad bacteriana incluso bajo

condiciones de estrés.
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Por otro lado, pero siguiendo la misma logica del entendimiento de la composicion
y sobre todo de la estructura de la microbiota oral basal y alterada por los dos
tratamientos tanto a 7 como a 30 dias, las Figuras 33, 34, 35 y 36 presentan
distintas visualizaciones por medio de “heat map tree” o arboles taxonémicos de
calor donde cada nodo representa un nivel taxondmico (desde reino hasta
especie), con el grosor y el color de las ramas reflejando la abundancia relativa
de los taxones observados por grupo. Asi, en el arbol correspondiente al grupo
control (Figura 33.) los colores varian de purpura (mayor abundancia) a naranja
(menor abundancia), segun la cantidad de observaciones (n_obs) asociadas a
cada nodo. Dentro de las muestras control, se destacan los phyla Bacillota y
Pseudomonadota. Las familias Streptococcaceae y Neisseriaceae emergen
como dominantes, con géneros como Streptococcus siendo particularmente

abundantes.
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Figura 33. Heatmap tree de la composicion taxonémica para el grupo control. Variacion

de colores desde puarpura (mayor abundancia) a naranja (menor abundancia), segun la

cantidad de observaciones (n_obs) asociadas a cada nodo. Fuente: Elaboracién propia.
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Cabe destacar que, a nivel de especies, a pesar de tener una representaciéon muy
poco abundante Porphyromonas gingivalis aparece en la representacion siendo
parte del phylum Bacteroidota, lo cual da cuenta de que a pesar de ser una
microbiota bastante disimil a la del ser humano, el modelo de rata expresa ciertas
similitudes al menos en aspectos puntuales como lo es la aparicion de este

microorganismo.

Mientras tanto, para el grupo CHX7d (Figura 34), se observa una dominancia de
los phyla Bacillota y Pseudomonadota, junto con érdenes como Lactobacillales,
Neisseriales y Pasteurellales. Las familias mas preponderantes incluyen
Streptococcaceae, Neisseriaceae y Pasteurellaceae, con géneros tales como
Streptococcus, Rodentibacter, Eikenella y Neisseria. Al igual que como ocurre en
el grupo control, aparece también la especie Porphyromonas gingivalis, aunque

en muy baja abundancia.

Por su parte en el grupo NG7d (Figura 35) el phylum predominante fue
Pseudomonadota, seguido por Bacteroidota y Bacillota, destacando géneros de
la familia Paracoccaceae tales como Yoonia, Cognatiyoonia y Halocynthiibacter,
ademas de géneros pertenecientes a la familia Flavobacteriaceae del filo
Bacteroidota, tales como Tenacibaculum y Lacinutrix. A su vez, el phylum
Bacillota destaca por la deteccion de géneros de la familia Streptococcaceae,
aunque en mucha menor proporcién que en los grupos control y CHX7d,

especificamente S. sanguinis, S. suis, S. gordoni, S. ileiy S. azizzi.
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Figura 34. Heatmap tree para el grupo CHX7d. Variacion de colores desde purpura
(mayor abundancia) a amarillo (menor abundancia), segun la cantidad de observaciones

(n_obs) asociadas a cada nodo. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 35. Heatmap tree para el grupo (NG7d). Variacion de colores desde verde oscuro
(mayor abundancia) a amarillo y gris (menor abundancia), segun la cantidad de

observaciones (n_obs) asociadas a cada nodo. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 36. Heatmap tree para el grupo (NG30d). Variacién de colores desde azul oscuro
(mayor abundancia) a verde agua (menor abundancia), segun la cantidad de

observaciones (n_obs) asociadas a cada nodo. Fuente: Elaboracion propia.
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El grupo NG30d (Fig. 36) presenta una composicion bastante similar en términos
generales al grupo tratado con CuNP por 7 dias. Sin embargo, se evidencian
diferencias relevantes en cuanto a la riqueza taxonémica a nivel de género y
especie. Por ejemplo, en el grupo NG30d se observa la desaparicion del género
Neisseria, que estuvo presente en el tratamiento por 7 dias, manteniéndose
solamente Eikenella como representante de la familia Neisseriaceae. De forma
similar, algunas familias pertenecientes a la clase Gammaproteobacteria, como
Pasteurellaceae, también estan ausentes en este grupo. Asimismo, se observa
la desaparicion de 6rdenes completos que estaban presentes en el tratamiento
de 7 dias, tales como Alteromonadales, Chromatiales, Pseudomonadales,
Moraxellales y Methylococcales. Estos cambios sugieren una reorganizacion

taxondémica profunda inducida por la exposicién prolongada a las NPCu.

6.7.Andlisis de vias metabdlicas funcionales predictivas

Se evaluaron las vias metabdlicas funcionales predictivas presentes en todas las
muestras utilizando la herramienta PICRUSt2 en combinacion con la base de
datos MetaCyc, identificando un total de 376 vias metabdlicas. De estas, 51 vias
fueron clasificadas dentro del nivel funcional 2 (sec level pathways), y tras su
analisis estadistico comparando multiples grupos, 23 vias metabdlicas mostraron

actividad significativa en términos comparativos.

Dentro de las 23 vias metabdlicas funcionales activas, se incluyen rutas clave

como la biosintesis y degradacion de aminoacidos, carga de aminoacyl-tRNA,
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biosintesis y degradacion de compuestos aromaticos, degradacién de
carbohidratos, degradacion de carboxilatos, biosintesis de estructuras celulares,
degradacion de compuestos clorados, asimilacion de otros compuestos
(Degradacion/utilizaciéon/asimilacion-otras), la via de ethylmalonyl-CoA,
fermentacion, biosintesis de glucanos, glicdlisis, ciclo del glioxilato, metabolismo
de nutrientes inorganicos, biosintesis y degradacién de nucledsidos y
nucledtidos, degradacion de compuestos poliméricos, respiracion, biosintesis y
degradacion de metabolitos secundarios, y la super ruta de biosintesis de

histidina, purinas y pirimidinas.

El analisis de componentes principales (PCA) permite visualizar las diferencias
en la actividad metabdlica de las microbiotas entre los grupos experimentales
(Figura 37). El grafico evidencia una clara separacién entre los tratamientos con

NPCu (NG7d y NG30d), CHX (CHX7d) y el grupo control.
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Figura 37. Representacion grafica del andlisis funcional de vias metabdlicas por grupo
mediante PCA. Fuente: Elaboracion propia.

Al analizar las diferencias en las vias metabdlicas funcionales de nivel 2 (sec
level) entre los grupos tratados con CHX7d (rosa/rojo) y NG7d (azul), se observan
variaciones significativas en las proporciones medias de las vias metabdlicas,
evaluadas mediante la prueba t de Welch con intervalos de confianza al 95%.
Ademas, se fijo un tamafno del efecto de 0.8, lo que permite destacar aquellas

vias metabdlicas cuya abundancia relativa presenta valores sobresalientes.
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En la Figura 38, se comparan las vias metabdlicas mas relevantes entre ambos
grupos. Los resultados resaltan diferencias especificas en vias como la
biosintesis de nucledsidos y nucleétidos, que predomina en el grupo CHX7d, y la
biosintesis de aminoacidos, significativamente mas abundante en NG7d. Asi
mismo, la via relacionada al metabolismo de nutrientes inorganicos en la cual se
encuentra englobada ademas la via de reduccion de nitrato a nitrito, se ve mas

activa en el grupo NG7d.
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Figura 38. Comparacion de las proporciones medias de vias metabdlicas funcionales de
nivel 2 entre los grupos CHX7d y NG7d. Fuente: Elaboracion propia.

Por otra parte, vias tales como fermentacion, glicélisis, biosintesis de estructuras
celulares y degradacion de carbohidratos, se ven mayoritariamente mas
expresadas en el grupo CHX7d, mientras que vias relacionadas a respiracion,
degradacion/utilizacion/asimilacion, degradacion de aminoéacidos y sintesis de

carbohidratos resaltan en el grupo NG7d.
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Al comparar las vias metabdlicas de nivel 2 entre los grupos CHX7d y NG30d
(Figura 39), se observan diferencias significativas en las proporciones medias de

las rutas metabdlicas.
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Figura 39. Comparacion de las proporciones medias de vias metabdlicas funcionales de
nivel 2 entre los grupos CHX7d y NG30d. Fuente: Elaboracién propia.

El grupo CHX7d muestra una mayor actividad en vias como la biosintesis de
nucledsidos y nucleotidos, fermentacion, degradacion de carbohidratos,
biosintesis de estructuras celulares y glicolisis, lo que podria reflejar un enfoque
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metabdlico dirigido hacia el mantenimiento energético y estructural en respuesta

al tratamiento con clorhexidina.

Por otro lado, el grupo NG30d evidencia una mayor expresion en vias como la
biosintesis de aminoacidos, metabolismo de nutrientes inorganicos, degradacion
de nucleésidos y nucleoétidos, biosintesis de carbohidratos, degradacion de
aminoacidos y respiracion, lo que sugiere un perfil metabdlico mas diversificado
y anabdlico, posiblemente asociado con la influencia prolongada de las
nanoparticulas de cobre. Las observaciones anteriormente realizadas son
consistentes con los resultados obtenidos al comparar el grupo tratado con NPCu

durante 7 dias.

Respecto a las comparaciones de las vias metabdlicas funcionales de nivel 2
entre los grupos Control y NG7d (Figura 40) y entre Control y NG30d (Figura
41), se observan patrones metabodlicos diferenciados en respuesta a los

tratamientos.
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Figura 40. Comparacion de las proporciones medias de vias metabdlicas funcionales de
nivel 2 entre los grupos Control y NG7d. Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 40, El grupo NG7d destaca por una mayor actividad en vias como
la biosintesis de aminoacidos, el metabolismo de nutrientes inorganicos y la
degradacion de nucledsidos y nucleétidos, lo que sugiere un perfil metabdlico
orientado hacia el anabolismo y la adaptacion a las condiciones generadas por
las nanoparticulas de cobre. Por otro lado, el grupo control presenta una mayor
proporcion en vias relacionadas con la fermentacion, glicdlisis y biosintesis de

estructuras celulares.
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De manera similar, en la Figura 41, se destacan diferencias significativas entre

los grupos control y NG30d.
[ CONTROL HEEE NG30d 95% confidence intervals
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Figura 41. Comparacion de las proporciones medias de vias metabdlicas funcionales de
nivel 2 entre los grupos Control y NG30d.

El grupo control presenta una mayor actividad en vias como la biosintesis de
nucleotidos, pero sin ser diferencia estadisticamente significativa. Mientras tanto,

las vias asociadas a fermentacion, glicolisis, biosintesis de estructuras celulares
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y degradacion de carbohidratos si resultaron ser estadisticamente significativas
y mayormente expresadas en el grupo control. Por el contrario, el grupo NG30d
evidencia una mayor proporcién en vias relacionadas con la biosintesis de
aminoacidos, la respiracion y la degradaciéon de aminoacidos, nucleétidos y
nucledsidos ademas del metabolismo de nutrientes inorganicos, de manera

similar al caso de lo ocurrido en el grupo NG7d.

Al analizar las vias metabdlicas a nivel descriptivo o también denominadas vias
metabdlicas predictivas de nivel 3 es posible dar cuenta de 130 vias funcionales
que muestran significancia estadistica entre todos los grupos. Al momento de
realizar comparaciones entre grupos se pueden reflejar estas diferencias de
acuerdo con lo mostrado en la Figura 41 donde se comparan las diferencias entre
las medias de los grupos CHX7d y NG7d, mientras que en la Figura 42 se

comparan los grupos CHX7d y NG30d.
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Figura 42. Comparacion de las proporciones medias de vias metabdlicas funcionales
de nivel 3 entre los grupos CHX7d y NG7d. Fuente: Elaboracion propia.

En ambos casos se evidencia que ambos tratamientos con NPCu potencian rutas
tales como las vias metabdlicas relacionadas a la respiracion aerébica I, la

oxidacion de octano, la degradacién de nucleétidos de adenosina, guanosina y
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purina, ademas del metabolismo de aminoacidos. Mientras tanto, el grupo tratado
con CHX presenta una mayor expresion de vias relacionadas con la maduracién

de peptidoglucano y el ciclo | de S-adenosil-L-metionina.
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Figura 43. Comparacion de las proporciones medias de vias metabdlicas funcionales

de nivel 3 entre los grupos CHX7d y NG30d. Fuente: Elaboracion propia.

Por otra parte, es relevante destacar la via de reduccion de nitrato a nitrito, la

cual, aunque no mostr6 un tamafio del efecto marcado (>0.8), presentd
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diferencias estadisticamente significativas, siendo mas activa en los grupos
NG7d y NG30d. En la Figura 43 se evidencian estas diferencias mediante la
representacion de las proporciones medias entre los grupos, mientras que la
Figura 44 ilustra de manera detallada la estructura y componentes de esta via

metabdlica segun la base de datos MetaCyc.(Caspi et al., 2020b)
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Figura 44. Comparacion de la proporcion media de la via de reduccion de nitrato a nitrito
entre los grupos experimentales. Fuente: Elaboracién propia.

