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Figura 1. Antibiograma por difusion de disco. AgNPs sintetizadas con 0.001M de AgNO? sobre Enterococcus
faecalis. Se utilizaron cinco concentraciones diferentes de AgNPs con agua destilada: 1:10%, 1:102, 1:10°3, 1:10°

4y 1:10° pg/ml.

Figura 2. Antibiograma por difusion de disco. Chitosan 448869 sobre Enterococcus faecalis. Se utilizaron cinco
concentraciones diferentes de Chitosan con solucion salina estéril: 1:10%, 1:102, 1:103, 1:10*y 1:10° pug/ml.

Figura 3. Antibiograma por difusion de disco, AgNPs sintetizadas con 0.001M de AgNO3 y Chitosan 448869
sobre Enterococcus faecalis.



RESUMEN

Actualmente los nanomateriales representan un area de aplicacién prometedora en la Odontologia, utilizados para
el diagnostico, la prevencion y el tratamiento de enfermedades de la mucosa bucal, estructuras 6seas y dentales;
gracias a sus grandes propiedades de biocompatibilidad, biodegradabilidad, baja toxicidad y gran potencial
antimicrobiano. Asimismo, Enterococcus faecalis (E. Faecalis), considerado un microorganismo patdgeno
resistente a la penetracion de agentes antibacterianos comunes, capaz de sobrevivir en ambientes extremos,
presente comunmente en los casos de reinfeccion endoddntica. El objetivo fue evaluar el efecto bactericida de las
nanoparticulas de plata (AgNP’s) y quitosano sobre E. faecalis. Se realizd un estudio in vitro de cultivos
liofilizados de la cepa bacteriana E. faecalis (ATCC- 29212), en medio agar soya tripcaseina utilizando diferentes
diluciones de quitosano y nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de extracto acuoso de mangifera caesia jack
ex wall (mango ataulfo), se realizd la prueba de susceptibilidad bacteriana en los grupos de AgNP’s, y su
combinacion con quitosano. Se encontrd que el extracto acuoso de mango es eficaz en la obtencidn de
nanoparticulas de plata, utilizando concentraciones de Nitrato de plata (AgNO3) de 0.001 M, con una completa
sintesis bioldgica y ecoldgica. Las nanoparticulas de plata (AgNP’s) y quitosano mostraron actividad bactericida
directamente proporcional al aumento de concentracién, su mayor efecto bactericida a concentracién de 1:10

pg/ml, esto sugerido por la zona de inhibicion en los discos.



| INTRODUCCION

La nanotecnologia es la comprension y el control de la materia en dimensiones de entre aproximadamente 1y
100 nanometros, donde se pueden alcanzar fendmenos Unicos para aplicaciones novedosas. Las nanoparticulas
que tienen actividad antimicrobiana han recibido atencion dentro de muchos campos, incluyendo la medicina y
odontologia. Esta actividad se atribuye a al tamafio y la relacion superficie-volumen de las particulas, que son
combinadas con polimeros para proveer una variedad de aplicaciones antimicrobianas y antiadherente dentro de
la cavidad oral. Ciertos nanomateriales muestran la capacidad de controlar biofilms orales, de los cuales, las

AgNP’s son las mas efectivas contra los patdgenos orales (1)

Una de las teorias mas aceptadas, con respecto al mecanismo de accién del efecto bactericida de las nanoparticulas
de plata es que se une a las proteinas de membrana bacterianas, causando cambios estructurales en membranas
intracelulares y nucleares, lo que lleva a la distorsion celular, interrupcion de la respiracion celular y la

desnaturalizacion de ADN conduciendo a la apoptosis. (2)

Los microorganismos patdgenos son los responsables de muchas enfermedades infecciosas a nivel mundial, de
las cuales, las enfermedades bucales representan un alto porcentaje siendo un problema que afecta a la poblacion.
E. faecalis microorganismo que se incluye dentro de las bacterias prioritarias para la investigacion y desarrollo de

nuevos antimicrobianos considerada por la OMS como de prioridad elevada. (3)

Debido a que muchos de los procesos para la sintesis de nanoparticulas metalicas utilizan procesos costosos o
generan subproductos toxicos para el medio ambiente. Se opta por utilizar sintesis bioldgica, creada por la agencia
de proteccion ambiental de E.U.A hace dos décadas, debido a la creciente demanda de procesos mas sostenibles
y amigables con él medio ambiente. La biotecnologia facilita la obtencion de nanomateriales que cumplan su
funcion, buscando el aumento de la eficiencia y reduccion de costos, fusionando materiales de origen bioldgico

y no bioldgico a nivel nanomeétrico. (4)

Este documento se divide en dos secciones, en la primera seccion se describen las generalidades, propiedades y
mecanismo de accion de las nanoparticulas de plata y quitosano, asi como sus antecedentes, planteamiento del
problema y justificacion, en la segunda seccion incluye la metodologia utilizada y los resultados obtenidos,

discusion, asi como la conclusion de este proyecto.



