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II. INTRODUCCION

l. INTRODUCCION

1.1 ENDODONCIA

La endodoncia es la rama de la odontologia encargada de estudiar y tratar la

morfologia, fisiologia y patologia de la pulpa dental y tejidos perirradiculares (1).

La morfologia del sistema de conductos radiculares y sus variaciones en los
distintos dientes representan un gran reto para el odontélogo, estas caracteristicas
han sido sefialadas por afios en diversos estudios como una de las principales
causas que obligan a la endodoncia a estar en constante cambio e implementacion
de nuevas técnicas e instrumentos que faciliten realizar el tratamiento de conductos.
Al realizar el tratamiento de endodoncia se tiene como principal objetivo evitar que
se pierda el diente en tratamiento y particularmente se espera una respuesta
positiva a largo plazo por parte del dentista tratante, sin embargo, el tratamiento de
conductos se lleva a cabo por odontélogos de practica general y no solo por
especialistas en endodoncia, factor relevante en el prondstico, un aproximado de
49% de los odontodlogos esperan que el diente permanezca en boca de 5 a 10 afios
después del tratamiento, sin embargo un 80% condenaba al diente a requerir un
tratamiento adicional, como retratamiento no quirdrgico o cirugia apical para que

esto fuera posible (2,3).

Ademas de las urgencias que requieren atencion inmediata, la endodoncia es uno
de los primeros tratamientos que se le plantea al paciente cuando se atiende de
manera integral, procurar las alteraciones pulpares desde que son asintomaticas es
muy importante para mejorar el pronéstico del diente, antes de que se presente una
agudizacion u ocurra una infeccién que sea complicada de controlar, que haya
afectado a los tejidos perirradiculares y sea mas largo el proceso para erradicarla.
Todo esto se toma en cuenta debido a la importancia que conlleva mantener tejidos
radiculares y periodontales sanos antes de colocar cualquier tipo de restauraciéon y

evitar un fracaso de la misma (2).
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Para que el tratamiento de conductos tenga un pronostico favorable dependera de
multiples factores, algunos pueden ser controlados y otro tantos no, el trabajo del
operador en el sillon dental es consciente y basado en conocimientos previos que
pueden ser controlados y que daran pauta para obtener éxito en el tratamiento. En
1958 Ingle sefala que la piedra angular del éxito en el tratamiento de conductos
esta basada en el cumplimiento de la llamada Triada endoddntica, compuesta por

tres principios basicos: asepsia, preparacion biomecanica y sellado apical (4)

1.2 MORFOLOGIA RADICULAR

Conocer la morfologia del sistema de conductos radicular es necesario previo a la
introduccion al estudio de la endodoncia, es importante desde que se inicia el
diagnostico hasta que se restaura el diente pasando por el tratamiento de
conductos. La cavidad pulpar es el espacio que existe en el interior del diente
rodeado por pared dentinaria en casi su totalidad, esta se extiende desde la corona
anatomica del diente hasta la longitud completa de las raices en donde actualmente
se conoce que no es de forma simétrica, es un sistema muy complejo y contiene
multiples variaciones de diente a diente y paciente a paciente sin importar que la

anatomia externa sea similar o se parezca a otros dientes (1).

La morfologia, orificios y frecuencia de conductos accesorios se ha investigado en
molares mandibulares en donde se han encontrado hasta 24 configuraciones
diferentes de conductos radiculares en raices mesiales y hasta 16 en raices distales
mostrando incluso de 1 a 4 foramenes apicales hasta en un 30%, por lo que
comparando en diversos estudios, en la actualidad se deben tomar en cuenta las
multiples variaciones en las que se trabaja al realizar un tratamiento de conductos
y recordando que es un sistema muy complejo, de minimo tamafio y al que no
podemos acceder si no es por medio de instrumentos, soluciones quimicas y
tecnologia que actualmente facilita mas el tratamiento y mejora el prondstico del
diente (5).
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2.3 DESINFECCION EN ENDODONCIA

En busca de brindar un tratamiento mas efectivo en las ultimas décadas del siglo
anterior y principios de este se han hecho descubrimientos y creaciones que
complementan la triada endodontica, por afios se ha fijado la atencion en la
instrumentacion de los conductos, que incluye la conformacion de manera que
permita la irrigacion, la desinfeccion con medicamentos y la obturacién como paso
final, sin embargo, la desinfeccion es el complemento indispensable para el control

y la eliminacion de la infeccion (6).

Los estudios actuales con las diferentes técnicas de instrumentacion y utilizando
diferentes sistemas manuales y rotatorios han demostrado que el trabajo mecanico
no es suficiente para realizar la eliminaciéon completa de las bacterias y a lo largo
del tiempo se han implementado e investigado diversos agentes irrigantes que
complementan la eliminacion de la infeccion y la disolucidn del tejido, ademas de

lubricar el conducto al momento de realizar la instrumentacion (2).