Es importante hacer mencion sobre la via de reduccion de nitrato a nitrito (Fig.
44) debido a que esta constituye una de las etapas fundamentales del proceso
de desnitrificacion, un mecanismo respiratorio anaerobico esencial para el ciclo

global del nitrégeno.
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Figura 45. Representacion esquematica de la via de desnitrificacion desde el nitrato
hasta el nitrogeno molecular. Se muestra la reduccidén secuencial de nitrato a N,
destacando las enzimas clave involucradas: nitrato reductasa, nitrito reductasa, éxido
nitrico reductasa y 6xido nitroso reductasa. Fuente: Imagen extraida de la base de datos
MetaCyc (metacyc.org).
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En este proceso, el nitrato actia como aceptor final de electrones, facilitando la
transferencia de electrones desde una reserva de quinonas a través de una serie
de enzimas especializadas: nitrato reductasa (EC 1.7.5.1), nitrito reductasa (EC
1.7.2.1), 6xido nitrico reductasa (EC 1.7.2.5) y 6xido nitroso reductasa (EC
1.7.2.4). Cada una de estas enzimas juega un papel clave al catalizar la reduccién
sucesiva del nitrato hasta nitrégeno molecular (N;), cerrando asi el ciclo del

nitrdgeno mediante la liberacion de nitrdgeno biologico a la atmosfera.

La nitrato reductasa, localizada en la membrana citoplasmética de bacterias
Gramnegativas, da inicio al proceso al reducir nitrato a nitrito con un consumo
simultaneo de protones. El nitrito, aunque es altamente toxico, es transportado
rapidamente al periplasma mediante intercambiadores especificos. En este
compartimento, es transformado en productos menos toxicos a través de las
siguientes etapas de reduccién: de nitrito a 6xido nitrico, de 6xido nitrico a gas

nitroso y, finalmente, de gas nitroso a nitrégeno molecular. (Rosier et al., 2022)

6.8.Resultados variaciones de peso corporal medidas a diario

Se evaluaron las variaciones de peso corporal para cada una de las 16 ratas por
cada grupo de estudio con el objetivo de identificar posibles efectos de toxicidad
sistémica. Se calculé el porcentaje de variacion de peso diario por rata,
considerando como posible indicador de toxicidad una disminucién de un 20% de

peso corporal.
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La Figura 46 permite visualizar los resultados de las variaciones de peso diarias
para cada rata, dando cuenta de que ninguno de los grupos mostré disminuciones
de peso mayores al 20%. Esto sugiere que los tratamientos aplicados no
generaron efectos toxicos sistémicos evidentes en términos de pérdida de peso

corporal.
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Figura 46. Variacion diaria del peso corporal (%) en ratas (R1, R2, R3 y R4) segun
grupo de tratamiento. La linea roja punteada indica el umbral de -20%, considerado como
una disminucion significativa del peso corporal. Fuente: Elaboracion propia.

6.9. Resultados para los pesos de 6rganos internos

Se evaluaron los pesos de 4 érganos internos (higado, corazén, bazo y rifiones)

extraidos a partir de las disecciones en fresco de cada una de las 16 ratas de
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ratas mediante pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk), homogeneidad de
varianzas (Levene) y analisis estadisticos inferenciales (ANOVA o Kruskal-
Wallis). Los resultados de las pruebas de normalidad indicaron que los grupos
CONTROL (p = 0.022 y NG7d (p = 0.00124) no presentaron distribucion normal
para el peso del bazo. Este ultimo grupo tampoco mostro distribucion normal para

los pesos del corazén (p = 0.0012) (Tabla 13).
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Tabla 13. Pruebas estadisticas de normalidad (Shapiro-Wilk: Wy p), homogeneidad de

varianzas (p de Levene) y diferencias significativas (ANOVA y Kruskal-Wallis, segun

corresponda) en el peso de 6rganos internos segun grupo de tratamiento. Los valores

de p indican el nivel de significancia estadistica; NA denota que la prueba no se realizé

debido a la no normalidad de los datos. Fuente: Elaboracion propia.

Organo Grupo W (Shapiro-  p (Shapiro- p p p (Kruskal-
Wilk) Wilk) (Levene) (ANOVA) Wallis)
Bazo CHX7d 0.801 0.103 1.00 0.999 0.857
CONTROL 0.725 0.022 1.00 NA 0.857
NG30d 0.916 0.515 1.00 0.999 0.857
NG7d 0.630 0.00124 1.00 NA 0.857
Corazon  CHX7d 0.945 0.683 1.00 0.999 0.857
CONTROL 0.979 0.894 1.00 0.999 0.857
NG30d 0.828 0.163 1.00 0.999 0.857
NG7d 0.630 0.00124 1.00 NA 0.857
Higado CHX7d 0.952 0.727 1.00 0.999 0.857
CONTROL 0.985 0.928 1.00 0.999 0.857
NG30d 0.911 0.486 1.00 0.999 0.857
NG7d 0.852 0.233 1.00 0.999 0.857
Rifiones CHX7d 0.763 0.0512 1.00 0.999 0.857
CONTROL 0.827 0.161 1.00 0.999 0.857
NG30d 0.918 0.528 1.00 0.999 0.857
NG7d 0.811 0.123 1.00 0.999 0.857

Sin embargo, la prueba de Levene confirmé la homogeneidad de varianzas para

todos los 6rganos evaluados (p=1.00), lo que permitid aplicar ANOVA en los

casos con distribucion normal. Tanto ANOVA como Kruskal-Wallis revelaron la

ausencia de diferencias significativas entre los grupos para todos los érganos
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analizados (p>0.05). De esta forma los resultados sugieren que ninguno de los
tratamientos impacto significativamente en el peso de los érganos internos en
comparacién con el grupo control, lo que descarta efectos toxicos observables
asociados a esta variable. La visualizacion de las distribuciones de las medias
para cada 6rgano interno por grupo se presenta en la Figura 47, mientras que
los valores promedio por grupo y su desviacion estandar se encuentran en la

Tabla 14.

Tabla 14. Promedio y desviacién estandar del peso de érganos internos en ratas segun

grupo de tratamiento. Fuente: Elaboracion propia.

Organo Grupo Media (g) Desviacion Estandar
Bazo CHX7d 1.18 0.222
CONTROL30d 0.825 0.419
NG30d 0.85 0.332
NG7d 1.12 0.250
Corazon CHX7d 1.8 0.163
CONTROL30d 1.45 0.451
NG30d 1.62 0.359
NG7d 1.78 0.0500
Rifiones CHX7d 3.85 0.238
CONTROL30d 3.6 0.424
NG30d 3.45 0.465
NG7d 3.98 0.263
Higado CHX7d 18.1 2.03
CONTROL30d 17.8 1.80
NG30d 17.8 3.10
NG7d 17.4 2.83
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Internal organ weights by group
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Figura 47. Boxplots de las distribuciones de los pesos (g) de los 6rganos internos
medidos para cada uno de los grupos de estudio (CHX7d, CONTROL, NG30d y NG7d).
Se observan las distribuciones para el peso de Bazo (A), Corazén (B), Rifiones (C) e
Higado (D). Fuente: Elaboracién propia

6.10. Resultados consumo de alimentos por grupo de tratamiento

El analisis del consumo diario de alimentos medido en gramos para los grupos

de tratamiento CHX7d y NG7d durante 7 dias, y para los grupos Control y NG30d
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durante 30 dias, no revel6 diferencias estadisticamente significativas en ninguno

de los periodos evaluados.

6.10.1. Comparacion entre los grupos CHX7d y NG7d (7 dias):
Mediante un analisis ANOVA (Tabla 15), no se encontraron diferencias
significativas en el consumo de alimentos entre los grupos (p = 0.923). El valor F
obtenido fue de 0.01, lo que indica que la variacion observada en el consumo entre
los grupos es minima y no atribuible a los tratamientos aplicados.
Adicionalmente, la prueba post hoc de Tukey HSD arrojo una diferencia de medias
de -0.5 gramos entre los grupos, con un intervalo de confianza al 95% de [-11.67,
10.67] y un p-valor ajustado de 0.923, confirmando la ausencia de diferencias

significativas.

6.10.2. Comparacion entre los grupos NG30d y CONTROL
El analisis ANOVA tampoco mostré diferencias significativas en el consumo de
alimentos entre estos grupos (p = 0.500), con un valor F de 0.46.
La prueba post hoc de Tukey HSD indicé una diferencia de medias de -2.7
gramos, con un intervalo de confianza al 95% de [-10.67, 5.27] y un p-valor
ajustado de 0.500, lo que da cuenta de la ausencia de un impacto del tratamiento

sobre el consumo de alimentos en el periodo de 30 dias (Fig. 47).
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Tabla 15. Resultados de las comparaciones estadisticas entre pares de grupos para el
peso de 6rganos internos. La tabla presenta los valores de normalidad (p de Shapiro-
Wilk), homogeneidad de varianzas (p de Levene), estadistico F y valor p del ANOVA, asi
como los resultados del post hoc de Tukey. Fuente: Elaboracién propia.

Comparacion Normalidad Le ANOVA ANOVA Tukey Tukey Tukey Tukey

(p) vene F (p) Diff Cl Cl (p
(p) Lower Upper adj)
CHX7d vs 0.655 0.185 0.010 0.923 -0.5 - 10.672 0.923
NG7d 11.672
NG30d vs 0.104 0.185 0.371 0.545 -2.1 -8.998 4.798 0.545

CONTROL
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Comparison of food consumption by group
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Figura 48. Distribucion del consumo de alimento (g) por grupo de estudio (CHX7d,
CONTROL, NG30d y NG7d. Los gréficos de violin representan la densidad de las
mediciones, con puntos individuales correspondientes a las mediciones realizadas a
diario para cada grupo de 4 individuos por jaula. Fuente: Elaboracién propia

6.11. Resultados generales andlisis sanguineos

El analisis estadistico realizado permitié identificar diferencias significativas entre
los grupos de estudio en varias variables hematolégicas y bioquimicas, utilizando
ANOVA o la prueba de Kruskal-Wallis segun los supuestos de normalidad y

homocedasticidad. Las pruebas post hoc (Tukey o Dunn) permitieron precisar los

grupos responsables de estas diferencias.
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Las tablas 16 y 17 permiten evidenciar que en el caso de hemoglobina (g/dl), se
detectaron diferencias significativas (ANOVA, p=0.0041), con un aumento notable
en el grupo NG7d en comparaciéon con el grupo control (pajustado=0.0026). Para
hematocrito (%), la prueba de Kruskal-Wallis (p=0.004) mostré diferencias
significativas entre CONTROL y NG7d (pajustado=0.00495). La variable VCM (fL)
presento diferencias altamente significativas (ANOVA, p=0.000001), destacando
incrementos en el grupo NG7d frente a todos los demas grupos (Pajustado<0.001).
De manera similar, para HCM (pg), se encontraron diferencias significativas
(ANOVA, p=0.0000001), con valores mas altos en NG7d en comparacion con los

grupos CONTROL y NG30d (pajustado<0.001).

En cuanto a RDW-CV (%), los anadlisis mostraron diferencias entre los grupos
CONTROL y NG7d (pajustado=0.0011) y entre NG7d y NG30d (pajustado=0.0004).
Para plaquetas (1000/uL), las diferencias fueron significativas (ANOVA, p=0.019),
con incrementos en NG7d y NG30d respecto a CHX7d (pajustado<0.05). En la
categoria de neutréfilos, se observaron diferencias significativas en la
concentracion absoluta (p=0.007p = 0.007p=0.007), con la prueba post hoc de

Dunn identificando diferencias entre CONTROL y NG7d (pajustado=0.056).

Entre las variables bioquimicas, el analisis de fosforo (mg/dl) mostré diferencias
significativas (Kruskal-Wallis, p=0.025p = 0.025p=0.025), destacando el grupo
NG30d frente a CHX7d (pajustado=0.019). Para GGT (U/l), se detectaron

diferencias altamente significativas (ANOVA, p=0.0000008), con valores mas
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altos en los grupos CONTROL y NG30d comparados con NG7d (pajustado<0.0001).
Finalmente, el colesterol (mg/dl) present6 aumentos significativos en NG30d

frente a CHX7d (pajustado=0.041), y en NG7d frente a CONTROL (pajustado=0.035).

Estos resultados destacan que los tratamientos con nanoparticulas de cobre,
especialmente en el grupo NG7d, indujeron modificaciones significativas en
varios parametros en comparacion con los grupos control y los tratados con

clorhexidina.

145



Tabla 16. Resultados de las pruebas estadisticas

sanguineas. Fuente: Elaboracion propia.