Il ANTECEDENTES
2.1 Generalidades

Infecciones persistentes, un problema emergente en salud publica.
La introduccion de los antibidticos en la préctica clinica representd una de las intervenciones mas importantes

para el control de las enfermedades infecciosas. Los antibidticos han salvado millones de vidas y también han
supuesto una revolucién en la medicina. Sin embargo, una amenaza creciente ha deteriorado la eficacia de estos
farmacos, la resistencia bacteriana a los antibioticos, que se define aqui como la capacidad de las bacterias para
sobrevivir en concentraciones de antibidticos que inhiben/matan a otras de la misma especie. (5,6)

La Organizacion Mundial de la Salud define a la resistencia a los antimicrobianos como “la resistencia de un
microorganismo a un medicamento antimicrobiano al que originalmente era vulnerable”, esto se ha vuelto un
grave problema de salud publica en todo el mundo, ya que los antibidticos se vuelven ineficaces con consecuente
persistencia de los agentes bacterianos en el organismo, lo que incrementa el riesgo de propagacion de la
infeccion, ademas de complicar el estado de salud del portador, sin dejar de lado el importante incremento de los
costos del proceso de atencion médica que se brinda a los usuarios, ya que se eleva en numero y duracion las

hospitalizaciones, asi como la necesidad de tratamientos cada vez mas agresivos, invasivos y costosos. (7,8)

Patdgenos prioritarios para la investigacion y desarrollo de nuevos antimicrobianos

Enterococcus faecalis.
Bacteria inmoévil, anaerobia facultativa, capaz de sobrevivir en ambientes extremos que incluyen pH altamente

alcalino de 9,6 y elevadas concentraciones de sal. Habitan en el interior del tracto gastrointestinal, genitourinario
y en la saliva. Dentro del género Enterococcus se ha dado un nuevo enfoque y se ha propuesto el término
«enterococos y estreptococos intestinales» refiriéndose a las bacterias indicadoras de contaminacion fecal. Entre
éstas se encuentra el grupo Enterococcus faecalis (E. faecalis). (9)

Tiene la capacidad de adaptarse para sobrevivir en entornos hostiles y formar biopeliculas, habita en el interior
del tracto gastrointestinal, pueden encontrarse también en el tracto genitourinario y en la saliva, es capaz de vivir
en un pH alcalino extremo. Estas capacidades hacen E. faecalis resistente en su eliminacion. Por otro lado, las
nanoparticulas han demostrado propiedades antimicrobianas de amplio espectro, debido a su pequefio tamafio y
buena capacidad antibiopelicula. (10)

Permitir el desarrollo de nuevas estrategias para reducir su produccién y, en consecuencia, mejorar los enfoques

terapéuticos. (11)



Reinfecciones endoddnticas: Microbiota asociada al fracaso endoddntico
La principal razon del fracaso endodontico es la presencia de algunas especies de bacterias dentro del sistema de

conductos radiculares. Algunas bacterias son mas resistentes a los agentes desinfectantes, provocando una
infeccion intrarradicular o extrarradicular persistente. Existen también otros factores, como obturacion deficiente,

sellado coronal inadecuado (filtraciones) y conductos no tratados (canales omitidos). (12)

Soluciones actuales.
Uno de los avances médicos méas importantes del siglo XX, es la terapia antibiotica; sin embargo, la propagacion

de la resistencia en los entornos sanitarios y en la comunidad amenaza los enormes logros conseguidos gracias a
la disponibilidad de la terapia antibidtica. Las infecciones causadas por bacterias resistentes provocan tasas de
resultados adversos hasta dos veces superiores a las de infecciones similares causadas por cepas sensibles. Estos
resultados adversos pueden ser clinicos o econémicos y reflejan principalmente el fracaso o el retraso del
tratamiento antibiotico. La magnitud de estos resultados adversos sera mas pronunciada a medida que aumente la
gravedad de la enfermedad, la virulencia de la cepa o la vulnerabilidad del huésped. Las repercusiones negativas
de la resistencia a los antibiéticos pueden medirse a nivel del paciente por el aumento de la morbilidad y la
mortalidad, a nivel de la asistencia sanitaria por el aumento de la utilizacion de recursos, el aumento de los costes
y la reduccion de la actividad hospitalaria y a nivel de la sociedad por las directrices de tratamiento antibiotico

que favorecen una terapia empirica de espectro cada vez mas amplio. (13,14)