El objetivo principal de la irrigacion es eliminar las bacterias del biofilm que se
encuentran localizadas en lugares donde no se puede acceder con los instrumentos
biomecanicos debido a las complicaciones anatomicas, diversidad en los conductos
y anatomia diversa. La presencia de estas bacterias en el complejo dentino pulpar

son la principal causa de las lesione perirradiculares (6).

Algunas de las soluciones utilizadas desde hace mucho tiempo son el suero estéril,
el hipoclorito de sodio, la clorhexidina, el etilendiaminotetraacético, algunos

detergentes, entre otros (2).

Desde hace muchos afios se han estudiado diversos irrigantes, los mas
comunmente utilizados en la década de los 80°s eran el hipoclorito de sodio y la
clorhexidina, los cuales eran comparados en multiples estudios evaluando las
caracteristicas que cumplian cada uno para ser el mejor irrigante. El hipoclorito de
sodio al 2.5% contra la clorhexidina al 0.2% obtenia un papel significativamente
mayor en cuanto a eficacia como agente antimicrobiano, sobre todo cuando se

trataba de estado pulpar necrético e incluso se obtenia que la clorhexidina no tenia

5
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un efecto bactericida mas duradero que el del hipoclorito de sodio como se creia
entonces (7).

2.3.1 Hipoclorito de sodio

El NaOCI es el irrigante actual con mas propiedades deseables que existe y es
utilizado actualmente. Se ha utilizado durante mas de un siglo y sus inicios datan en
la Primera Guerra Mundial donde se utilizaba para limpiar heridas y desinfectarlas.
En endodoncia tiene un papel importante contra los microorganismos y el biofilm
incluyendo al Enterococcus faecalis, que es el microorganismo mas persistente en
las patologias endoddnticas. Otra de las caracteristicas importantes y relevantes de
este irrigante es que disuelve tejido organico como es el tejido pulpar y el colageno.
Durante el tratamiento de conductos este irrigante se utiliza a diferentes
concentraciones que van de 0.5% a 6%. Se ha evaluado a diferentes
concentraciones encontrando resultados de eliminacion diversa dependiente de la
concentracion utilizada y la técnica de irrigacion empleada (2). Sin embargo, existe
una falta de acuerdo sobre la concentracion a la que debe ser utilizado para obtener
un resultado eficaz. Hay estudios en los que se han identificado niveles de reduccion
de bacterias diferentes cuando se ha utilizado a diferentes concentraciones como al
0.5% y al 3%, en otro estudio la diversidad bacteriana redujo significativamente
utilizandolo al 2.5%, con diversos estudios este sigue siendo el irrigante mas eficaz
y utilizado actualmente, sin embargo, su inconveniente mas grave es su potencial
irritante de los tejidos periapicales, especialmente si se encuentra a altas
concentraciones, lo que ha conllevado al estudio de diversos irrigantes que puedan
sustituirlo superando sus caracteristicas y que entre ellas no se encuentre la

toxicidad a los tejidos periapicales (8).

2.3.2 Clorhexidina

La clorhexidina es un antimicrobiano efectivo contra bacterias gram —y gram +. Es
uno de los irrigantes mas utilizados en odontologia, pero no precisamente en el
tratamiento de conductos, desde hace muchos afios se ha utilizado en terapia

periodontal y como agente de limpieza en cavidades cariosas. Su uso como irrigante

6
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en el tratamiento de conductos es justificado por su efecto antimicrobiano eficaz y
de larga duracién, sin embargo, sigue siendo inferior en cualidades al hipoclorito de
sodio, sobre todo en su incapacidad para disolver tejido organico. Se ha utilizado en
combinacién con otros medicamentos y hoy en dia solo se indica como irrigante
para el lavado final por su cualidad para unirse a la dentina y mantener su capacidad
antimicrobiana mas tiempo, especialmente cuando se trata de un tratamiento previo

gue ha fracasado (2,8).

Esta demostrado que la clorhexidina es un antiséptico eficiente, pero al no ofrecer
ventajas superiores al hipoclorito de sodio como irrigante en endodoncia debe ser

considerada una opcion mas entre las sustancias irrigantes (1).

2.3.3 EDTA (etilendiaminotetraacético)

Esta sustancia comenzoé a utilizarse en endodoncia en 1957. Forma parte de los
guelantes, que se encargan de atraer iones de calcio a lo largo de las paredes de
los conductos del diente, lo que ayuda a evitar el bloqueo apical y permite una mejor
instrumentacion ademas de contribuir a la desinfeccion. Se encuentra al 17% y su
irrigacion esta indicada durante la conformacion del conducto y al finalizar la
instrumentacion de este, lo que permitira que los materiales que se coloquen
después, incluida la medicacion intraconducto, tengan intima relaciéon con las

paredes dentinarias.