Variable Prueba p value Decision
Eritrocitos(1000/pl) ANOVA 0.294 No significativo
Hemoglobina (g/dL) ANOVA 0.0041 Significativo

Hematocrito (%) Kruskal-Wallis 0.004 Significativo

VCM (fL) ANOVA 0.000001 Significativo

HCM (pg) ANOVA 0.0000001 Significativo

CHCM (g/dl) ANOVA 0.182 No significativo
RDW-CV (%) ANOVA 0.00009 Significativo
Plaquetas (1000/pL) ANOVA 0.019 Significativo
Leucocitos(1000/mm?) ANOVA 0.055 No significativo
Neutréfilos(1000/mm3) Kruskal-Wallis 0.007 Significativo
Neutrdfilos (%) ANOVA 0.473 No significativo
Linfocitos (1000/mm?) ANOVA 0.292 No significativo
Linfocitos (%) ANOVA 0.713 No significativo
Monocitos(1000/mm?2) Kruskal-Wallis 0.150 No significativo
Monocitos (%) ANOVA 0.527 No significativo
Eosindfilos(1000/mm?) ANOVA 0.092 No significativo
Eosindfilos (%) Kruskal-Wallis 0.487 No significativo
Urea(mg/dl) Kruskal-Wallis 0.082 No significativo
Creatinina(mg/dl) Kruskal-Wallis 0.470 No significativo
Fosforo(mg/dl) Kruskal-Wallis 0.025 Significativo
Calcio(mg/dl) Kruskal-Wallis 0.072 No significativo
Fosf. Alc (U/) Kruskal-Wallis 0.511 No significativo
GGT (U ANOVA 0.0000000008 Significativo
AST (U/l) Kruskal-Wallis 0.112 No significativo
ALT (U/) Kruskal-Wallis 0.785 No significativo
Bil. Total (mg/dI) Kruskal-Wallis 0.008 Significativo
Colesterol (mg/dl) ANOVA 0.007 Significativo
Glucosa (mg/dl) Kruskal Wallis 0.017 Significativo
Albumina (mg/dl) ANOVA 0.109 No significativo
PT Total (mg/dl) Kruskal Wallis 0.007 Significativo
Globulina (mg/dl) Kruskal Wallis 0.008 Significativo

realizadas para las variables
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Tabla 17. Resultados del analisis post hoc para variables significativas identificadas en

el andlisis post hoc (Tukey o Dunn, segun el caso) junto con los valores p ajustados (paj).

Fuente: Elaboracién propia

Variable

Post hoc significativo

Interpretacion

Hemoglobina *

Hematocrito
(%)

VCM (fL)

HCM (pg)
RDW-CV (%)
Plaquetas **

*kkk

Neutrofilos
k%%

Fosforo

GGT (UN)

Colesterol***

*k%

Glucosa

PT Total *

Globulina*

NG7d > CONTROL (ps=0.0026)
CONTROL < NG7d (ps =0.00495)

NG7d > CONTROL, NG30d (pa
<0.001)

NG7d > CONTROL (ps <0.001)
NG7d > CONTROL (ps =0.0011)
NG7d, NG30d > CHX7d (paj <0.05)
CONTROL < NG7d (psj =0.056)
NG30d > CHX7d (pa =0.019)

CONTROL, NG30d > NG7d (pj
<0.0001)

NG30d > CHX7d (paj =0.041),
NG7d > CONTROL (paj =0.035)

NG30d > NG7d (ps =0.0247)
CONTROL < NG7d (ps =0.043p)

Significativo en NG7d
Significativo en NG7d

Significativo en NG7d

Significativo en NG7d.
Significativo en NG7d.
Significativo en NG7d y NG30d.
Significativo en NG7d
Significativo en NG30d
Significativo en CONTROL y NG30d

Significativo en NG30d y NG7d

No se observaron diferencias
significativas tras ajustes post hoc.

Significativo en NG30d
Significativo en NG7d.

*(g/dL);*(1000/uL);* (mg/dL), ****(1000/mm?)
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6.11.1. Hematologia serie roja

Los parametros hematoldgicos de la serie roja se presentan en la Tabla 18.

Tabla 18. Valores promedio y desviaciones estdndar de pardmetros hematolégicos

relacionados con la serie roja. (*(1000/uL);** (g/dL)).S.D (Standart Deviation).Fuente:

elaboracion propia.

Variable Grupo Promedio S.D Rango de Referencia
(Charles River)
Eritrocitos * CHX7d 7,8275 0,19 7.77 -8.19
CONTROL 8,025 0,71 7.77 -8.19
NG30d 8,5175 0,31 7.77 -8.19
NG7d 8,05 0,58 7.77 -8.19
Hemoglobina** CHX7d 15,05 0,23 14.4 - 16.0
CONTROL 13,6 1,07 144 -16.0
NG30d 14,575 0,29 14.4 - 16.0
NG7d 16,15 1,03 144 -16.0
Hematocrito (%) CHX7d 44,6 0,73 41.2-47.3
CONTROL 39,525 3,93 41.2-473
NG30d 41,975 1,05 41.2-473
NG7d 48,175 4,46 41.2-473
VCM (fL) CHX7d 57,025 1,88 53.0 -59.5
CONTROL 49,2 1,38 53.0-59.5
NG30d 49,275 0,97 53.0 -59.5
NG7d 59,85 2,23 53.0 - 59.5
HCM (pg) CHX7d 19,2 0,38 18.3-20.0
CONTROL 16,95 0,25 18.3 -20.0
NG30d 17,175 0,49 18.3-20.0
NG7d 20,05 0,36 18.3 -20.0
CHCM (g/dL) CHX7d 33,75 0,45 32.7-357
CONTROL 34,475 1,18 32.7-35.7
NG30d 34,775 0,42 32.7-357
NG7d 33,55 1,02 32.7-35.7
RDW-CV (%) CHX7d 12,125 0,35 -
CONTROL 13,375 0,42 -
NG30d 13,575 0,52 -
NG7d 11,925 0,22 -
Plaquetas** CHX7d 376 293,11 379 - 967
CONTROL 739,25 149,63 379 - 967
NG30d 763,75 62,02 379 - 967
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NG7d 775,25 100,77 379 — 967
*(1000/pL);* (g/dL)

Los parametros de la serie roja mostraron diferencias significativas entre los
grupos experimentales. El grupo NG7d presentd incrementos significativos en
variables clave como hemoglobina, hematocrito, VCM, HCM y RDW-CV en

comparacion con el grupo control (pajustado < 0.005 en todos los casos).

Asimismo, se observaron valores elevados en el grupo NG30d, particularmente
en la variable eritrocitos, que mostré una tendencia superior en relacién a los
demas grupos. Por otro lado, el grupo CHX7d presentd valores relativamente
mas bajos en estas variables, lo que podria sugerir una menor capacidad de
respuesta eritropoyética en comparaciéon con los tratamientos basados en
nanoparticulas de cobre. La Tabla 18 muestra los valores promedio de las

variables de la serie roja junto a la desviacion estandar para cada grupo.
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6.11.2. Hematologia serie blanca
Los parametros hematolégicos relacionados con la serie blanca revelaron que,
entre las variables estudiadas, neutrofilos (1000/mm3) fue la Unica que mostrd
diferencias significativas entre los grupos experimentales, segun la prueba de
Kruskal-Wallis (p=0.007). La prueba post hoc de Dunn confirmé estas diferencias
estadisticamente significativas en el grupo NG7d en comparacién con el grupo

CONTROL (pajustado=0.056).

El grupo NG7d presentd un promedio de neutréfilos de 1659,25 + 278,28
(1000/mm3), siendo menor en comparacion con el grupo NG30d (4130 + 1343,28

(1000/mm3)) y grupo CHX7d (1895,5 + 249,127 (1000/mma3)).

En términos generales, el grupo NG30d mostré tendencias a mayores valores
promedio en la concentracién de neutrofilos en comparacién con los grupos

tratados con clorhexidina (CHX7d) o control.
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Tabla 19. Valores promedio y desviaciones estdndar de pardmetros hematolégicos

relacionados con la serie blanca. Fuente: elaboracién propia.

Variable Grupo Promedio S.D Rango de Ref.
(Charles River)
Leucocitos (1000/mm3) CHX7d 9500 1637,39 10.09 - 14.01
control 13705 1744,79 10.09 - 14.01
NG30d 15237,5 4125,62 10.09 - 14.01
NG7d 9107,5 4669,47 10.09 - 14.01
Neutrofilos (1000/mm3) CHX7d 1895,5 249,127 0.91-1.70
control 3276,25 1212,77 0.91-1.70
NG30d 4130 1343,28 0.91-1.70
NG7d 1659,25 278,28 0.91-1.70
Neutrdfilos (%) CHX7d 20,5 4,87 8.20 - 14.50
control 24,25 6,55 8.20 - 14.50
NG30d 26,85 4,43 8.20 - 14.50
NG7d 21,275 8,10 8.20 - 14.50
Linfocitos (1000/mm3) CHX7d 6757,75 1854,01 8.50 - 12.10
control 9128,25 1313,57 8.50-12.10
NG30d 9622,5 2378,87 8.50 - 12.10
NG7d 6529,75 4280,66 8.50 - 12.10
Linfocitos (%) CHX7d 70,3 7,87 80.20 - 86.00
control 66,85 7,40 80.20 - 86.00
NG30d 63,625 4,50 80.20 - 86.00
NG7d 67,575 11,10 80.20 - 86.00
Monocitos (1000/mm3) CHX7d 679,5 151,39 0.10 - 0.46
control 972,75 343,50 0.10 - 0.46
NG30d 1229,75 458,35 0.10 - 0.46
NG7d 782 306,16 0.10 - 0.46
Monocitos (%) CHX7d 7.4 2,52 2.10-3.40
control 7,025 2,12 2.10 - 3.40
NG30d 7,925 0,75 2.10-3.40
NG7d 9,1 2,30 2.10-3.40
Eosindfilos (1000/mm3) CHX7d 159,75 66,53 0.10-0.16
control 249,75 72,81 0.10-0.16
NG30d 234,75 139,97 0.10-0.16
NG7d 93,5 40,87 0.10-0.16
Eosindfilos (%) CHX7d 1,725 0,86 1.00 - 1.50
control 1,8 0,34 1.00 - 1.50
NG30d 1,475 0,57 1.00 - 1.50
NG7d 1,275 0,97 1.00 - 1.50
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Variable Grupo Promedio S.D Rango de Ref.
(Charles River)
Baciliformes (1000/mm3) CHX7d 7,5 5,25 -
control 0 0 -
NG30d 0 0 -
NG7d 2,75 55 -
Baciliformes (%) CHX7d 0,075 0,05 -
control 0 0 -
NG30d 0 0 -
NG7d 0,025 0,05 -
Basdfilos (1000/mm3) CHX7d 0 0 0.00 - 0.10
control 11,75 8,5 0.00 - 0.10
NG30d 20,5 14,43 0.00 - 0.10
NG7d 0 0 0.00 - 0.10
Basdfilos (%) CHX7d 0 0 0.30 - 1.00
control 0,075 0,05 0.30 - 1.00
NG30d 0,125 0,05 0.30 - 1.00
NG7d 0 0 0.30 - 1.00
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6.11.3. Quimica Clinica
En cuanto a los parametros bioquimicos sanguineos se identificaron diferencias

significativas entre los grupos experimentales para varias variables (Tabla 20)

GGT (U/D): Los analisis de ANOVA indicaron diferencias altamente significativas
(p=0.0000008). Los valores mas altos se observaron en los grupos CONTROL y
NG30d, mientras que NG7d presento los niveles mas bajos (pajustado<0.0001).
Este patron sugiere una variacion en la actividad enzimética hepatica

dependiente del tipo de tratamiento.

Fosforo (mg/dL): La prueba de Kruskal-Wallis (p=0.025) revel6 diferencias
significativas, con el grupo NG30d presentando un aumento significativo en
comparacioén con CHX7d (pajustado=0.019). Este incremento podria asociarse
con el impacto prolongado de las nanoparticulas de cobre en el metabolismo

mineral. (Figura 57).

Colesterol (mg/dL): ANOVA mostro diferencias significativas (p=0.007), con
incrementos notables en NG30d frente a CHX7d (pajustado=0.041) y en NG7d
frente al grupo CONTROL (pajustado=0.035). Estos resultados destacan

posibles alteraciones en el metabolismo lipidico inducidas por los tratamientos.

Glucosa (mg/dL): Aunque se observaron aumentos en NG7d frente a los demas
grupos, las diferencias no fueron significativas tras ajustes post hoc. Sin
embargo, el promedio elevado en NG7d (227,5 mg/dL) podria estar relacionado

con una respuesta metabolica especifica al tratamiento a corto plazo.
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Proteinas Totales (Pt) (g/dL): Las diferencias entre los grupos fueron
significativas (p=0.007), con valores mas altos en NG7d en comparacion con
CONTROL y NG30d. Este resultado podria reflejar una sintesis proteica

aumentada o una modulacién inmunoldgica.
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Tabla 20. Valores promedio y desviaciones estandar (S.D) de pardmetros bioquimicos

sanguineos. Fuente: elaboracion propia.