Soluciones alternativas: Nanotecnologia
La nanotecnologia surge en la segunda mitad del siglo XX. Representando un area de investigacion en expansion,

que involucra estructuras, dispositivos y sistemas con propiedades y funciones novedosas debido a la disposicion
de sus atomos en la escala de 1-100 nm. Cabe destacar que en los Gltimos afios la nanotecnologia se ha aplicado
a la salud humana con resultados prometedores, especialmente en el campo del tratamiento del cancer. Sus
dimensiones nanométricas, alta energia superficial y densidad de carga permiten a las nanoparticulas atravesar la
membrana celular, penetrando facilmente en una célula patégena y asi inducir su muerte. (15)

Se le han encontrado aplicaciones en biomedicina, electronica, energia, medio ambiente, alimentos,
fotoelectronica, industria textil, automovilistica, construccidn, entre otros. Un area de aplicacién prometedora de
los nanomateriales compuestos es la medicina, incluida la odontologia, en la que se utilizan para el diagnostico,
prevencion y el tratamiento de enfermedades de la mucosa bucal y los tejidos duros de la cavidad oral. Estos
materiales pueden reproducir las propiedades mecanicas, fisicoquimicas y estéticas de los tejidos duros de los
dientes y, a menudo, los superan en caracteristicas de resistencia. Se pueden realizar restauraciones dentales con
buenas caracteristicas estéticas, idénticas a las de los tejidos dentarios duros, ya que poseen mejores propiedades
Opticas. La disminucion de la accién microbiana en los érganos de la cavidad bucal es un tema importante en la

prevencion y el tratamiento de enfermedades bucales. (16)



Actualmente el uso de la nanotecnologia en el area de salud ha dado pie al desarrollo de nuevas posibilidades en
medicina y en odontologia, siendo ahora mas comun su uso, esta nanotecnologia es aplicada principalmente en
nuevas técnicas que buscan aliviar el dolor. La aplicacion de la nanotecnologia en el campo de las ciencias de la
salud, ofrece el potencial para estudiar sistemas bioldgicos a nanoescala, y para resolver problemas meédicos que

afectan a millones de pacientes en todo el mundo. (17)

Nanoparticulas en Odontologia
Recientemente se ha introducido en la Odontologia; el uso de las nanoparticulas, que permite diagnosticar, tratar

y prevenir enfermedades, dando resultados beneficiosos gracias a sus grandes propiedades de biocompatibilidad,
biodegradabilidad, baja toxicidad y gran potencial antimicrobiano. Se ha introducido el uso de nanoparticulas
principalmente a base de plata en diferentes materiales con el fin de mejorar sus propiedades, ya que es bien
sabido que la plata tiene efectos antibacterianos y por ello al ser aplicado en materiales de uso odontoldgico

ayudan a que estos, tengan mejores propiedades y resultados. (18)

Nanoparticulas de plata
Nanoparticulas metalicas biocompatibles de forma esférica con un tamafio controlable en el rango de 3 a 35 nm.

Se pueden sintetizar a partir de una variedad de técnicas que incluyen rutas fisicas, quimicas y bioldgicas. Se han
utilizado ampliamente como nanomateriales para la fabricacién de productos cosméticos y sanitarios, textiles
antimicrobianos, apositos para heridas, farmacos antitumorales, etc. debido a sus excelentes propiedades

antimicrobianas. También han demostrado una propiedad antibacteriana eficaz contra E. faecalis. (19)

Mecanismos de accion.
Existen algunas teorias sobre su mecanismo de accién. La primera teoria es que las nanoparticulas de plata tienen

la capacidad de anclarse e introducirse a la pared celular, causando cambios estructurales en la membrana, como
su permeabilidad, provocando su muerte. La formacion de radicales libres por las nanoparticulas es considerado
otro mecanismo. que demuestran que estos radicales tienen la habilidad de dafiar la membrana celular, haciéndola
porosa, lo que lleva a la muerte celular. También se ha propuesto que puede existir una liberacion de iones de

plata por las nanoparticulas, y estos pueden interactuar con varias enzimas vitales e inactivarlas. (20,21)



Toxicidad de las nanoparticulas de plata
La toxicidad esta determinada por la via de exposicion, absorcion, transporte, distribucién, acumulacién en el

organismoy el tipo de mecanismo de entrada a nivel celular. Cuando las nanoparticulas de plata son administradas
por contacto dérmico, via oral, inhalacion o circulacion sanguinea, pueden tener un nivel de toxicidad que depende
de los iones de plata liberados, el tamafio, forma, solubilidad, la carga superficial y el estado de aglomeracién que
tengan. La toxicidad de las nanoparticulas de plata afecta principalmente a la mitocondria, ya que induce a la
liberacion mitocondrial del citocromo C al citosol, ademas provocan la pérdida del potencial de membrana

mitocondrial dando como resultado la activacién de la via intrinseca de apoptosis. (22)