Su principal uso se basa en la remocion del barrillo dentinario para crear superficies

dentinarias limpias y obtener mejor permeabilidad en los conductos.

Al compararse en diversos estudios con el hipoclorito de sodio se encontré que es
mas eficaz en su capacidad antimicrobiana que el NaOCI al 0.5% pero mas débil
cuando este se trataba a una concentracion del 2.5% que es la mas utilizada en el
tratamiento de conductos, posicionandose como otro de los irrigantes que no

superan las capacidades antimicrobianas del NaOCI (2,1).

Se ha evaluado también si la irrigacion con EDTA tiene efectos adversos o

favorables en terapias endoddnticas regenerativas que interrumpan la terapia o la

7
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afecten a tal grado de impedir la regeneracion de los tejidos como en el caso de la
revascularizacion, lo que supone y sugiere que el uso del EDTA es comun en la
terapia endodontica, sin embargo, se debe valorar y controlar su uso en cada
paciente para que sea positivo en el tratamiento de conductos (9).

2.3.4 MTAD

Esta solucion irrigante es una mezcla de doxiciclina, acido citrico y detergente. Es
una solucion basada en antibiético que se cre6 con el objetivo de obtener capacidad
antimicrobiana como muchas otras, sin embargo, ha sido objeto de sefialaciones
debido a su baja capacidad para erradicar bacterias por contacto. Se ha comparado
en multiples estudios con el NaCOl sin obtener éxito en su capacidad bactericida,
pero si se ha demostrado la capacidad del acido citrico para eliminar el barrillo
dentinario, lo que posiciona a esta solucion como una opcion mas en los irrigantes

a utilizar en el tratamiento de conductos (2).

2.4NANOTECNOLOGIA EN ENDODONCIA

En endodoncia, como en otras ramas de la odontologia se ha implementado la
tecnologia para mejorar los diagndsticos y tratamientos ademas de brindar un mejor
prondstico de los dientes a tratar. La nanotecnologia esta ligada cada vez mas en
este campo debido a que se trata de espacios no visibles y muy pequefios como los
gue encontramos en el sistema de conductos radiculares y esto ha tenido un
impacto favorable lo que ocasiona que se motive cada vez mas en su investigacion.
Implementar nanotecnologia en algunos materiales afecta significativamente sus

propiedades fisicas, quimicas y por lo tanto mecanicas (10).

El papel de los microorganismos como principal causa de la periodontitis apical ha
sido bien establecido, es por eso que los esfuerzos en la creacién de nuevas
terapias, instrumentos e implementacién de nuevos materiales estan dirigidos a
erradicar directamente estos microorganismos para obtener éxito en la endodoncia
(11).



II. INTRODUCCION

Aungue el uso de los irrigantes quimicos como la clorhexidina y el hipoclorito de
sodio, el mas utilizado, tienen un objetivo claro, aun tienen capacidad limitada pata
la eliminacion completa del biofilm. Los avances en la nanotecnologia estan
brindando gran oportunidad para la eliminacion de las bacterias mas resistentes,
interrumpir el biofilm y controlar las infecciones que este provoca. Se han estudiado
y sintetizado gran diversidad de nanoparticulas con actividad antimicrobiana como
las NPs de plata o de quitosano, un polimero natural (11).

Quimicamente las NPs son muy diversas y una de las invenciones que ha generado
interés dentro de los nanomateriales es la implementacién de las NPs de plata en
diversas areas, en las que se incluye la odontologia. Estas nanoparticulas han sido
ampliamente utilizadas para tratamiento antimicrobiano, sin embargo, uno de los
factores que sigue preocupando y del cual se sigue buscando estandarizar el control
es la concentracion a la que se utilizan, debido a que a altas concentraciones son
toxicas. La evidencia ha indicado un gran resultado, pero también un gran dafio si
no se utilizan adecuadamente. En un estudio se analizaron en comparacion con el
NaCOl en el tejido conectivo de ratas en dientes y obtuvieron como resultado que
al activar estas particulas eliminaba significativamente al E. faecalis en la superficie
de los conductos y a diferentes profundidades. Concluyen que pueden ser
implementadas con un enfoque terapéutico para la desinfeccion en endodoncia, sin
embargo, su eficacia debe evaluarse mas teniendo otros tipos de control para

establecer nuevos resultados (12).