Variable Grupo Promedio S.D Rango de Ref.
(Charles River)
Urea* CHXT7d 53,75 3,20 -
CONTROL 42,5 3 -
NG30d 42 1,41 -
NG7d 53,5 16,44 -
Creatinina* CHX7d 0,725 0,05 0.50 - 0.60
CONTROL 0,6 0,2 0.50 - 0.60
NG30d 0,675 0,05 0.50 - 0.60
NG7d 0,75 0,19 0.50 - 0.60
Fosforo* CHX7d 58 0,14 7.30 - 10.00
CONTROL 4,95 2,96 7.30 - 10.00
NG30d 7,2 0,57 7.30 - 10.00
NG7d 6,125 0,64 7.30 - 10.00
Calcio* CHX7d 8,725 0,33 9.40 - 11.00
CONTROL 6,675 3,38 9.40 - 11.00
NG30d 8,125 0,17 9.40 - 11.00
NG7d 9,125 0,88 9.40 - 11.00
Fosf. Alc.** CHX7d 160 22,28 136.00 - 188.00
CONTROL 157,5 15,45 136.00 - 188.00
NG30d 169 14,09 136.00 - 188.00
NG7d 150,25 16,17 136.00 - 188.00
GGT** CHX7d 5,35 0,64 0.00 - 1.00
CONTROL 15,7 0,78 0.00 - 1.00
NG30d 15,025 1,60 0.00 - 1.00
NG7d 4,925 0,26 0.00 - 1.00
AST ** CHX7d 124 14,02 87.00 - 114.00
CONTROL 152,05 5,51 87.00 - 114.00
NG30d 132,05 12,28 87.00 - 114.00
ALT ** CHX7d 66 9,30 28.00 - 40.00
CONTROL 71,9 6,23 28.00 - 40.00
NG30d 70,075 6,70 28.00 - 40.00
NG7d 79,25 31,43 28.00 - 40.00
Bil total* CHX7d 0,165 0,02 0.10 - 1.00
CONTROL 0,08 0,0081 0.10 - 1.00
NG30d 0,0875 0,015 0.10 - 1.00
NG7d 0,185 0,044 0.10 - 1.00
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Variable Grupo Promedio S.D Rango de Ref.
(Charles River)
Colesterol** CHX7d 43,25 6,849 54.00 - 74.00
CONTROL 61,75 11,67 54.00 - 74.00
NG30d 62,5 8,66 54.00 - 74.00
NG7d 42 7,34 54.00 - 74.00
Glucosa** CHX7d 158,5 17,07 112.00 - 176.00
CONTROL 121,25 8,26 112.00 - 176.00
NG30d 125,75 11,11 112.00 - 176.00
NG7d 227,5 152,88 112.00 - 176.00
AIbuTina** CHX7d 3,85 0,12 3.30-4.60
CONTROL 3,7 0,244 3.30 - 4.60
NG30d 3,575 0,17 3.30 - 4.60
NG7d 4,025 0,36 3.30 - 4.60
PT Total*** CHX7d 6,6 0,081 5.90 - 6.60
CONTROL 5,8 0,21 5.90 - 6.60
NG30d 5,65 0,17 5.90 - 6.60
NG7d 7 0,54 5.90 - 6.60
Globlilina** CHX7d 2,75 0,0577 -
CONTROL 2,1 0,14 -
NG30d 2,075 0,262 -
NG7d 2,975 0,50 -

*(mg/dL), ** (U/1), (1000/pL), *** (g/dL).
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6.12. Actividad ALT medida mediante kit colorimétrico y analisis
estadistico

Se evalud la actividad de la alanina aminotransferasa (ALT) en los cuatro grupos

experimentales: NG7d, CHX7d, Control y NG30d. La actividad ALT se determiné

mediante un ensayo colorimétrico, midiendo la conversion de piruvato a 570 nm

en un lector de microplacas, y los datos se analizaron utilizando herramientas

estadisticas y graficas.

Se generaron graficos de boxplot y barplot para visualizar la distribucion y la

media de la actividad ALT entre los grupos.

La actividad ALT fue mayor en el grupo Control, seguida de NG30d, NG7d, y
finalmente CHX7d. Sin embargo, las diferencias entre los grupos no fueron

estadisticamente significativas.

Las pruebas estadisticas incluyeron la prueba de normalidad (Shapiro-Wilk) y
homogeneidad de varianza (Levene), las cuales indicaron que los datos cumplian
con los supuestos para realizar una prueba paramétrica ANOVA. Finalmente,
analisis de varianza (ANOVA) arrojo un valor p de 0.4876, lo que indica que no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la actividad ALT

entre los grupos (p > 0.05).

A partir de lo anterior, los resultados sugieren que los tratamientos
experimentales no generaron una alteracion significativa en la actividad ALT

comparada con el grupo control. Aunque se observo una tendencia hacia valores
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mayores en el grupo Control, estas diferencias no pueden atribuirse a los efectos

de los tratamientos aplicados segun el analisis estadistico realizado.

A B ALT Activity by Group (Barplot, Including CONTROL_positivo)
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Figura 49. Comparacion de la actividad de alanina aminotransferasa (ALT) en los
diferentes grupos experimentales. (A) Distribucion de la actividad ALT (mU/mL) en los
grupos NG7d, CHX7d, Control y NG30d. (B) Gréfico de barras para la media de la
actividad ALT (mU/mL) incluyendo un grupo Control positivo como referencia. Fuente:

Elaboracion propia.
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Figura 50. Curva estandar de piruvato utilizada para la determinacién de actividad ALT.
Se presenta la relacion lineal entre la concentracion de piruvato (nmoles) y la
absorbancia medida a 570 nm (AA570, unidades de densidad Optica). Fuente:

Elaboracion propia.
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6.13. Resultados andlisis por TEMy SEM EDS

En el andlisis realizado mediante microscopia electronica de transmision (TEM)
cuya visualizacion corresponde a la de la Figura 51 y microscopia electrénica de
barrido con dispersion de rayos X (SEM-EDS) (Figura 52), se obtuvieron
resultados complementarios para evaluar la presencia de nanoparticulas de
cobre en los tejidos renales y en el suero sanguineo de las ratas sometidas a
tratamiento. Por un lado, las imagenes TEM del suero sanguineo permitieron
identificar nanoparticulas metalicas compatibles con cobre en cuatro ratas
(RING7d, RING30d, R2NG7d y R4NG7d). Estas nanoparticulas presentaron
formas mayoritariamente esféricas en agrupaciones cuyos tamafos oscilaron
entre 12 nm y 500 nm. Estas nanoparticulas se sometieron a confirmacion
cristalografica a través de patrones de difraccion de electrones de area
seleccionada (SAED). Los hallazgos sugieren una biodistribucion y acumulacion

especifica en ciertos individuos.
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R1ING7d

211.59nm

412.79nm

436.85nm

200 nm

R1NG30d

4 19.71nm

Figura 51. Microscopia electrénica de transmision (TEM) del suero sanguineo de ratas

100 nm

expuestas a nanoparticulas de cobre. Las flechas sefialan nanoparticulas identificadas

en las muestras: (a-c) RING7d, (d-f) RING30d, (g-h) R2NG7d, y (i-k) R4ANG7d. Fuente:

Elaboracion propia.
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Por otro lado, las imagenes obtenidas mediante SEM-EDS (Fig. 52), enfocadas
en los tubulos colectores renales, revelaron estructuras anatomicas que
consisten en pequenos canaliculos renales bien definidos y una compleja red de
conductos. Sin embargo, en ninguna de las 16 ratas evaluadas se detectaron
nanoparticulas compatibles con cobre en estos tejidos. Este resultado destaca la
ausencia de acumulacion de cobre en los tubulos colectores a pesar de su
identificacion en el suero sanguineo, lo que podria indicar una limitada retencién
renal de las nanoparticulas o una rapida eliminacion a través de otros

mecanismos fisiologicos.

B oos - ENT= 10004V iA= m 00K SgwAsSER CESMI  244pr024 [
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Figura 52. Microscopia electrénica de barrido SEM-EDS, para la deteccién de
elementos quimicos metalicos con un indice de refraccion especifico para cobre. A nivel
de tabulos colectores renales de ratas expuestas a nanoparticulas de cobre, asi como
también las no expuestas no exhibieron nanoparticulas compatibles con este elemento.
Las observaciones refuerzan la ausencia de acumulacion detectable de cobre a nivel
renal, incluso tras la exposicion a NPCu de cobre en diferentes tratamientos.

Fuente: Elaboracion propia.
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7. DISCUSION

Esta investigacion constituye un aporte relevante al entendimiento del impacto de
las nanoparticulas de cobre (NPCu) en la microbiota oral y su potencial como
alternativa terapéutica en odontologia. Utilizando un modelo animal de ratas
Sprague-Dawley, se evaluaron de manera comparativa los efectos de un gel de
NPCu y un gel de clorhexidina (CHX), considerado estandar de referencia como
antiséptico bucal. El estudio abarc6 dos enfoques u objetivos principales: la
caracterizacion de los cambios en la composicion, estructura y vias funcionales
predictivas de la microbiota oral, y la evaluacién de parametros sistémicos de
toxicidad, incluyendo perfiles hematolégicos, peso de O6rganos internos y

biomarcadores hepaticos como la ALT.

Los resultados obtenidos en esta investigacion realzan la importancia de las
tecnologias de secuenciacion de longitud completa, como Oxford Nanopore, para
el andlisis de comunidades bacterianas en contextos de alteraciones inducidas
por tratamientos antimicrobianos. Segun Johnson et al., (2019), el gen 16S rRNA,
ampliamente utilizado en estudios de microbiomas, ofrece una resolucion
taxondémica significativamente mejor cuando se secuencia en su longitud
completa (~1500 pb), en comparacion con métodos que se centran en regiones
parciales, como las plataformas basadas en lllumina. Esto se debe a que las
lecturas completas permiten capturar la variabilidad entre las nueve regiones

variables del gen, lo cual es esencial para identificar diferencias a nivel de especie
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e incluso cepa. Sin embargo, es importante tener presente que en la presente
investigacion se ha logrado llegar a una precision a nivel predictivo de especie

bacteriana.

En este sentido, de acuerdo a Curry et al., (2024) también se ha destacado la
capacidad de las tecnologias de secuenciacion de tercera generacion para
generar lecturas completas y precisas es esencial para caracterizar comunidades
bacterianas complejas, especialmente en estudios que evallan el impacto de

intervenciones antimicrobianas.

Ademas, Johnson etal., (2019) enfatiza que las tecnologias de tercera
generacion, como Oxford Nanopore, ofrecen la capacidad de resolver variantes
intragendmicas del gen 16S rRNA, incluidas diferencias en polimorfismos de un
solo nucleétido (SNPs). Este avance es esencial para estudios que demandan
una resolucién taxonémica precisa, ya que permite diferenciar entre copias
divergentes del gen 16S rRNA dentro de un mismo genoma, algo que no es
factible con plataformas de secuenciacion de lectura corta. En el contexto de
nuestro estudio, esta capacidad mejora sustancialmente el analisis de cambios
ecolégicos inducidos por tratamientos antimicrobianos, facilitando una
caracterizacion mas detallada de las comunidades bacterianas y de su estructura

funcional.

Johnson et al. (2019) también destaca que el manejo adecuado de estas

variantes intragenémicas tiene el potencial de incrementar la capacidad
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discriminatoria para resolver comunidades bacterianas a nivel de especie e
incluso cepa, siempre que se implementen métodos computacionales robustos
capaces de mitigar errores de secuenciacion y PCR. Sin embargo, advierten que
las plataformas de lectura larga, como las utilizadas en este trabajo, no estan
exentas de desafios técnicos, incluyendo la necesidad de gestionar las
redundancias intragenomicas y las limitaciones en la precision de las lecturas

largas.

En este sentido, el modelo probabilistico implementado en herramientas como
Emu resulta particularmente relevante. Aunque el algoritmo de Emu no aborda
explicitamente la variabilidad intragendmica del gen 16S rRNA, su enfoque
basado en un modelo de maximizacion de expectativas (EM) maneja errores de
asignacion taxondémica derivados de bases de datos incompletas, mutaciones en
secuencias y errores propios de la tecnologia de secuenciacion(Curry et al.,
2022). Este modelo iterativo ajusta las probabilidades de asignacion al considerar
el perfil comunitario completo, mitigando indirectamente problemas relacionados
con la redundancia intragendmica. Por tanto, la integracion de tecnologias de
secuenciacion de longitud completa con algoritmos como Emu refuerza la
robustez del analisis realizado, permitiendo una interpretacion mas confiable de

los cambios microbianos inducidos por los tratamientos con NPCu y clorhexidina.

En relacion con la calidad de las lecturas y la asignacion taxondmica, en las

muestras del grupo control, los altos porcentajes de reads asignados (por
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ejemplo, R4ACONTROL: 97.7%) y las mayores concentraciones de ADN
(R1CONTROL: 29,4 ng/ul) reflejan una representacion robusta de la diversidad
microbiolégica basal. Esto se alinea con los hallazgos de Jeong et al., (2021),
quienes demostraron que las lecturas de longitud completa permiten una
asignacion taxondmica mas precisa y menos sesgada, incluso en muestras con
alta complejidad microbiana. Por el contrario, en los grupos tratados con NPCu,
particularmente tras exposiciones prolongadas de 30 dias, se observaron los
valores mas bajos de reads asignados (3.9%-6.5%), lo que puede atribuirse tanto
a los efectos antimicrobianos del tratamiento como a la mayor complejidad

taxonodmica resultante, evidenciada por iteraciones elevadas del algoritmo EM.

Por otra parte, los resultados obtenidos en las métricas de diversidad alfa
proporcionaron una base relevante para evaluar la estabilidad y las diferencias
estructurales de la microbiota oral entre cada uno de los grupos experimentales.
A pesar de gue no se observaron diferencias estadisticamente significativas en
indices como Richness, Chaol, Shannon y Simpson, los valores obtenidos
ofrecen indicios importantes sobre coémo los tratamientos influyen en las

comunidades bacterianas.