Métodos de sintesis de nanoparticulas de plata

Sintesis bioldgica y su papel en la sintesis de nanoparticulas de plata
La tactica emergente de la valorizacion de desechos de frutas es una estrategia para minimizar la dependencia de

solventes toxicos y productos quimicos cominmente utilizados en la preparacién de nanoparticulas de plata
(AgNP’s). Proceso interesante y sostenible que implica la reduccién de iones de plata a escala nanométrica

utilizando extractos de materiales organicos como agentes reductores y estabilizadores. (23)

La sintesis biologica de nanoparticulas es un método eficaz para la sintesis de nanoparticulas utilizando
microorganismos, plantas o sus extractos y también con ciertas biomoléculas. Lo que representa una alternativa
limpia, no toxica, amigable con el medio ambiente y que sobrepasa en la mayoria de las veces a otros métodos de
sintesis como los fisicos o los quimicos tradicionales en cuanto a costo, cantidad y calidad de las nanoparticulas
obtenidas. En la actualidad el uso de plantas o sus extractos ha captado la atencion ya que en algunos estudios se
ha demostrado que son buenos agentes reductores y estabilizantes. Estos evitan efectos no deseados como la
agregacion en soluciones acuosas y prolongan la vida Gtil de las nanoparticulas, ademas de ser amigables con el
medio ambiente, no tdxicos y de facil implementacion. (24)

Ademas, el uso de extractos de plantas para este proposito es potencialmente ventajoso sobre el uso de
microorganismos debido a la facilidad de mejora, un proceso menos peligroso y sin mantenimiento de cultivos
celulares. Diversos metabolitos vegetales, incluidos terpenoides, polifenoles, azlcares, alcaloides, los acidos
fenolicos y las proteinas juegan un papel importante en la bioreduccion de iones metalicos, produciendo

nanoparticulas. (25)



Quitosano
Uno de los grandes retos de la biomedicina actual, es desarrollar y evaluar nuevos biomateriales que permitan

transportar al tejido blanco moléculas con aplicacion terapéutica. Los polimeros naturales o biopolimeros,
constituyen un grupo de biomoléculas que estan siendo ampliamente estudiadas con ese objetivo. Sin embargo
aunque existe una gran variedad de ellos, el quitosano ha destacado y despertado el interés de diversos grupos de
investigacion. El quitosano es un polisacérido de origen natural derivado de la desacetilacion alcalina de la quitina,
presente en los caparazones de los crustaceos, formado por N-acetil-D glucosamina y D-glucosamina. (26)

La quitina también puede presentarse en ciertos hongos de la familia Mucoracea y en levaduras, formando parte
de su pared celular. Se ha encontrado que no tiene respuesta antigénica e incluso tiene propiedades
antiinflamatorias. El efecto hemostatico del quitosano también es una caracteristica importante, principalmente
porque puede inducir la adhesion y agregacion plaquetaria y activar la coagulacion sanguinea endogena. El
quitosano también puede controlar el sangrado mediante la adsorcién de plasma y la coagulacién de glébulos
rojos. Es uno de los biopolimeros que, por su capacidad de asociarse, encapsular y proteger al ADN, puede ser
utilizado como un vehiculo para la liberacién de farmacos. (27)

Debido a que el quitosano tiene biodegradabilidad, biocompatibilidad, propiedades hidrofilicas, antimicrobianas,
actividad bioldgica y otras propiedades, y tiene diferentes formas de procesamiento (solucién, mezcla, esponja,
pelicula, gel, pasta, tableta, microesferas y microparticulas, etc.), tiene muchas aplicaciones biomédicas, incluida
la cicatrizacion eficaz de heridas, la regeneracién de tejidos, la regeneracion 6sea, etc. Dado que proviene de

recursos naturales y renovables, no solo es un biopolimero natural econémico, sino también rentable. (28,29)

2.2 Antecedentes del problema
Enterococcus faecalis: Principal patdgeno asociado al fracaso endodéntico

Es esencial eliminar todos los tejidos pulpares, restos dentinarios y microorganismos viables del sistema de
conductos radiculares durante el tratamiento de endodoncia. Dado que las bacterias y sus subproductos son los
factores causantes de la inflamacion pulpar y perirradicular, su eliminacion es vital para un tratamiento de
endodoncia exitoso. No eliminarlos eficazmente podria provocar una inflamacién persistente y un deterioro de la
curacion. Aunque la instrumentacion e irrigacion adecuada del conducto, pueden disminuir la cantidad de

bacterias, no pueden eliminar por completo algunas bacterias multirresistentes del conducto radicular. (30,31)