Se ha buscado implementar este tipo de nanoparticulas como irrigante de conductos
en endodoncia, pero como la mayoria de los estudios sobre irrigacion, este es
comparado con las cualidades que posee el hipoclorito de sodio. Sin embargo, una
de sus caracteristicas no deseadas es compartida con el NaCOl: su toxicidad. Se
han observado reacciones alérgicas en pacientes expuestos al nitrato de plata
ademas de toxicidad hepatica y renal. Incluso se ha descubierto que la toxicidad es
general en las NPs aunque sean de diferentes materiales. Evaluandolas en los
mismos estandares que el NaCOl se observan respuestas tisulares inflamatorias

cronicas moderadas al inicio con una reduccion al tiempo (12,13).
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Por lo general en el estudio de las NPs se realizan comparaciones entre diferentes
materiales o del mismo, pero a distintas concentraciones o sintetizadas a diferente
tamafo. Por ejemplo, se han estudiado diferentes tipos de nanoparticulas de plata
en la linea celular de fibroblastos de ratén L929 y su reaccion en el tejido conectivo,
en el que se encontraron que dependiendo el tiempo y la concentracion podian
llegar a ser significativamente toxicos e interrumpir la respuesta normal inmune del
tejido. Concluyeron que, si se utilizan a bajas concentraciones y bien controladas
no tendrian ninguna repercusion en los tejidos, sin embargo, se necesitan mas

estudios para asegurarlo (14).

2.4.1 Nanoparticulas en endodoncia

Debido a la gran complejidad que representa en la cavidad oral la flora bacteriana 'y
la interaccion que tiene con las diferentes patologias bucodentales, actualmente se
requieren materiales que ayuden a combatir la etiologia de los diferentes
padecimientos. Durante los ultimos afios han sido evaluadas mediante diversas
pruebas los diferentes tipos de nanoparticulas que atraen principalmente por su alta
capacidad antimicrobiana y porque son de tamafio nanomeétrico, el cual es un factor
muy importante cuando se trata del sistema de conductos radicular, un sistema

complejo e invisible a simple vista (15).

La limpieza y desinfeccion en el tratamiento de conductos es particularmente dificil
por tratarse de espacios nanométricos en donde se encuentra el biofilm y no
podemos acceder con los instrumentos que hoy en dia tenemos, por lo que las
nanoparticulas representan una opcion viable. Existen estudios que comprueban
gue las nanoparticulas de plata en conjuncion con alcohol vinilico y farnesol
obtuvieron eficacia antimicrobiana y menos citotoxicidad que el hipoclorito de sodio
al 2.5% (16).

La nanotecnologia permite disminuir el tamafio y forma de las nanoparticulas pero
aumentar su resistencia y conservar o modificar su eficacia. Los estudios revelan
aportaciones en odontologia desde la prevencion hasta el tratamiento. En 2017

Ibrahim y cols. Hicieron una revisién del efecto antibacteriano de NPs de diferentes

10



II. INTRODUCCION

materiales utilizados en endodoncia donde el quitosano fue uno de los materiales

elegidos por su alta capacidad antibacteriana (17).

Aungue los principales irrigantes y los mas utilizados siguen teniendo buenas
caracteristicas son incapaces aun de erradicar por completo la infeccion bacteriana
debido a la incapacidad de poder transportarlos a lugares nanométricos del sistema
de conductos, no pueden acceder por completo a los tubulos dentinarios. Las
nanoparticulas estdn brindando oportunidades prometedoras para poder
complementar e incluso superar a los irrigantes actuales en un futuro no muy lejano.
Aun cuando son prometedoras el principal problema es el tiempo de contacto
prolongado que se requiere y su toxicidad a concentraciones no controladas (11).

Las nanoparticulas metéalicas proporcionan ventaja antimicrobiana especialmente
contra el biofilm cuando se trata una infeccion en el sistema de conductos. Los
selladores forman parte importante de la obturacion y una de las cualidades que
poseen algunos es su capacidad antibacteriana también, es por eso que se ha
evaluado también su eficacia en conjunto con algunas nanoparticulas, las ZnONp
(nanoparticulas de 6xido de zinc) junto con el sellador de Grossman a diferentes
concentraciones y en diferentes cantidades, ademas de potencializar su capacidad
antibiofilm, se buscaba obtener una mejor consistencia en la mezcla del cemento,
gue no afectara sus propiedades y que las mejorara. Las ZnONp disminuyeron el
tiempo de fraguado y mejoraron los cambios dimensionales del sellador

potencializando sus propiedades (18).