Los indices de Richness y Chaol, que miden la riqueza taxonomica de las
comunidades, ofrecen una perspectiva complementaria sobre la diversidad
bacteriana. Richness cuantifica el nUmero de taxones observados, mientras que

Chaol incluye estimaciones de taxones poco representados, proporcionando una
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vision mas completa de la comunidad. En este estudio, los valores mas altos de
ambos indices en el grupo control y en el grupo tratado con NPCu durante 7 dias
reflejan la preservacion de una comunidad microbiana diversa y estable,
caracteristica de un equilibrio ecologico en ausencia de presiones significativas.
Sin embargo, la disminucién observada en los indices para el grupo tratado con
NPCu durante 30 dias indica un impacto acumulativo del tratamiento, que podria
estar modulando la microbiota hacia comunidades menos diversificadas, pero
mas especializadas funcionalmente. Este fenOmeno puede atribuirse a los
efectos antimicrobianos selectivos de las NPCu, que promueven una
reestructuracion comunitaria al favorecer la eliminacion de taxones mas
susceptibles y la supervivencia de aquellos mas adaptados a las condiciones
impuestas por el tratamiento. Estos hallazgos son consistentes con los resultados
de Berrio et al., (2024), quienes documentaron un marcado efecto bactericida en
estudios con similares formulaciones de geles de NPCu basados en PVP/PVA a

una concentracion de 1 mM.

En relacion con los indices de Shannon y Simpson, junto con la métrica de
Evenness, ofrecen perspectivas complementarias sobre la diversidad y
distribucion de las comunidades bacterianas. En este sentido, el indice de
Shannon combina la riquezay la equidad en una comunidad, proporcionando una
medida mas robusta de diversidad general. Valores mas altos indican tanto
mayor nimero de especies como una distribucibn mas uniforme de estas. Por
otro lado, el indice de Simpson se centra en la probabilidad de que dos individuos
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seleccionados al azar pertenezcan a la misma especie, con valores mas altos
reflejando una menor dominancia de ciertas especies. La métrica de Evenness,
gue mide la uniformidad en la distribucion de abundancias dentro de la
comunidad, mostré valores mas equilibrados en el grupo control y en el grupo
tratado con NPCu por 7 dias en comparacion con el grupo tratado con CHX. Este
resultado podria estar relacionado con la actividad selectiva de las NPCu, que
parecen preservar las comunidades bacterianas de manera mas equilibrada al
evitar la dominancia de ciertas especies y la eliminacion excesiva de otras, como
ocurre en tratamientos mas agresivos.(Regueira-Iglesias, Balsa-Castro, et al.,

2023D)

En este estudio, aunque no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos en los indices de Shannon y Simpson, los valores
obtenidos fueron mas similares entre el grupo control y el grupo tratado con NPCu
por 7 dias. Este patron sugiere que el tratamiento con nanoparticulas de cobre a
corto plazo podria preservar la estructura general de la comunidad bacteriana, al
menos en términos de diversidad alfa, sin causar alteraciones severas en la
distribucion relativa de taxones. Sin embargo, este patron de estabilidad en la
diversidad alfa contrasta marcadamente con los resultados de las métricas de
diversidad beta, que revelaron diferencias significativas en la composicién

microbiana entre los grupos experimentales.
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El analisis de diversidad beta, basado en los indices de Bray-Curtis y Jaccard,
mostr6 mediante analisis de coordenadas principales (PCoA) una clara
separacion entre los grupos tratados con NPCu y CHX en comparaciéon con el
grupo control. Esto indica que, aunque las métricas de diversidad alfa reflejan
cierta estabilidad en términos de riqueza y equidad, las comunidades microbianas
experimentaron transformaciones estructurales importantes bajo los tratamientos
evaluados. En particular, los grupos tratados con NPCu evidenciaron un efecto
antimicrobiano selectivo que promovié una reorganizacion comunitaria hacia

configuraciones mas homogéneas y especificas.

Desde una perspectiva bioldgica, la reorganizacion comunitaria inducida por las
NPCu no solo modifica significativamente la diversidad beta, sino que también
transforma la composicion bacteriana de manera selectiva. Este efecto podria
orientar la microbiota hacia comunidades menos patogénicas, lo que sugiere un
posible beneficio clinico en contextos como la desinfeccibn de superficies
periimplantarias. En contraste, la menor diferenciacion observada con
clorhexidina podria explicarse por su amplio espectro de accién, que afecta tanto
a bacterias benéficas como potencialmente patdgenas. Esta distincién en los
mecanismos antimicrobianos refuerza la idea de que las NPCu podrian ofrecer

una modulacién mas dirigida de la microbiota oral.

Por otro lado, los grupos tratados con CHX presentaron un impacto notable en la

microbiota oral, caracterizado por una reduccion significativa en la riqueza
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taxonomica, lo que evidencia un efecto antimicrobiano amplio que afecta tanto a
bacterias benéficas como potencialmente patdogenas. Sin embargo, los analisis
de diversidad beta, como el PCoA basado en Bray-Curtis y Jaccard, sugieren que
la composicién microbiana del grupo tratado con CHX mantiene cierta similitud
con la del grupo control, aunque con una menor complejidad taxonémica. Este
patrén podria reflejar la capacidad de la CHX para eliminar taxones menos
abundantes o mas susceptibles, promoviendo una comunidad mas limitada pero
estructuralmente cercana a la microbiota basal. Este hallazgo es consistente con
estudios previos, como el de Hyde et al., (2014), que documentaron alteraciones
significativas en la microbiota oral de lenguas de ratas Wistar inducidas por CHX,
destacando que el grado de impacto varia segun la concentracion y la duracién

del tratamiento.

Ademas de los analisis de diversidad alfa y beta, resulta fundamental explorar las
modificaciones especificas en la composicién y estructura de la microbiota oral
en los distintos grupos experimentales. En  esta linea, Hyde et al. (2014)
caracterizaron la composicidbn microbiana de la lengua de ratas Wistar,
observando que, en ausencia de tratamiento, las comunidades bacterianas
estaban dominadas por los géneros Haemophilus, Streptococcus y Neisseria.
Estos géneros se asociaron con un perfil microbiano equilibrado y funcional,
caracteristico de un microbioma basal saludable. Sin embargo, las ratas tratadas
con clorhexidina (CHX) mostraron un cambio notable en la composicion, con una
disminucién significativa de Haemophilus parainfluenzae y Aggregatibacter,
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taxones clave en la reduccion de nitratos a nitritos, mientras que
Enterobacteriaceae spp. y Corynebacterium spp. aumentaron en abundancia
relativa. Estos cambios reflejan la accion antimicrobiana generalizada de la CHX,
gue no solo reduce la carga bacteriana total, sino que también altera el equilibrio
taxonomico al favorecer la proliferacion de especies oportunistas y menos

deseables.

En el presente estudio, el grupo CHX7d mostrd un patrén similar, caracterizado
por una disminucion en la riqueza taxonomica y un perfil de diversidad beta méas
cercano al grupo control al igual que en términos de composicién, pero con una
menor diversidad alfa. Este fenbmeno puede explicarse por la eliminacién de
taxones menos abundantes y la subsiguiente dominancia de géneros como
Streptococcus spp. y Neisseria spp. Ademas, la deteccion de Neisseria
meningitidis en este grupo sugiere un posible efecto de seleccion de especies
patdgenas oportunistas bajo presién antimicrobiana, lo que podria ser relevante
desde una perspectiva clinica al evaluar los riesgos asociados al uso prolongado
de CHX en la cavidad oral. Desde una perspectiva funcional, los resultados
destacan una dicotomia interesante: mientras que las nanoparticulas de cobre
parecen actuar de manera selectiva promoviendo la expansion de ciertas
especies adaptadas, la clorhexidina muestra un efecto mas amplio, favoreciendo
la emergencia de especies asociadas a entornos de perturbacién tales como N.
meningitidis. Esta diferencia sugiere que, si bien ambos agentes tienen efectos
antimicrobianos, sus impactos ecoldgicos sobre la comunidad microbiana difieren
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de manera fundamental. Por otro lado, las comunidades bacterianas del grupo
control destacaron por su heterogeneidad, con géneros como Rodentibacter spp.
y Ruegeria spp., lo que subraya la resiliencia ecologica en ausencia de

perturbaciones externas.

Por otra parte, Cheng etal., (2022b) llevaron a cabo un estudio en el que
evaluaron el impacto del tratamiento con antibidticos, especificamente
amoxicilina (AMX), espiramicina (ESP) y metronidazol (MTZ), sobre la saliva, la
microbiota oral y el contenido de anticuerpos en ratas Sprague Dawley. A nivel
taxonomico, observaron que los tratamientos con AMX y MTZ promovieron
aumentos significativos en géneros como Rothia spp., Haemophilus spp.,
Staphylococcus spp. y Lactobacillus spp., reflejando un impacto sustancial y
dependiente del tipo de antibiético en la composicidbn microbiana. Los phyla
dominantes, Pseudomonadota y Bacillota, mostraron una reorganizacion
marcada bajo la influencia de estos antibioticos, mientras que Actinobacteria y

Bacteroidota presentaron variaciones segun el tratamiento.

En términos de diversidad, se reportaron incrementos en los indices de Shannon
y Simpson en los grupos tratados con AMX y MTZ, lo que indica una mayor
heterogeneidad en las comunidades bacterianas. Este fenomeno puede
atribuirse al establecimiento de bacterias resistentes a los antibidticos, un
hallazgo consistente con investigaciones previas que vinculan el uso de

antibioticos con una mayor diversidad microbiana (Dudek-Wicher et al., 2018b),
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aungque con comunidades menos funcionales y mas propensas a la disbiosis.
Ademas, los andlisis de diversidad beta revelaron agrupamientos especificos de
las comunidades tratadas con AMX y MTZ, diferenciandose significativamente
del grupo control y del grupo tratado con SP. Este ultimo presenté un impacto
mas moderado, lo que refuerza la idea de que el efecto de los antibioticos varia

segun su espectro y mecanismo de accion.

Estos hallazgos ofrecen un marco comparativo valioso al analizar los resultados
de la microbiota oral obtenidos en el presente estudio. En nuestro grupo control,
los perfiles taxonémicos comparten similitudes con las observaciones de Cheng
et al.,, particularmente en la predominancia de Streptococcus spp. Yy
Rodentibacter spp., y la estabilidad de phyla clave como Pseudomonadota,
Bacillota y Actinomycetota. Sin embargo, los tratamientos con nanoparticulas de
cobre (NPCu) en este trabajo indujeron transformaciones especificas que
contrastan marcadamente con los efectos de los antibioticos. Mientras que AMX
y MTZ promovieron un aumento en la diversidad alfa y reorganizaron las
comunidades hacia estados mas heterogéneos, las NPCu generaron una
reestructuracion mas selectiva pero donde la diversidad alfa disminuyd en
comparacion al grupo control, pero ofreciendo valores promedio cas cercanos
gue los obtenidos por el grupo tratado con CHX y con NPCu por 30 dias. Esto es
evidente en la aparicion de géneros como Ruegeria spp., Cognatiyoonia spp. y
Halocynthiibacter spp. en los grupos tratados con NPCu, los cuales reemplazan
a géneros dominantes en el grupo control.
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La comparacion entre los efectos de los antibioticos y las nanoparticulas de cobre
(NPCu) en la microbiota oral de ratas revela tanto similitudes como diferencias
fundamentales en sus mecanismos de accion. En ambos casos, los phyla
Pseudomonadota (ex Proteobacteria), Bacillota (ex Firmicutes) y Actinomycetota
(ex Actinobacteria) emergen como los grupos taxonémicos mas abundantes, lo
gue sugiere una composicion basal relativamente conservada en la microbiota
oral de ratas, consistente con estudios previos. Sin embargo, la forma en que

estos tratamientos modulan estas comunidades difiere significativamente.

Los antibioticos, especialmente amoxicilina y metronidazol, inducen cambios mas
generalizados, promoviendo una reorganizacion de las comunidades bacterianas
hacia estados mas heterogéneos, caracterizados por un incremento en la
diversidad alfa y la emergencia de bacterias resistentes. Este fenémeno puede
observarse en la mayor abundancia relativa de géneros como Rothia spp. y
Lactobacillus spp., que reflejan una alteracion funcional y estructural profunda en
la microbiota. En contraste, los tratamientos con NPCu, aunque también alteran
significativamente la composicibn bacteriana, lo hacen de manera mas
especifica, generando una reestructuracion dominada por géneros como
Ruegeria spp., Cognatiyoonia spp. y Halocynthiibacter spp.. Esta transformacién
sugiere un reemplazo casi total de las comunidades bacterianas originales,
manteniendo, sin embargo, ciertas similitudes a nivel de phyla con el grupo

control, pero mas relacionadas a los phylum Bacteroidota y Bacillota.
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Dado el impacto significativo de las NPCu en la composicion microbiana,
calificarlas como menos disruptivas podria resultar impreciso. Los resultados
sugieren que estas nanoparticulas ejercen una presion antimicrobiana selectiva,
promoviendo una transicion hacia comunidades microbianas funcionalmente
adaptadas al tratamiento. Aunque este efecto difiere del observado con los
antibioticos, resalta el potencial de las NPCu como herramientas terapéuticas en

contextos odontolégicos.

Asimismo, estos hallazgos resaltan la necesidad de llevar a cabo estudios mas
exhaustivos sobre las implicancias funcionales de los cambios inducidos por las
nanoparticulas de cobre (NPCu) en la microbiota oral humana. Un aspecto critico
gue requiere atencién es si, tras su aplicacion terapéutica, la microbiota oral es
capaz de recuperar un estado inicial compatible con la salud, y cuanto tiempo
podria tardar dicho proceso. Esto es particularmente relevante en contextos
donde se busca modular comunidades bacterianas patologicas, como en la
periimplantitis, una condicion caracterizada por una mayor diversidad microbiana
respecto a la mucositis periimplantar, pero con un marcado perfil disbidtico.