2.3 Planteamiento del problema

Hoy dia, se postula que la verdadera causa de fracaso de muchos tratamientos aparentemente correctos es
la permanencia de bacterias. Enterococcus faecalis (E. faecalis), microorganismo patdgeno resistente a la
penetracidn de agentes antibacterianos comunes que representa un reto no solo en infecciones cronicas en
el &rea médica, sino también en el area odontoldgica; a pesar de los diversas técnicas asépticas y métodos
terapéuticos. (32)



La nanotecnologia aplicada en la salud ha representado un gran avance en la medicina y también en las
diferentes areas de la odontologia donde ha tenido un gran impacto ya que ha revolucionado la forma en
que se realizan los tratamientos cotidianos, mezclando diversas areas de estudio con un mismo fin,la
aplicacion de nanoparticulas para mejorar las propiedades de los materiales dentales,incrementando su
eficacia para asi obtener mejores resultados después de su aplicacion. Se necesitan mas estudios clinicos
para conocer sus beneficios y lo que implica su uso para brindar una mejor calidad del tratamiento en este

campo innovador. (33)

Asimismo, el quitosano es un biopolimero, usado como alternativa para aplicaciones quirdrgicas debido a
su biocompatibilidad y biodegradabilidad. Algunos de sus propiedades incluyen el uso de quitosano como
material adhesivo y antimicrobiano, como agente hemostéatico, asi como para la reparacion tisular. Se han
desarrollado polimeros modificados a base de quitosano para brindar beneficios adicionales a estos

materiales. (34)

El amplio campo de aplicaciones de los materiales que contienen nanoparticulas de plata en Odontologia se
debe a su accion antiinflamatoria y capacidad no solo para dotar a los materiales dentales de propiedades

antibacterianas y antifungicas, sino también para mejorar sus propiedades mecanicas. (35)

A lo largo de la historia, la plata se ha utilizado continuamente en medicina por sus propiedades
antibacterianas.Ahora se encuentra integrada en ropa y telas, acero quirdrgico, desodorantes, pasta de
dientes, juguetes, humidificadores y mucho mas; Se utiliza para retrasar el crecimiento de bacterias no
deseadas. A pesar de esto existe poca informacion sobre el efecto de la combinacion de ambos
nanomateriales contra E. Faecalis. Se han realizado estudios sobre su actividad de manera aislada, contra

algunos microorganismos que han demostrado resistencia bacteriana. (36)

En el presente trabajo las nanoparticulas fueron administradas a diferentes concentraciones, de manera

aislada y en combinacidn. Se evaluo su efecto bactericida en cultivos de cepas liofilizadas de E. faecalis.

¢La combinacion de las nanoparticulas de plata y quitosano tendra un efecto bactericida contra Enterococcus
faecalis?



111 JUSTIFICACION

En la actualidad los tratamientos utilizados para combatir patdgenos multirresistentes tienen algunas
desventajas. Por ejemplo, existen tratamientos odontoldgicos, quirdrgicos, antimicrobianos y todos los
anteriores combinados, que generalmente no son efectivos, son econémicamente elevados y los procesos
de sanacion son mas lentos. Dentro de los tratamientos antimicrobianos mas utilizados, se encuentran los
antibidticos que generan en los microorganismos resistencia a los mismos debido a su mala administracion

y agravan el problema, por lo que se requiere desarrollar una alternativa que minimice el problema.

Este proyecto es innovador porque a partir de él se pretende reducir de manera importante la incidencia de
las infecciones asociadas a E. faecalis en preserva y mejora de la salud publica utilizando herramientas y

conocimientos moleculares.

Las investigaciones actuales en el mundo se han enfocado en realizar estudios de los nanomateriales
antimicrobianos contra hongos y bacterias en el area médica, dejando un modelo de investigacion emergente en
la Odontologia, existiendo escasa informacion. Por lo cual, a partir de este proyecto se aspira introducir nuevos
materiales dentales con mayor eficacia y capacidad de penetracién ademas de mejorar su biodisponibilidad. Por
lo que se requiere seguir profundizando mas sobre la actividad bactericida de estos nanomateriales que han

demostrado propiedades bactericidas.



IV HIPOTESIS

La combinacion de las nanoparticulas de plata con quitosano, tendran un efecto bactericida contra

E. faecalis in vitro.

V OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar la eficacia bactericida de la combinacion de las nanoparticulas de plata y quitosano contra E. faecalis.
1. Determinar la concentracion minima bactericida de las nanoparticulas de plata contra E. faecalis.

5.2 Objetivos especificos
1. Determinar la concentracion minima bactericida de las nanoparticulas de plata contra E. faecalis.
2. Determinar la concentracion minima bactericida del quitosano contra E. faecalis.
3. Evaluar el efecto bactericida de la combinacion de las nanoparticulas de plata y quitosano contra E.
faecalis.

VI MATERIALES Y METODOS

6.1 Contexto de la investigacion

Los experimentos se realizaron en las instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad

Politécnica del Estado de Morelos durante el periodo julio-diciembre 2023.