Otras nanoparticulas evaluadas en la actualidad son las de 6xido de hierro, que se
utilizan en la medicina como agentes de contraste en la resonancia magnética
debido a su biocompatibilidad. Se ha demostrado que estas NPs tienen potentes
propiedades antibiofilm sin efectos nocivos, donde se evaluaron los tubulos
dentinarios después de ser sometidos a irrigacibn con estas NPs y podian
apreciarse limpios y sin obstrucciones. En los resultados se mostraba la unién de
las NPs a la superficie bacteriana que indicaba viabilidad para utilizarlas en el

tratamiento de endodoncia (11).
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2.4.1.1 Nanoparticulas de quitosano

Actualmente en multiples estudios se han evaluado diferentes tipos de
nanoparticulas prometedoras para la implementacion como irrigante en endodoncia,
algunas de estas en combinacion con otros materiales que potencializan su eficacia
y mejoran sus cualidades. El quitosano es uno de esos materiales que proveen a
las nanoparticulas caracteristicas especificas que prometen superar a algunos otros
(18).

El quitosano es un polimero natural proveniente de la quitina, es el segundo material
mas abundante en la Tierra. Es un componente de las paredes de los crustaceos.
Su descubrimiento data del afio 1811 por Henri Braconnot, sin embargo, no fue
hasta 1894 que se introduce el nombre de quitosano por Félix Hopper-Seyler. Es un
material que posee distintas propiedades que lo hace versatil debido a la distribucion
regular y uniforme que tiene en sus enlaces quimicos, es una estructura rigida que

le confiere estabilidad térmica para lograr mayor actividad bioldgica (19).

La quitina pasa por un proceso de desmineralizacion, desproteinizacion y
desacetilacion para obtener el quitosano. Estos procesos le ofrecen al quitosano
cualidades que lo hacen funcional y muy versatil, principalmente su actividad
antifangica y antibacteriana, que son las dos mas importantes en el campo de la

medicina y ahora la odontologia (20).

Las nanoparticulas de quitosano podrian sintetizarse e implementarse utilizando
diferentes métodos segun cual sea el objetivo y su aplicacion. Este material ha
recibido gran exposicion por su capacidad de implementarse en distintas formas sin
perder sus capacidades mas importantes, lo podemos encontrar en nanoparticulas,
capsulas, polvo, geles, andamios, entre otras. Tiene una estructura similar al de la
matriz extracelular y por eso es muy requerido para las construcciones de colageno
(15).

El mecanismo que se describe en la accion de este polimero en las bacterias es por
contacto, se basa en la unién de las nanoparticulas a secciones de la membrana de

las bacterias que estdn cargadas negativamente. En consecuencia, las
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II. INTRODUCCION

nanoparticulas alteran la estructura de las células, las rompen y causan fugas hacia
el citoplasma, que es por donde penetran, interactian con el ADN Y ARN y

destruyen, muchas veces por completo la célula bacteriana (15).

Hoy en dia se reconoce al biofilm como uno de los factores mas complicados a
eliminar en el tratamiento de conductos. Se ha descrito que las NPs de quitosano
como las de 6xido de zinc poseen propiedades antibacterianas que ayudan a la
eliminacion del biofilm evaluando la eficacia del efecto de ambas NPs a largo plazo
incluso después de su envejecimiento. La tasa de destruccion bacteriana depende
de la concentracién de las NPs y el tiempo en que estdn en contacto con las
bacterias. Existe una reduccion significativa en el grosor del biofilm incluso después

del envejecimiento de las nanoparticulas (18).

Ademas de su gran capacidad antibacteriana también se han estudiado diferentes
propiedades de las NPs de quitosano y de oxido de zinc. Se han evaluado en
distintas formas y en combinacion con otros materiales. La combinacion de ambos
materiales para crear una sola nanoparticula puede traer diferentes cualidades o
potencializar las ya presentes. Se ha evaluado la combinacion de NPs de quitosano
con oxido de zinc, ambas por separado y nanoparticulas de 6xido de zinc con
recubrimiento multicapa de quitosano, sin embargo, también se ha evaluado su
interaccion con selladores a base de oxido de zinc. Se ha demostrado que las
nanoparticulas de quitosano no alteran sus caracteristicas y ademas potencializan

su capacidad antibacteriana directa contra la adherencia a E. faecalis (21).

Debido a las caracteristicas favorables de las NPs de quitosano se han evaluado
también en comparacion con otros materiales que prometen tener grandes
caracteristicas también, se ha puesto a prueba la eficacia de estas y del extracto de
propodleo etandlico incorporado en una pasta de hidroxido de calcio para destruir el
biofilm. La mayoria de los estudios se basan en la destruccion de E. faecalis, ya que
es el microorganismo mas persistente en el biofilm en el tratamiento de conductos.
Se ha identificado que en conjunto con la pasta de hidroxido de calcio se logra una

gran reduccién del biofilm y es bastante eficaz la colocacién de las NPs de quitosano
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para destruir bacterias durante los primeros 7 dias e incluso a largo plazo, después
de su envejecimiento (22).