(Philip et al., 2022)

Aunque las NPCu han demostrado un efecto antimicrobiano selectivo,
promoviendo la reorganizacion de comunidades microbianas, su potencial para
facilitar un transito desde la disbiosis hacia la eubiosis no estd completamente

esclarecido. En este contexto, las NPCu podrian desempefiar un papel relevante
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como adyuvantes en tratamientos mecanicos estandar, tal como se ha propuesto
en enfoques terapéuticos actuales para la periimplantitis. (Philip et al., 2022) Sin
embargo, este planteamiento abre preguntas criticas sobre los riesgos y
beneficios de inducir alteraciones profundas en la composicion microbiota: ¢ estas
reestructuraciones ofrecen un terreno fértil para la recolonizacion de taxones
beneficiosos, 0 podrian crear escenarios de vulnerabilidad para la colonizacién

de patégenos oportunistas?

Ademas, el impacto funcional de las NPCu sobre rutas metabdlicas clave,
especialmente en comunidades bacterianas resilientes o adaptadas a entornos
altamente alterados, requiere un analisis detallado. Esto resulta esencial para
evaluar si los cambios inducidos son compatibles con un microambiente oral que
promueva la estabilidad ecolégica y la salud del hospedero. Por tanto, la
aplicacién de NPCu en odontologia debe ser contextualizada no solo como una
herramienta antimicrobiana, sino también como una intervencion que requiere
una planificacion cuidadosa para minimizar riesgos y maximizar su potencial
terapéutico en el mediano largo plazo. Este enfoque integrado podria marcar la
diferencia en el disefio de tratamientos personalizados y basados en evidencia

en la practica clinica.

La deteccion de los géneros Ruegeria spp., Cognatiyoonia spp. Yy
Halocynthiibacter spp. en los grupos tratados con nanoparticulas de cobre

(NPCu) amplia significativamente el entendimiento de cOmo estas intervenciones
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afectan la composicion y funcionalidad de la microbiota oral. Estos géneros,
previamente asociados a entornos marinos, emergen como indicadores de un
cambio ecologico inducido por las presiones selectivas de las NPCu, destacando
el potencial de estas comunidades para adaptarse a condiciones de estrés
extremo (Pinto et al., 2020). Sin embargo, su aparicion plantea preguntas criticas
sobre el equilibrio entre los beneficios antimicrobianos de las NPCu y las posibles
consecuencias ecolbgicas adversas, especialmente en términos de estabilidad

comunitaria y funcionalidad metabdlica.

En el caso de Ruegeria spp., su aparicién en la microbiota oral tras el tratamiento
con NPCu destaca la capacidad de este género para adaptarse a ambientes
selectivos con presiones antimicrobianas especificas. Originalmente asociado a
ambientes marinos, Ruegeria spp. presenta caracteristicas metabdlicas
versatiles que incluyen la capacidad de algunas especies para realizar
respiracion anaerodbica facultativa mediante la reduccion de nitratos (Wirth &
Whitman, 2018). Esta capacidad, junto con la sintesis de polihidroxibutirato en
ciertas especies, indica una adaptabilidad funcional que podria ser relevante en
la microbiota reorganizada por NPCu. Ademas, las especies de Ruegeria exhiben
variabilidad en su motilidad, siendo moviles a través de flagelacion polar o
peritrica dependiendo de la especie, y muestran adaptaciones a ambientes con
salinidad variable mediante el uso de Na* o Mg?* para su crecimiento. Estos

atributos, junto con el predominio de &cidos grasos como el C18:1 w7c, reflejan
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una plasticidad ecologica que podria explicar su capacidad para prosperar en la

microbiota oral alterada.

Sin embargo, la presencia de Ruegeria spp. en este nuevo contexto plantea
importantes cuestiones ecoldgicas y funcionales. Su capacidad para reemplazar
taxones nativos esenciales podria generar cambios disruptivos en la dinamica
metabdlica local, afectando procesos criticos para la homeostasis del hospedero.
Desde un punto de vista mas amplio, la colonizacion de Ruegeria spp. podria
interpretarse como una sefial de reestructuracion funcional de la microbiota oral,
con implicaciones tanto positivas como negativas. Si bien su presencia podria
mejorar la resiliencia de la microbiota a través de la producciéon de metabolitos
secundarios protectores, también podria exacerbar un colapso funcional si la

eliminacién de taxones nativos esenciales no es compensada adecuadamente.

Por su parte, Cognatiyoonia spp. y Halocynthiibacter spp. aportan perspectivas
complementarias para comprender los efectos de las NPCu sobre las
comunidades bacterianas. EI primero, clasificado dentro de la familia
Rhodobacteraceae, se caracteriza por células Gramnegativas, aerébicas, con
formas de bastdbn a 6valo y una preferencia por condiciones halofilicas
moderadas. Entre sus rasgos funcionales mas relevantes destaca su capacidad
para reducir nitratos, lo que sugiere un potencial papel en ciclos de nitrdgeno
dentro de comunidades reorganizadas (Wirth & Whitman, 2018). En el contexto

de tratamientos con NPCu, estas caracteristicas podrian permitir a Cognatiyoonia
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spp. colonizar nichos ecolégicos vacantes, contribuyendo al reciclaje de
nutrientes y promoviendo estabilidad funcional en comunidades bacterianas
alteradas. Sin embargo, la introduccion de este género plantea interrogantes
sobre el impacto a largo plazo de tales reestructuraciones, particularmente en

términos de equilibrio ecoldgico y resiliencia comunitaria.

Por otro lado, Halocynthiibacter spp. aporta una perspectiva interesante sobre los
efectos de las NPCu en la reorganizacién microbiana debido a sus caracteristicas
metabdlicas y fisiologicas especificas. Este género, compuesto por bacterias
aerdbicas, Gramnegativas y de forma de bastén, se encuentra dentro de la clase
Alphaproteobacteria, siendo representado por especies como H. namhaensis,
aislada originalmente de ambientes marinos. Aunque su incapacidad para reducir
nitratos limita su participacion en ciertos ciclos biogeoquimicos clave, su
capacidad para prosperar en condiciones halofilicas moderadas y a un rango de
pH 6ptimo entre 7,0 y 7,5 subraya su adaptabilidad a entornos con presiones

osmoéticas moderadas(Kim et al., 2014).

En el contexto de la microbiota oral reorganizada tras el tratamiento con NPCu,
la presencia de Halocynthiibacter spp. podria estar vinculada a su capacidad para
prosperar en condiciones selectivamente alteradas, como aquellas con
concentraciones variables de NaCl y un requerimiento especifico de iones Mg2+
para el crecimiento. Estas adaptaciones fisiologicas reflejan una resiliencia

inherente, aunque su relevancia funcional en la microbiota oral sigue siendo
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incierta debido a la ausencia de ciertas actividades metabdlicas importantes,
como la produccion de bacterioclorofila a, y la incapacidad de hidrolizar
compuestos clave como almiddn, gelatina y urea. Estas limitaciones metabdlicas
sugieren que su papel en comunidades reorganizadas podria ser mas pasivo que
activo, actuando como un colonizador secundario que ocupa hichos ecologicos
vacantes en lugar de contribuir significativamente a procesos metabdlicos

esenciales.

Desde una perspectiva critica, la incorporacion de Halocynthiibacter spp. en
microbiotas tratadas con NPCu plantea preguntas relevantes sobre la estabilidad
funcional a largo plazo. Aunque su presencia podria interpretarse como una sefial
de reorganizacién microbiana, también podria indicar una disbiosis funcional si
su proliferacion ocurre a expensas de taxones nativos con funciones esenciales
en la homeostasis oral. La ausencia de crecimiento bajo condiciones anaerdbicas
y su requerimiento de condiciones estrictamente aerdbicas limitan su versatilidad
ecoldgica, lo que podria reducir su impacto en la dinAmica metabdlica de una

microbiota diversa como la oral.

Es necesario abordar estas cuestiones mediante estudios adicionales que
evalien el impacto funcional de Halocynthiibacter spp., Ruegeria spp. y
Cognatiyoonia spp. en el contexto de microbiotas alteradas por NPCu.
Investigaciones que combinen analisis metagenOmicos Yy transcriptdmicos

permitirian dilucidar si este género contribuye a la resiliencia comunitaria o, por
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el contrario, refleja una transicién hacia un ecosistema microbiano menos diverso
y potencialmente mas vulnerable. Este enfoque critico es esencial para entender
si su incorporacion representa un efecto colateral de las presiones selectivas de
las NPCu o si, bajo ciertas condiciones, podria desempefar un papel funcional

relevante en la microbiota reorganizada.

En relacion a los cambios observados en las vias metabdlicas funcionales
predictivas, en este trabajo destaca el impacto diferencial de los tratamientos con
nanoparticulas de cobre (NPCu) y clorhexidina (CHX) en la microbiota oral. Si
bien ambos tratamientos generaron alteraciones significativas en la actividad de
multiples rutas metabdlicas clave, sus efectos evidencian mecanismos

contrastantes de accion, con implicancias tanto locales como sistémicas.

La mayor actividad de la via de reduccion de nitrato a nitrito en los grupos tratados
con NPCu, en comparaciéon con CHX y el grupo control, plantea cuestiones
relevantes sobre el rol de esta ruta en la conservacién de funciones metabdlicas
esenciales. Esta via no solo es central en la desnitrificacidn y la sintesis de 6xido
nitrico (NO), sino que también tiene implicaciones significativas en la regulacion
de la homeostasis cardiovascular y la resiliencia metabdlica de las comunidades
bacterianas orales. Como lo reportan Rosier et al.(2022), el 6xido nitrico derivado
del nitrato tiene propiedades antimicrobianas y antiinflamatorias que modulan la

composicion bacteriana, favoreciendo géneros asociados con la salud, como
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Rothia spp. y Neisseria spp., mientras disminuye microorganismos vinculados a

enfermedades como Prevotella spp. y Fusobacterium spp. (Rosier et al., 2022).

Ademas, estudios previos han vinculado la disminucion de NO en la cavidad oral,
particularmente por el uso prolongado de CHX, con efectos adversos a nivel
sistémico como hipertension arterial y un aumento de estados inflamatorios
sistémicos (Rosier et al., 2022). Estos hallazgos destacan la importancia de la
actividad de la via del nitrato en prevenir el deterioro metabdlico causado por la
disbiosis. Asimismo, trabajos previos de Rosier et al. (2020) demostraron como
la suplementacién con nitrato puede inducir eubiosis en el microbioma oral al
favorecer el crecimiento de géneros reductores de nitrato asociados con la salud,
como Neisseria spp. y Rothia spp., mientras reducen géneros relacionados con
condiciones patolégicas, como Porphyromonas spp. y Fusobacterium spp.
(Rosier et al., 2020). Este efecto se asocia con un aumento en la producciéon de
amonio y una disminucion en los niveles de lactato, lo que estabiliza el pH en un
rango menos acido. Este fendbmeno no solo previene la acidificacion local
asociada con la fermentacién de carbohidratos, sino que también contribuye a la
reduccion de los periodos de desmineralizacion del esmalte dental y limita las

condiciones que favorecen el desarrollo de caries y periodontitis.

Estos hallazgos destacan el papel central del metabolismo del nitrato como un
regulador funcional del equilibrio ecolégico en la microbiota oral. En este

contexto, las NPCu, al preservar la actividad de la via de reduccion de nitrato a
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nitrito, podrian promover cierta resiliencia metabodlica de comunidades
bacterianas reorganizadas bajo una nueva composicion y estructura, limitando
los efectos negativos de agentes antimicrobianos mas agresivos. Sin embargo,
el impacto funcional directo sobre la salud del hospedero humano requiere mayor

exploracion en estudios clinicos.

En contraste, la preponderancia de rutas como la glicdlisis, la fermentacion y la
biosintesis de estructuras celulares en el grupo CHX subraya un metabolismo
adaptativo centrado en la recuperacién energética. Este perfil podria estar
asociado con el estrés metabdlico inducido por el tratamiento, el cual
probablemente actia de manera inespecifica, alterando tanto bacterias
comensales como potencialmente patégenas. Sin embargo, este enfoque amplio,
aunque efectivo como antiséptico, podria comprometer la resiliencia de la
microbiota, promoviendo un estado de disbiosis funcional que podria ser menos

deseable desde una perspectiva terapéutica.

Por otro lado, los perfiles metabolicos mas diversificados y anabdlicos
observados en los grupos tratados con NPCu, especialmente en NG30d,
sugieren que este tratamiento podria fomentar comunidades mas funcionales y
adaptadas al entorno modificado por la presion antimicrobiana. La mayor
expresion de vias relacionadas con la biosintesis de aminoacidos y la respiracion
en estos grupos refleja un potencial para soportar funciones criticas de la

microbiota, incluso bajo condiciones de estrés antimicrobiano.
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Desde una perspectiva critica, aunque los tratamientos con NPCu preservan o
potencian funciones metabdlicas especificas, también es importante considerar
las posibles consecuencias a largo plazo de estas modificaciones. ¢La
reorganizacion hacia perfiles metabdlicos mas especializados garantiza la
estabilidad funcional de la microbiota oral, o podria predisponer al ecosistema a
una mayor vulnerabilidad frente a factores de estrés futuros? La aparicion de
géneros como Ruegeria spp. y Cognatiyoonia spp. en los grupos tratados con
NPCu, previamente asociados con entornos marinos, plantea preguntas
importantes sobre la estabilidad y compatibilidad ecolégica de estas
comunidades en el contexto oral. Aunque estas bacterias podrian aportar nuevas
capacidades funcionales, su integracion plena en el ecosistema debe ser
evaluada en términos de su impacto en las dinAmicas metabdlicas locales y en
la salud del hospedero, sobre todo pensando en el traslado a un modelo clinico

humano.