6.1.1 Tipo y disefio de estudio
Este proyecto de investigacion fue de tipo

Experimental
Cuantitativo

Prospectivo

AR NEEN

Descriptivo

6.2 Seleccion de la poblacion, criterios de inclusion y exclusion

Criterios de Inclusién Criterios de exclusion

Cultivos viables de la cepa ATCC 29212 Cultivos con ausencia de crecimiento de
E. faecalis en agar soya tripcaseina. halo de crecimiento bacteriano.




6.3 Tamafio de muestra y muestreo
Placas agar soya tripcaseina

6.4 Diagrama de disefio experimental

Diseno experimental
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6.5 Definicion de variables (dependientes, independientes)

Tabla 1. Variables

Variable Tipo de variable Definicion conceptual Definicion operacional
Concentracion Independiente Concentracién minima Concentracion minima
minima , Cuantitativa de antimicrobiano bactericida de las
bactericida )

capaz de matar un nanoparticulas de plata y
MBC

99.9% de la poblacién

bacteriana inicial. (37)

quitosano.

Halo de inhibicion | Dependiente,

bacteriana cuantitativo

Areas en torno a un
compuesto antibiotico en el
que las bacterias no pueden

crecer. (38)

Anélisis del efecto bactericida de
las nanoparticulas de plata y
quitosano, de manera aislada y
en conjunto contra bacterias

viables Enterococcus Faecalis.

6.Prueba (principio y procedimiento)

Equipo

Centrifuga de Alta Velocidad Thermo Scientific Sorvall LYNX™ 4000.
Catalogo 75006580, capacidad 4 x 1000 ml (4 L), méax. velocidad 24,000 rpm, refrigerado si, amperaje 30 A,

altura exterior 930 mm, longitud exterior 805 mm, peso neto 283 kg, intervalo de temperatura de — 10 a + 40 °C,

anchura exterior 700 mm. Sistema de accionamiento motor de par de torsion alto, sin escobillas, tecnologia

ecoldgica modo ecoldgico, min. velocidad 500 rpm. Exactitud de temperatura + 2 °c, poder de 200 a 240 V, de

50 a 60 Hz.

Campana de flujo laminar vertical: Modelo CV-1, marca Ecoshel.

Descripcion técnica: Altura de la superficie de trabajo 660 mm, velocidad del flujo de aire promedio de 0.3-0.5

m/s, velocidad del aire ajustable, ventana frontal manual con apertura méxima de 490 mm. Filtro HEPA 99.999%

de eficiencia para 0.3um, pre-filtro de fibra de poliéster, ldampara UV de 20 W con emision a 253.7 nm, luz blanca




por lampara LED de 8 W. Dimensiones internas: 800 x 530 x 540 mm, dimensiones externas: 802 x 650 x 1550
mm, peso bruto:116 kg. Consumo energético 350 W, fuente de alimentacion: CA 110V+10%, 60Hz.
Espectroscopia UV-VIS.

La espectroscopia UV-VIS implica la absorcién de luz ultravioleta / visible por una molécula que causa la
promocion de un electron desde un estado electronico fundamental a un estado electrénico excitado. EI cambio
de un maximo de absorcion hacia una longitud de onda mas larga es llamado cambio batocromatico, sin embargo,
el cambio de un maximo de absorcién hacia la longitud de onda mas corta se llama desplazamiento hipsocrémico.
Se puede utilizar como una herramienta excelente para caracterizar las propiedades de las nanoparticulas
metalicas, en particular el tamafio y concentracién. Esto Gltimo es explicado por la ley de Lambert-Beer que
relaciona la cantidad de radiacion electromagnética absorbida por un analito con la concentracion de este en

solucion. (39)

Espectrofotometro DR 3900™

Descripcion técnica: Modo de funcionamiento Transmitancia (%), absorbancia y concentracion, exploracion
(longitud de onda, tiempo). Fuente de luz: Lleno de gas tungsteno (visible), Sistema dptico: Haz de referencia,
espectral Rango de la longitud de onda 320 a 1100 nm. Exactitud de longitud de onda + 1.5 nm (rango de longitud
de onda de 340 a 900 nm). Reproducibilidad de longitud de onda 0.1 nm, resolucién de longitud de onda 1 nm.
Calibracion de longitud de onda automatica, seleccion de longitud de onda automatica, basada en la seleccion del
método. Ancho de banda espectral 5 nm, rango de medicion fotométrica + 3.0 Abs (rango de longitud de onda de
340 a 900 nm), precisién fotométrica 5 mAbs a 0.0 a 0.5 Abs 1 % a 0.50 a 2.0 Abs. Linearidad fotométrica < 0.5
% a 2 Abs + 0.01 % 2 Abs con vidrio neutro a 546 nm. Luz difusa < 0,1% T a 340 nm con NaNO2, pantalla 7
pulgadas WVGA (800 pix x 480 pix), registrador de datos 2000 valores medidos (Resultados, fecha, hora, ID de

la muestra, ID de usuario).