Los protocolos e irrigantes actuales tienen un gran problema, y es que a pesar de
ser muy eficaces no logran inactivar las endotoxinas de las bacterias en las
infecciones radiculares. Las nanoparticulas de quitosano (CSNPs) han sido
evaluadas en conjuncién con nanoparticulas de rosa de bengala (CSRBnps) para
inactivar selectivamente las endotoxinas a través de marcadores, evaluando
ademas agentes antimicrobianos como el Ca(OH)2, CSNPs y azul de metileno. Se
evaluaron directamente en macrofagos para determinar la citotoxicidad a través de
la actividad mitocondrial principalmente. La conjuncion de CSRBnps fueron
completamente no citotoxicos, por lo que causaron la inactivacion de las
endotoxinas y reduccion de marcadores inflamatorios. Por su gran versatilidad el
guitosano se esta posicionando como un gran material capaz de tener respuesta
favorable y potencializarla al mezclarla con otro tipo de materiales y en la diversidad
estudiada hasta ahora se ha obtenido buena respuesta, sin embargo, falta estudiarlo

mas para implementarlo en diversas areas (23).

Los selladores son parte importante del proceso en el tratamiento de conductos, la
obturacion es el paso final de la endodoncia, es donde culmina todo el proceso y en
el que debemos preservar todo lo antes realizado. Agregar nanoparticulas a los
selladores tiene como objetivo mejorar sus caracteristicas, sin embargo, ain no es
claro el proceso y el resultado de la implementacion de estas en los selladores. En
diversos estudios se evalla la capacidad antibacteriana de muchos materiales en
endodoncia contra el E. faecalis. La combinacion de nanoparticulas de quitosano
con clorhexidina ha mostrado hasta un 55% mas efectividad y capacidad
antimicronbiana. El mezclar CsNPs-Chx con selladores como AH plus y Tubliseal
podrian utilizarse para el control de la infeccibn endodéntica. Todos los selladores
tienen buenas propiedades antibacterianas, sin embargo, su eficacia mejord

agregandole CsNPs (24).

Agregas CsNPs a un sellador ademas de potencializar su capacidad antimicrobiana
también ha potencializado su capacidad de penetracion en los tibulos dentinarios,
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sin embargo, esta caracteristica no es la cualidad principal de las CsNPs y al
momento de obtener resultados otras sustancias, como el EDTA por si solo, son
capaces de lograr una mejor permeabilidad que la realizada por las nanopatrticulas
de quitosano. Se recomienda el uso de las CsNPs como irrigante de conductos, sin
embargo, aun hay pocos estudios y la evaluacion en cuanto a penetracion del
sellador implementandolas estd mas atrasada (25).

El efecto sinérgico que tienen las CsNPs con otros medicamentos o nanoparticulas
es objeto de estudio ademas de su potencial antimicrobiano. Su capacidad
antifingica no se debe dejar pasar, ya que es otra de sus caracteristicas importantes
y estd demostrado que son altamente activas contra Candida albicans. Una sinergia
bien elegida es con las nanoparticulas de aceite de oliva osonizadas, en donde se
muestra que son hasta ocho veces mas potentes contra el E. faecalis y
Streptococcus mutans. Por lo tanto, la sinergia con algunas otras NPs puede llegar
a ser exitosa para erradicar biofilm maduro, de diferentes especies y actuar de

manera mas potente y segura (26).

Para la evaluacion de las CsNPs es importante el tipo de estudio en que se miden,
ya que se ha demostrado que el desarrollo del biofiim se desarrolla de forma
diferente en un entorno natural a la formada en un ambiente in vitro. La
recontaminacion del sistema de conductos es un indicador de que el paciente
necesita un retratamiento, y comunmente nos enfrentamos a estos tratamientos en
donde han pasado afios y ya existe una recontaminacion y recolonizacion
bacteriana. Tanto el EDTA como el NaCOIl son buenos irrigantes y tienen sus
consideraciones. El tratamiento Unicamente con estos irrigantes por separado no
nos puede asegurar una completa desinfeccion. Pero si se unen las CsNPs a estos
dos irrigantes comunes, el resultado es la interferencia del quitosano con la

adhesion bacteriana (27).