Los resultados relacionados con el segundo objetivo de esta investigacion
refuerzan la relevancia de evaluar las implicancias sistémicas de los tratamientos
antimicrobianos, particularmente en un modelo experimental como el de ratas
Sprague-Dawley. La ausencia de pérdida significativa de peso corporal en todos
los grupos, junto con la estabilidad observada en los pesos de 6rganos internos
(higado, rifiones, coraz6n y bazo), sugiere que los tratamientos con
nanoparticulas de cobre (NPCu) no generaron efectos toxicos evidentes a nivel
sistémico en las condiciones evaluadas. Estos hallazgos son consistentes con
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los analisis hematologicos y bioquimicos, donde las diferencias observadas en
variables especificas reflejan respuestas adaptativas mas que indicativas de

dafno sistémico.

El analisis de las variables hematoldgicas de la serie roja en este estudio revela
diferencias significativas entre los grupos experimentales, particularmente en el
grupo tratado con NPCu durante 7 dias (NG7d). Este grupo present6 incrementos
en hemoglobina (16.15 £ 1.03 g/dL), hematocrito (48.17 + 4.46%), volumen
corpuscular medio (VCM, 59.85 + 2.23 fL) y hemoglobina corpuscular media
(HCM, 20.05 £ 0.36 pg) en comparacion con el grupo control. Al evaluar estos
pardmetros frente a los rangos histéricos reportados por el laboratorio Charles
River para ratas Sprague-Dawley machos (hemoglobina: 15.07 g/dL (14.40-
16.00); hematocrito: 43.93% (41.20-47.30); VCM: 55.17 fL (53.00-59.50); HCM:
18.96 pg (18.30-20.00), se observa que, aunque los valores de hemoglobina y
hematocrito en el grupo NG7d exceden ligeramente los limites superiores de
referencia, permanecen cercanos al rango fisiolégico reportado(Giknis et al.,
2006) (Charles River Laboratories, 2012). Asimismo, lo expresa He et al., (2017b)
Esto sugiere una posible activacion de la eritropoyesis inducida por el

tratamiento, sin evidenciar toxicidad sistémica evidente.

En contraste, el grupo tratado con clorhexidina durante 7 dias (CHX7d) mostro
valores mas bajos de hemoglobina (15.05 + 0.23 g/dL), hematocrito (44.6 *

0.73%) y HCM (19.2 + 0.38 pg), todos dentro de los rangos de referencia
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establecidos. Esta observacion podria reflejar un impacto mas moderado y
menos especifico en la homeostasis eritropoyética. Por otro lado, el grupo tratado
con NPCu durante 30 dias (NG30d) present6 valores intermedios, con
hemoglobina (14.58 + 0.29 g/dL) y hematocrito (41.98 + 1.05%) también dentro
de los rangos de referencia, o que sugiere un efecto acumulativo menos

pronunciado en comparacion con el tratamiento de corto plazo.

En cuanto al conteo de eritrocitos, los valores promedio en los grupos NG7d (8.05
+ 0.58 x 10%/uL) y NG30d (8.52 £ 0.31 x 10%/uL) se encuentran en el extremo
superior del rango de referencia histérico (7.96 x 10%/uL [7.77-8.19]), lo que
refuerza la hipotesis de un estimulo eritropoyético asociado al tratamiento con
NPCu. Sin embargo, en el grupo CHX7d (7.83 * 0.19 x 10%/uL), los valores
permanecen dentro de los limites normales, reflejando un menor impacto del

tratamiento con clorhexidina en esta variable.

Los resultados hematoldgicos observados en el grupo tratado con CuNPs
durante 7 dias, si bien mostraron incrementos significativos en parametros como
hematocrito y hemoglobina, se mantuvieron dentro de los rangos fisiol6gicos
reportados para ratas Sprague-Dawley, lo que sugiere una adaptacion mas que
una toxicidad evidente. Esta interpretacion es consistente con lo descrito por Lee
et al. (2016), quienes reportaron que dosis subcronicas de CuNPs pueden inducir
respuestas hematoldgicas dosis-dependientes, incluyendo anemia microcitica o

cambios inmunitarios, a partir de 200 mg/kg/dia. En nuestro estudio, la dosis fue
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considerablemente menor y no se observaron signos clinicos de toxicidad ni
alteraciones estructurales en 6rganos blanco. Estudios adicionales han reforzado
esta vision al evidenciar que las CuNPs pueden generar alteraciones
hematolégicas o0 hepatorrenales en modelos experimentales solo bajo
exposiciones prolongadas o a dosis elevadas (Malik et al., 2024; Lee et al., 2016).
En este contexto, los cambios observados podrian reflejar una activacion
fisiologica moderada, posiblemente relacionada con la estimulacion de la

eritropoyesis por efecto del cobre, sin alcanzar umbrales patologicos.

En relacién con la serie blanca, los resultados evidenciaron diferencias
significativas entre los grupos tratados y el grupo control, algunas de las cuales
se encontraron fuera de los rangos reportados por Charles River Laboratories,
para ratas Sprague-Dawley. Estos hallazgos podrian indicar un estado
inflamatorio basal o inducido por los tratamientos. Asimismo, los monocitos
presentaron valores superiores al rango en todos los grupos, siendo mas
pronunciado en NG30d (1.23 = 0.46), lo que refuerza la hip6tesis de una
inflamacion cronica modulada por las NPCu. En contraste, los linfocitos totales
en CHX7d (6.76 £ 1.85) y NG7d (6.53 + 4.28) mostraron una disminucién
marcada en comparacion con el control (9.13 = 1.31), posiblemente reflejando
una inmunosupresion relativa asociada a los tratamientos. Los eosindfilos se
encontraron mayoritariamente dentro del rango reportado (0.10 - 0.16), excepto
en NG7d (0.09 + 0.04), que presentd una ligera disminucién, lo cual podria estar
relacionado con una menor respuesta alérgica o parasitaria. Finalmente, los
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basdfilos estuvieron ausentes en los grupos CHX7d y NG7d, mientras que
NG30d y el control presentaron valores bajos pero dentro del rango de referencia
(0.00 - 0.10). Estos resultados resaltan las diferencias en la modulacion
inmunologica de los tratamientos con NPCu y CHX, evidenciando que las NPCu
pueden inducir efectos inmunomoduladores especificos, particularmente en la
regulacion de monocitos y neutrofilos, mientras que CHX podria asociarse con
una inmunosupresion mas amplia. Estos hallazgos, aunque dentro de rangos no
patolégicos en su mayoria, subrayan la necesidad de investigaciones futuras
para explorar las implicancias funcionales de estas alteraciones en la

homeostasis inmunoldgica.

Desde el punto de vista bioquimico, los incrementos en fosforo y colesterol
observados en el grupo NG30d destacan como marcadores metabdlicos
potenciales asociados con la exposicion prolongada a las nanoparticulas de
cobre (NPCu). Sin embargo, estos cambios no se correlacionaron con
alteraciones funcionales detectables en dérganos internos ni con toxicidad
hepatica, como lo demuestran los analisis de la alanina aminotransferasa (ALT)
y aspartato aminotransferasa (AST). Ambos biomarcadores son considerados
indicadores clave de lesién hepatocelular, aunque es importante destacar que
ALT es mas especifica para dafio hepatico, mientras que AST puede reflejar

actividad en otros tejidos, como el corazén y el musculo esquelético.
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En este estudio, la actividad de ALT medida como biomarcador sérico en la
guimica sanguineay contrastada y confirmada por el ensayo colorimétrico mostré
valores que oscilaron entre 66 y 79 U/L, alineandose con los valores promedio
de referencia reportados para ratas CD-IGS (65 + 32 U/L para machos y 56 + 32
U/L para hembras, segun Charles River Laboratories (Charles River Laboratories,
2011). Estas mediciones fueron consistentes con los resultados obtenidos
mediante quimica sanguinea estandar, lo que refuerza la fiabilidad de los datos
y la ausencia de hepatotoxicidad significativa. Ademas, los niveles de AST, que
oscilaron entre 124 y 157 U/L, también estuvieron dentro del rango normal de
referencia (113 £ 64 U/L para machosy 111 + 65 U/L para hembras), confirmando

la estabilidad de la funcion hepética.

De acuerdo con Senior (2012), aungue las elevaciones de ALT y AST son Utiles
como herramientas diagndésticas iniciales, no deben interpretarse de manera
aislada como indicativas de dafio hepatico severo o funcionalidad hepética
alterada, ya que estas enzimas reflejan principalmente liberacion celular mas que
la capacidad funcional del higado. Este concepto enfatiza la importancia de
considerar tanto los valores absolutos como la relacion ALT/AST y su contexto
experimental. En este caso, la relacion ALT/AST en los grupos tratados con
NPCu y clorhexidina estuvo por debajo de 1, lo que sugiere que no hubo una

alteracion significativa atribuible a los tratamientos.
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En conclusion, los datos sugieren que las NPCu, bajo las condiciones de este
estudio, no inducen hepatotoxicidad significativa. Este hallazgo, respaldado por
mediciones obtenidas a través de métodos independientes y por comparacion
con literatura previa, resalta el potencial seguro de estas nanoparticulas para
aplicaciones biomédicas, aunque se recomienda precaucion al extrapolar estos

resultados a otros modelos o especies.

Por otra parte, los analisis complementarios mediante microscopia electronica
(TEM y SEM-EDS) permitieron identificar nanoparticulas de cobre en el suero
sanguineo de ciertos individuos, aunque no se detectd6 acumulaciéon en los
tubulos colectores renales. Este hallazgo es relevante, ya que sugiere que las
NPCu tienen una biodistribucion controlada y posiblemente una eliminacion
eficiente a través de mecanismos fisioldégicos, minimizando el riesgo de toxicidad
acumulativa. No obstante, la presencia de nanoparticulas en el torrente
sanguineo plantea interrogantes sobre su interaccion con otros tejidos y

sistemas, especialmente a largo plazo.

A partir de las observaciones obtenidas mediante microscopia electrénica, es
posible sugerir que la biodisponibilidad y el destino de las nanoparticulas de cobre
estan determinados por procesos dinamicos que podrian variar segun el tejido y
el individuo. Este hallazgo sugiere que no solo los organos tradicionalmente
asociados con la filtracion, como los rifiones, deben ser considerados en futuros

analisis, sino también aquellos 6rganos que cumplen funciones fisiologicas
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criticas y que podrian verse afectados por la llegada o acumulacion de estas
nanoparticulas. Esta hipodtesis plantea la necesidad de ampliar el rango de
evaluacion toxicologica a otros sistemas organicos, con especial énfasis en

estudios de biodistribucion a largo plazo.

Desde una perspectiva critica, aunque los resultados de este estudio no
evidencian efectos toxicos significativos asociados al uso de NPCu, es necesario
considerar el contexto de estas observaciones. Los cambios detectados en
ciertos parametros hematolégicos y bioquimicos reflejan adaptaciones
metabdlicas especificas que, aunque no patolégicas en este modelo, podrian
generar implicancias clinicas en humanos. Ademas, la limitada retencion de las
NPCu en tejidos evaluados, como los rifiones, no descarta la posibilidad de
acumulacion en otros érganos o sistemas, lo que nos lleva a destacar la
necesidad de realizar estudios mas extensos que incluyan analisis de

biodistribucién y toxicidad a largo plazo.

Finalmente, los tratamientos con NPCu no generaron toxicidad sistémica
evidente en este modelo experimental. Sin embargo, las alteraciones observadas
en parametros especificos destacan la importancia de continuar investigando los
mecanismos subyacentes y sus implicancias clinicas antes de considerar el uso
de NPCu como una alternativa terapéutica segura en contextos humanos. Estas

observaciones también refuerzan la necesidad de implementar enfoques
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integrados que combinen la evaluacion de toxicidad con el analisis funcional para

garantizar la seguridad y eficacia de estos compuestos.
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8. CONCLUSIONES

1. Efecto antimicrobiano selectivo de las nanoparticulas de cobre
(NPCu):
Los tratamientos con NPCu demostraron un efecto antimicrobiano
selectivo en la microbiota oral, evidenciado por una reestructuracion
taxondmica que favorecié la emergencia de géneros como Ruegeria,
Cognatiyoonia y Halocynthiibacter. Estos cambios sugieren una capacidad
adaptativa de la microbiota frente a las presiones antimicrobianas
especificas ejercidas por las NPCu, sin comprometer significativamente la
diversidad alfa, evaluada mediante indices como Shannon y Chaol.

2. Preservacion de vias metabdlicas predictivas:
Las nanoparticulas de cobre (NPCu) mantienen la capacidad funcional
metabdlica esencial de las comunidades microbianas orales,
especialmente en vias relacionadas con la reduccién de nitrato a nitrito,
diferenciandose claramente del efecto metabdlico disruptivo inducido por
la clorhexidina (CHX).