Reactivos

Los reactivos utilizados para el desarrollo del proyecto fueron: Agar Soya Tripcaseina de la marca Britania con
namero de identificacion, quitosano de la marca Sigma Aldrich con nimero de identificacién 448869, nitrato de
plata (AgNO?3) de la marca Merck millipore con nimero de identificacion 101510 y cepa liofilizada de E. faecalis
ATCC 29212.

Antibiograma
La prueba de susceptibilidad antimicrobiana o antibiograma prueba la capacidad de los agentes antimicrobianos
para inhibir el crecimiento de cepas microbianas, utilizando diferentes métodos, tal como, la difusion de disco.

Este método se basa en un disco de papel de filtro impregnado con una concentracién conocida de un compuesto



antimicrobiano colocado en una placa con agar. Al realizar un antibiograma, se obtiene un crecimiento simultaneo

de la bacteria contra la difusién del compuesto antimicrobiano probando los efectos inhibitorios de este. (40)

Medios de cultivo.

Consta de una solucion o agar que contiene nutrientes necesarios para permitir el crecimiento de
microorganismos, dichos agares y caldos suelen contener nutrientes especificos, utilizandolos segun la naturaleza
de cada microorganismo, permitiendo analizar la presencia de este sobre alguna area o sustancia a analizar como
punto de control. Estos nutrientes especificos suelen sujetarse a la concentracion de monosacéaridos o disacaridos
o algin metabolito especifico, sea organico o inorgdnico que presenta sensibilidad ante la digestion del

microorganismo determinado. (41)



Resultados.

Métodos.
Agente reductor y estabilizador Nanoparticulas de plata (AgNP’s)

La obtencidon de nanoparticulas de plata se realizd por sintesis biolégica utilizando como agente reductor y
estabilizador extracto acuoso de hueso de mango mangifera caesia jack ex wall (mango ataulfo), obtenido del
mercado de Jiutepec, Morelos. Se preparé tomando 200g hueso de mango completamente lavado, cortado en
porciones pequefias. Dichos fragmentos fueron afiadidos a 1L de agua destilada para su calentamiento a 80°C
durante 1 hora. Después la solucion se filtro utilizando una malla metalica con poros de 5 mm. Para clarificar el

filtrado, este se centrifugd a 4000 rpm durante 15 minutos y se recogio el sobrenadante.

Preparacion de soluciones de Nitrato de plata AgNOs.
Se prepard solucion de AgNOsa la concentracion: 0.001 M. equivalente a 0.08488 g de Nitrato de plata, diluidos
en 500ml de agua destilada. La solucion fue almacenada en frasco de vidrio cubierto en su totalidad con papel

aluminio.

Sintesis AgNP’s
En un vaso de precipitado de 50ml cubierto con papel aluminio se colocaron 40 ml de solucion inicial de AgNO3
y un volumen inicial de 1 ml de extracto acuoso de hueso de mango. Posteriormente el vaso fue colocado en una

parrilla de calentamiento con agitacion manteniendo una temperatura de 80°C y agitacién constante por 1 hora.

Lo anterior se repitio bajo las mismas condiciones, cambiando el volumen de extracto por 1 ml, 2 ml, 4 ml'y 6ml.
Al término de cada experimento, se tomd una alicuota de 4 ml para la obtencion de datos por medio de
espectrofotometria de barrido (Espectrofotometro DR 3900™), utilizando un rango de longitud de onda de 700 a
300 nm. Los datos obtenidos fueron graficados utilizando Excel, de Microsoft Office.Subsecuente se eligieron
las condiciones con la cual la obtencién de AgNP’s fue mayor, descartando las pruebas de 1ml.

Purificacion de las AgNP’s.

La solucion obtenida de la sintesis bioldgica fue colocada en frascos especiales para centrifugar las AgNP’s con
el fin de precipitarlas (Centrifuga de Alta Velocidad Thermo Scientific Sorvall LYNX™ 4000). Las condiciones
utilizadas fueron 12,000 rpm por 30 minutos, realizando cuatro lavados con agua destilada. Una vez lavadas, las
AgNP’s se colocaron en crisoles para ser secadas en una estufa a 100°C. Ya secas, se rasparon de las paredes y

fondo del crisol con una espatula. Para separarlas solo se requirié de un mortero con pistilo.



Formulacion de soluciones con AgNP’s.
Se realizaron diluciones para obtener soluciones de AgNP’s a las concentraciones: 1:10%, 1:102, 1:10°%, 1:10%y

1:10°° pg/ml. Dichas soluciones fueron almacenadas en tubos Hatch para su uso en las pruebas microbiolégicas.