En otros estudios se ha evaluado la capacidad de formacién de biofilm dentro de la
interfaz dentina-sellador utilizando selladores con CsNPs en donde se demuestra
gue su capacidad antibacteriana ademas de inhibidora es completamente funcional
(11).
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El quitosano esta cobrando gran fuerza en el area de la endodoncia, al ser un
material tan versatil es que se puede evaluar en diferentes formas y con diferentes
materiales en conjuncidn, con otro tipo de nanoparticulas y con otro tipo de técnicas.
Se pretende en un futuro evaluar mas estos métodos para crear una presentacion
ideal de las CsNPs e implementarlas en el mercado y al alcance de todos los

odontdlogos (24).
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[1l. JUSTIFICACION

ll.  JUSTIFICACION

Las nanoparticulas de quitosano han sido implementadas en distintas areas en
donde su eficacia va en ascenso. Debido a la versatilidad de este polimero y a las
cualidades que tiene al ser sintetizado en nanoparticulas: su tamafo, gran area de
superficie, pero sobre todo capacidad antibacteriana, se pretende evaluar su
citotoxicidad con el objetivo de superar las cualidades que nos ofrece actualmente
el hipoclorito de sodio y tener otra opcion a elegir como solucion irrigante en el

tratamiento de conductos.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La irrigacion en endodoncia es el paso mas importante en el tratamiento de
conductos en donde el hipoclorito de sodio es el irrigante mas utilizado actualmente,
sin embargo, no cumple con todos los estandares que lo hagan la solucion ideal, su
principal problema es su grado de toxicidad. Por esto resulta de gran importancia la
investigacion para la futura implementacion de una solucibn que mejore y
potencialice las caracteristicas de un irrigante ideal aprovechando la nanotecnologia
por tratarse del complejo sistema de conductos radicular.
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V. HIPOTESIS

IV. HIPOTESIS

5.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

Las nanoparticulas de quitosano presentan un nivel de viabilidad celular del 100 a
75 % (1SO 10993) para fibroblastos L929, son no citotoxicas y pueden ser

implementadas como irrigante en el tratamiento de conductos.

5.2 HIPOTESIS NULA

Las nanoparticulas de quitosano presentan un nivel de viabilidad celular por debajo
del 50% (1SO 10993) para fibroblastos L929, son ligeramente citotoxicas y deben
evaluarse nuevamente para verificar si pueden ser implementadas como irrigante

para el tratamiento de conductos.

19



VII. OBJETIVOS

V. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la citotoxicidad de las nanoparticulas de quitosano al 0.1% mediante el

ensayo MTT.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar las nanoparticulas de quitosano, mediante el método de gelacion iénica.

2. Caracterizar las nanoparticulas de quitosano de bajo peso molecular mediante
dispersion de luz dinamica, para verificar su tamafo, dispersion de tamafio y

potencial Zeta.

3. Evaluar in vitro la citotoxicidad de las nanoparticulas de quitosano al 0.1% en
fibroblastos L929 mediante el método MTT.
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VII. VARIABLES

VIl. VARIABLES

7.1 VARIABLE DEPENDIENTE

Porcentaje de viabilidad celular para fibroblastos L929.

7.2 VARIABLE INDEPENDIENTE

Concentracion de solucion de nanoparticulas de quitosano.

7.3 OPERACION DE VARIABLES

Se determinara la viabilidad celular de fibroblastos L929 para evaluar la citotoxicidad
de las nanoparticulas de quitosano a través de la prueba MTT basada en la
reduccion del bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazdlico. El nivel de
citotoxicidad sera medido con base en la clasificacion de citotoxicidad para la

viabilidad celular por la norma ISO 10993.
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VIll. MATERIALES Y METODOS

8.1 TIPO DE ESTUDIO

Este tipo de estudio es correlacional debido a que se pretende evaluar el
comportamiento de las nanoparticulas de quitosano sobre fibroblastos L929
relacionando la cantidad de formazan formado con la proliferacion y supervivencia
celular (28).

8.2 UNIVERSO DE ESTUDIO

Los extractos preparados adecuadamente se colocaron en los pocillos de la placa
de predilucion (placa de 96 pocillos) de acuerdo con el protocolo para la distribucion
de muestras de prueba. Muy a menudo, tres extractos en distribucion horizontal en
un nimero adecuado de dilucion — 10, se prueban en una microplaca. Las filas mas
altas y bajas constituyen una barrera celular y la primera columna se deja libre como
un valor cero para el lector. Las células liberadas (fibroblastos L929) llevadas al
estado de suspension con una indicacion precisa de su cantidad se agregan a la

segunda placa (placa de prueba) (29,30).

8.3 MATERIALES E INTRUMENTOS

Se realiz6é un conteo celular de fibroblastos L929 previamente cultivados en DMEM
(GIBCO, Grand lIsland, NY) en el laboratorio y la cuantificacion por medio de la
camara de Neubauer (Marienfeld Superior, Alemania). Se procedio a realizar la
inoculacién de las nanoparticulas una vez determinada su concentracion por medio
de una balanza analitica (Eppendorf, Alemania). Se preparo el reactivo sal de MTT
y se agrego a los pocillos de la placa de 98 pocillos. Posterior a esto se mantiene
en observacion bajo el microscopio para observar la cantidad de formazan
producido y medir la absorbancia en un lector de placas (Synergy HT, Bio-Tek, USA)

para verificar la proliferacion y supervivencia celular de los fibroblastos.
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8.4 METODOLOGIA

8.4.1 Cultivo celular de fibroblastos L929

Para el cultivo celular se realiz6 el descongelado de los fibroblastos introduciendo
los contenedores que se encontraban a -80 °C en agua destilada a 37 °C para
introducirlos después en un microtubo hasta terminar su descongelado. Después
fueron incubados a 37 °C con 5% CO2 durante 24 horas. Los fibroblastos fueron
cultivados y colocados en botellas de cultivo de 75 cm? (Corning, Inc., NY) hasta

tener un 80% minimo de confluencia para posteriormente subcultivarlos.