3. Ausencia de toxicidad sistémica significativa:
Los resultados obtenidos a partir del andlisis del peso corporal, pesos
relativos de Grganos internos y parametros bioquimicos y hematol6gicos
indican que, bajo las condiciones evaluadas en este modelo experimental,
las nanoparticulas de cobre (NPCu) no presentan toxicidad sistémica

significativa. Los cambios observados en algunos parametros
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hematolégicos permanecieron dentro de rangos fisiolégicos normales,
reforzando la seguridad relativa del tratamiento con NPCu en el contexto
evaluado.

Distribucion controlada de las NPCu:

Las nanoparticulas de cobre (NPCu) mostraron una distribucion
controlada en el organismo, detectandose en el suero sanguineo pero sin
evidencias de acumulacién en los tubulos renales. Este hallazgo indica
que, bajo las condiciones experimentales utilizadas, las NPCu presentan
un perfil favorable de seguridad en términos de biodistribucién y
eliminacion sistémica.

Comparacioén con clorhexidina (CHX):

El tratamiento con clorhexidina produjo una reduccién marcada en la
riqueza taxondmica y alter6 notablemente el perfil metabdlico de la
microbiota oral, especialmente hacia vias relacionadas con la
recuperacion energética. Estos resultados indican que la CHX ejerce un
efecto disruptivo mas amplio en comparacion con las nanoparticulas de
cobre (NPCu), las cuales mantienen una mayor estabilidad y funcionalidad

microbiana.
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9. PROYECCIONES

Las proyecciones derivadas de esta investigacion subrayan la necesidad de
validar los resultados obtenidos en modelos clinicos humanos, con el propésito
de evaluar la biocompatibilidad, eficacia y dosificacion Optima de las
nanoparticulas de cobre (NPCu) en aplicaciones odontologicas, como el
tratamiento de enfermedades periodontales, periimplantitis y la desinfeccion de
conductos radiculares. Esta validacion debe considerar factores propios del
entorno oral humano, incluyendo la interaccién con la saliva, dieta y habitos
orales, que no estan presentes en los modelos animales utilizados. Asimismo, es
prioritario profundizar en los mecanismos moleculares e inmunoldgicos mediante
los cuales las NPCu modulan la microbiota oral y las rutas metabdlicas
funcionales. Para ello, sera esencial incorporar herramientas émicas como la
transcriptémica, protedmica y metabolomica, ademas del uso de modelos in vitro
gue simulen de manera mas fiel la mucosa oral humana. Otra linea relevante es
el desarrollo de formulaciones combinadas que integren NPCu con agentes
bioactivos como antiinflamatorios o probiéticos, con el objetivo de potenciar su
efecto antimicrobiano y reducir posibles efectos secundarios. Estas
combinaciones deberan evaluarse rigurosamente, ya que pueden presentarse
interacciones no deseadas que afecten la estabilidad, biodisponibilidad o
reactividad de las nanoparticulas. También se plantea la realizacion de estudios
de biodistribucién y toxicidad sistémica a largo plazo, con énfasis en la posible

acumulacion de cobre en tejidos no previamente analizados. Adicionalmente,
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resulta necesario examinar los efectos sostenidos de las NPCu sobre el
metabolismo sistémico y la composicidon microbiana, para determinar su rol en la
restauracion de la eubiosis oral y en la prevencion de enfermedades relacionadas
con la disbiosis. En el plano clinico, se proyecta la optimizacion de formulaciones
disefiadas para actuar en nichos orales especificos como sacos periodontales,
zonas periimplantarias o conductos radiculares, donde el acceso y la accion
antimicrobiana son criticos. Estas formulaciones deberan ser evaluadas no solo
en términos de eficacia antimicrobiana, sino también en su capacidad para
favorecer la regeneracion tisular y su compatibilidad con biomateriales utilizados

en odontologia.
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10.GLOSARIO

ALT: Alanina aminotransferasa.

AST: Aspartato aminotransferasa.

CHCM: Concentracion de hemoglobina corpuscular media.
CHX: Clorhexidina.

CuO: Oxido de cobre.

EM: Expectation-Maximization (inglés) Algoritmo de maximizacion de
expectativas.

Fosf. Alc: Fosfatasa alcalina.

GGT: Gamma-glutamil transferasa.

NPCu: Nanoparticulas de cobre.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

ONT: Oxford Nanopore Technology.

PT Total: Proteinas totales.

PVA: Polivinilalcohol.

PVP: Polivinilpirrolidona.

RDW-CV: Amplitud de distribucion eritrocitaria.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

SD: Desviacion estandar.

VCM: Volumen corpuscular medio.
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Figura 53. Analisis jerarquico de disimilitud. Dendrograma basado en distancias
euclidianas generado mediante el método de enlace completo (‘complete linkage"). Las
muestras corresponden a los diferentes grupos de tratamiento. Las distancias reflejan
las diferencias en las variables analizadas, agrupando las muestras segun su similitud.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 54. Analisis jerarquico de disimilitud. Dendrograma basado en el indice de
similitud de Jaccard, utilizando el método de enlace completo (‘complete linkage'). Las
muestras corresponden a diferentes grupos de tratamiento. El dendrograma muestra el
agrupamiento de las muestras segun la similitud de sus perfiles taxonémicos. Fuente:
Elaboracion propia.
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Tabla 21. Representacion de los 9 géneros mas abundantes por grupo experimental,
mostrando la abundancia total, la clasificacion segun tincion Gram y los requerimientos
de oxigeno. Abreviaturas: FA, facultativo anaerobio; OA, obligado aerobio; MA,
microaerofilico; OAn, obligado anaerobio. Fuente: Elaboracion propia.

Group Genus Abundance Gram Ox. Req
CHX7d Streptococcus 16844 Positivo FA
CHX7d Rodentibacter 8435 Negativo FA
CHX7d Neisseria 6649 Negativo OA/MA
CHX7d Eikenella 3471 Negativo FA
CHX7d Rothia 3447 Positivo FA
CHX7d Haemophilus 2335 Negativo FA/MA
CHX7d Muribacter 2327 Negativo OAN
CHX7d Corynebacterium 2052 Positivo OA/FA
CHX7d Atopostipes 1834 Positivo FA
Control Streptococcus 202537 Positivo FA
Control Neisseria 87676 Negativo OA/MA
Control Rodentibacter 68734 Negativo FA
Control Eikenella 30893 Negativo FA
Control Corynebacterium 28904 Positivo OA/FA
Control Atopostipes 23260 Positivo FA
Control Cardiobacterium 21165 Negativo MA
Control Lysinibacillus 19035 Positivo OA
Control Rothia 18209 Positivo FA
NG30d Ruegeria 1544 Negativo OA
NG30d Halocynthiibacter 1140 Negativo OA
NG30d Cognatiyoonia 985 Negativo OA
NG30d Octadecabacter 959 Negativo OA
NG30d Tenacibaculum 797 Negativo OA
NG30d Nereida 622 Negativo OA
NG30d Phaeobacter 557 Negativo OA
NG30d Yoonia 397 Negativo OA
NG30d Falsihalocynthiibacter 345 Negativo OA
NG7d Ruegeria 12123 Negativo OA
NG7d Halocynthiibacter 8645 Negativo OA
NG7d Cognatiyoonia 8250 Negativo OA
NG7d Octadecabacter 6045 Negativo OA
NG7d Tenacibaculum 5987 Negativo OA
NG7d Nereida 5410 Negativo OA
NG7d Phaeobacter 4367 Negativo OA
NG7d Yoonia 3249 Negativo OA
NG7d Falsihalocynthiibacter 2934 Negativo OA
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Tabla 22. Distribucién porcentual de la clasificacibn Gram en funcion de la abundancia

total por grupo experimental. Count: NUmero de géneros clasificados en cada categoria

Gram, Sum. abundance: Suma de la abundancia total de los géneros de cada categoria,

Tot. Abundance group: Abundancia total registrada para el grupo experimental,

Abundance percent: Porcentaje que representa la suma de abundancia de cada

categoria respecto a la abundancia total del grupo. Fuente: Elaboracién propia.

Group Gram Count Sum. Tot. Abundance Abundance
abundance group percent
CHX7d Negative 54 21147 51617 40,9 %
CHX7d Positive 46 30470 51617 59,03 %
CONTROL  Negative 35 208890 574623 36,3 %
CONTROL Positive 51 365733 574623 63,6 %
NG30d Negative 40 7155 7378 96,9 %
NG30d Positive 2 223 7378 3,02%
NG7d Negative 80 57729 58489 98,7 %
NG7d Positive 5 760 58489 1,29%

226



Percentage based on total abundance by treatment group

100

75

Gram Classification

Negativo

. Positivo

Percentage (%)
<

0 I
S v > S
Qo o S &
& Oé\q\ ® N

Treatment Group
Figura 55. Distribucion porcentual de bacterias Gram positivas y Gram negativas en la
microbiota oral de ratas Sprague-Dawley segun el grupo de tratamiento. Fuente:

Elaboracion propia.
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Tabla 23. indices de diversidad alfa para cada una de las muestras experimentales de
microbiota oral de ratas tratadas. Se presentan los valores de riqueza observada
(Richness), rigueza estimada mediante el indice Chaol , indice de Simpson, indice de

Shannon y equidad (Evenness). Fuente: Elaboracion propia.

Richness Simpson Shannon Evenness chaol Barcode
42 0,92760074 3,06350354 0,8196293 42 BC24
102 0,96967895 4,0450704 0,87461496 160,8 BCO7
105 0,96856755 3,9117512 0,84052096 105 BCO08
92 0,95345607 3,66173845 0,80979869 92 BCO09
157 0,97805953 4,36098875 0,8624954 157 BC16
96 0,95893418 3,73539104 0,81838433 96 BC17
106 0,9601297 3,81174762 0,81736837 106 BC18
128 0,96032148 3,94633243 0,81333632 128 BC19
132 0,95886169 3,93443423 0,80577388 132 BC10
137 0,96367953 4,0425124 0,82165205 137 BC12
143 0,96543473 4,09297544 0,82472367 143 BC14
40 0,95128514 3,36313766 0,91169628 40 BC15
44 0,95445247 3,45608838 0,91329683 44 BC20
41 0,95495129 3,4138783 0,91929771 41 BC21
80 0,96655036 3,89498642 0,88885503 80 BC22
109 0,96221689 3,80339017 0,81072439 109 BC23
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Tabla 24. Valores promedio, niumero de muestras (N) y rangos de referencia para
parametros hematoldgicos en ratas Sprague-Dawley machos de 8 a 12 semanas de
edad, obtenidos del laboratorio Charles River. Estos datos representan los intervalos
fisiologicos normales utilizados como estandar para la interpretacién de resultados

experimentales. Fuente: Elaboracién propia.

Variable (Unidad) N Media Rango
Eritrocitos (106/ul) 549 7.96 7.77-8.19
Hematocrito (%) 549 43.93 41.20-47.30
Hemoglobina (g/dl) 549 15.07 14.40-16.00
MCHC (%) 544 34.38 32.70-35.70
MCH (pg) 544 18.96 18.30-20.00
MCV (fl) 544 55.17 53.00-59.50
Leucocitos (10°/pl) 549 11.57 10.09-14.01
Neutrdfilos (%) 529 9.89 8.20-14.50
Neutrdfilos (103/ul) 529 1.18 0.91-1.70
Linfocitos (%) 529 84.39 80.20-86.00
Linfocitos (10%/ul) 529 9.73 8.50-12.10
Monocitos (%) 529 2.58 2.10-3.40
Monocitos (10°/ul) 529 0.28 0.10-0.46
Eosinofilos (%) 529 1.20 1.00-1.50
Eosindfilos (10%/pl) 529 0.13 0.10-0.16
Basofilos (%) 529 0.48 0.30-1.00
Basdfilos (10%/ul) 529 0.05 0.00-0.10
Plaquetas (10%/pl) 260 792.0 379-967
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Tabla 25. Valores promedio, nimero de muestras (N) y rangos de referencia para

parametros hematoldgicos en ratas Sprague-Dawley machos de 8 a 12 semanas de

edad, obtenidos del laboratorio Charles River. Fuente: Elaboracion propia.

Variable (Unidad) N Media Rango
Proteina Total (g/dl) 723 6.16 5.90 - 6.60
Relacion A/G 693 1.42 1.10-2.70
Albdmina (g/dl) 724 3.59 3.30-4.60
Fosfatasa Alcalina (Ul/l) 719 160.0 136.00 - 188.00
Bilirrubina Total (mg/dl) 723 0.55 0.10- 1.00
Nitrégeno Uréico (mg/dl) 724 14.3 13.00 - 16.00
Creatinina (mg/dl) 724 0.54 0.50 - 0.60
Glucosa (mg/dl) 724 146.3 112.00 - 176.00
ALT (UI) 725 34.4 28.00 - 40.00
AST (UINl) 725 100.6 87.00 - 114.00
Creatina Quinasa (Ul/l) 724 362.0 344.00 - 380.00
Lactato Deshidrogenasa (Ul/l) 724 389.0 360.00 - 418.00
GGT (Ul 579 0.5 0.00 - 1.00
Calcio (mg/dl) 718 10.04 9.40 - 11.00
Cloruro (meg/l) 720 104.0 102.00 - 105.00
Fosforo (mg/dl) 672 8.11 7.30 - 10.00
Potasio (meq/l) 725 5.15 4.70 - 6.20
Sodio (meg/l) 725 144.0 141.00 - 150.00
Colesterol total (mg/dl) 709 61.7 54.00 - 74.00
Triglicéridos (mg/dl) 653 73.0 61.00 - 99.00
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