8.4.1.1 Subcultivo celular

Para realizar el subcultivo los fibroblastos se despegaron de las botellas de cultivo
agregandoles 0.05% de tripsina/EDTA (GIBCO, Invitrogen, Grand Island, NY) y fue
centrifugada por 3 minutos a 1,500 rpm. Del sobrante fue desechado y el pellet
celular fue resuspendido en un medio fresco de 5 mL. Posteriormente se realizo el

conteo celular utilizando la camara de Neubauer (Marienfeld Superior, Alemania).

8.4.2 Inoculacién de las nanoparticulas

Las nanoparticulas dispuestas en polvo como vehiculo para su inoculacion, se
redispersaron en DMEM (GIBCO, Grand Island, NY) y se inocularon a diferentes
concentraciones para un ensayo de dosis-respuesta. Dispuestas en una placa con
96 pocillos se agrego a la columna 12 100 pL de medio de cultivo mas 100 pL de
NPs dandonos un total de 200 pL. Después se tomaron 100 pL y se pipete6 en 3
ocasiones para lograr una distribucion homogénea. Después se agregaron 100 pL
a la columna 11 y se pipete6 en 3 ocasiones. Se realiz6 el mismo paso hasta llegar
a la columna 2, puesto que a la columna 1 no se le agregaron NPs ya que
correspondié al grupo control de 100% células viables. Por ultimo, se realiz6 una
incubacion durante 24 h a 37 °C con 5% de CO..
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8.4.3 Ensayo MTT

El potencial citotdxico de las NPs fue evaluado con base en la norma ISO 10993-
5:2009 (Organizacion Internacional de Estandarizacion) usando el ensayo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO,USA).

Se prepararon 0.2 mg/mL de sal de MTT disuelto en DMEM suplementado y la sal
MTT se disolvid por medio de agitacion hasta observar el reactivo disuelto por
completo. Posteriormente el medio de cultivo es aspirado con ayuda de una
micropipeta. Después de agregaron 100 yL de MTT a cada pocillo de los 96
previamente dispuestos en la placa y se dejaron incubar de 4-7 h a 37°C, 5% CO:
y 95% de humedad.

Mientras se cumplia el tiempo de incubacion de los pocillos se superviso a través
del microscopio la formacién de cristales de formazan hasta formarse un precipitado
de color morado para posteriormente disolverlo en el medio de cultivo al eliminar la
sal MTT agregando 100 pL de isopropanol (TECSIQUIM, TSQ, Iztacalco, Ciudad de
México) a cada pozo. Y se agregaron 100 pL de dimetil sulfoxido (DMSO). La placa
con 96 pocillo se introdujo en un lector de microplaca (Synergy HT, Bio-Tek.
Vermont, USA) con agitacién por 10 segundos y después se realiz6 la lectura de

absorbancia a 570 nm.

La prueba se realiz6 en tres ocasiones para obtener resultados mas exactos y lo

mas estandarizados posible.

8.5 ANALISIS ESTADISTICO

Una vez que se obtuvieron las lecturas de absorbancia se procedio a calcular la

viabilidad celular a través de una férmula:

Concentracion = Numero de células / Volumen en mL (1)
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Se calculé el promedio y la desviacion estandar al igual que se identifico el nivel de
citotoxicidad con base en la norma ISO 10993 donde se destacan los porcentajes

de viabilidad celular:

100-75%: No citotdxico

74-50%: Ligeramente citotoxico
49-25% Moderadamente citotoxico
24-0%: Extremadamente citotoxico

En caso de que las NPs reduzcan por debajo del 50% se calculara la concentracion
citotoxica media (CC50)

Los datos fueron analizados con pruebas de Shapiro—Wilk, pruebas paramétricas y

en caso de ser necesario con pruebas no paramétricas.

Las pruebas deben realizarse 3 veces para tener comparacion con el grupo control
y poder comparar y graficar. Cuando se obtienen las lecturas fotométricas se
calculan desviaciones estandar y porcentajes. De cada triplicado se realizara un
comparativo entre la dosis de manera pareada para obtener valor de p y determinar

si hay diferencias significativas o no.
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