Preparacion de quitosano

Se utilizé quitosano (Sigma Aldrich) con nimero de identificacion 448869, se prepard segun las instrucciones del
fabricante. Se realizaron diluciones para obtener soluciones de AgNP’s a las concentraciones: 1:10%, 1:10?, 1:10°
3, 1:10* y 1:10° pg/ml. Dichas soluciones fueron almacenadas en tubos Hatch para su uso en las pruebas

microbioldgicas.

Pruebas microbioldgicas.

Determinacion de la concentracién minima bactericida (MBC). Las concentraciones de las soluciones utilizadas
para las determinaciones de MBC seran diferentes partiendo de la concentracion soluble maxima de los
nanomateriales. Una vez determinada la MBC de cada elemento se procedera a evaluar su efecto bactericida en
conjunto, realizando un reencuentro total de unidades formadoras de colonias.

Reencuentro de unidades formadoras de colonias (UFC): Método de reencuentro en placa, por este método se

determina el namero de microorganismos viables en una muestra en relacion de la UFC/ml.

Obtencion de las cepas.
La bacteria fue comprada en el cepario del Departamento de Biologia de la Facultad de Quimica de la UNAM.
Siendo colocadas es tubos Hatch individuales con medio semisélido y cajas Petri estéril con medio de cultivo

agar soya tripcaseina, incubadas a 37°C por 24 h.

Susceptibilidad antimicrobiana.

La susceptibilidad antimicrobiana de las AgQNP”s y quitosano se evalud utilizando el método de difusion de
disco y prueba de inhibicion crecimiento. La técnica de césped fue empleada para el crecimiento bacteriano en
las cajas Petri, utilizando 50 pL de indculo preparado con 24 horas de antelacion.



Método de difusion de disco.

Se utiliz6 el método de difusion de disco de Kirby-Bauer, utilizando agar soya tripcaseina, el agar se preparo
segun las instrucciones del fabricante. La superficie de las placas de agar fue inoculada con E. faecalis; Los discos
de papel estériles hechos de papel de filtro, cargados con 25 puL de AgNP’s y quitosano a diferentes
concentraciones. Las placas se incubaron a 37 ° C durante 24 horas, después de lo cual fueron sometidas a un

analisis visual.

7. RESULTADOS

A continuacion, se describen los resultados obtenidos de la sintesis de nanoparticulas de plata obtenida a partir
de extracto de hueso de mango.

En la tabla 1, se muestra el efecto del volumen de extracto acuso de hueso de mango sobre la formacién de
AgNP’s utilizando 0.001M de AgNOs. Se observan picos entre 400 y 450 nm, el pico maximo se presento con 4
y 6 mL de extracto. La banda de los sélidos suspendidos del extracto de mango muestra un pico en un rango de
250 a 300 nm. La mejor condicion de volumen de reaccion fue la obtenida utilizando 4ml y 6ml de extracto

acuoso de mango, tomando para este estudio la condicion de 2ml.

Sintesis de AgNP’s
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Tabla 1. Volumen de reaccidn por espectrofotometria de sintesis de AgNP’s. Utilizando 0.001 M de AgNOs con 1, 2, 4, y 6 ml de extracto acuoso de
mango



En la tabla 2, se muestra el efecto del tiempo y la temperatura sobre la formacion de AgNP’s utilizando 0.001M
de AgNOa. El pico maximo en 450 nm, se present6 a los 30min, 1hr y 1:30hrs a 80°C. La banda de los sélidos
suspendidos del extracto de mango muestra un pico en un rango en 290 nm. La condicién utilizada para este

estudio fue la modificada por el tiempo y temperatura: 80°C; 30 min.

TEMPERATURA
4 AgNP’s

30 min- 80°C
= = =30 min

1 hr-80°

lhrs

1:30hrs- 80°C
= = =1:30hrs
2hrs-80°C

= = =2hrs
3hrs-80°C

= = =3hrs

Absorbancia

190 290 390 490 590 690 790 890

Longitud de onda

Tabla 2. Temperatura y tiempo de reaccion por espectrofotometria de sintesis de AgNP’s. Utilizando 4ml de extracto acuso de
Mangifera caesia jack ex wall.



En la tabla 3, se muestra el efecto de la modificacion del pH. Se observan picos entre 400 nm y 500nm, el pico

maximo se present6 con un pH de 7 alas 2 y 3 hrs. La mejor condicién de reaccion fue la obtenida utilizando 2ml

de extracto acuoso de mango, a 80°C y un pH de 7.

N
"

Absorbancia
o =
o (05 - (9] N

.
N
-

2mL de AgNP’s a 80°C
pH 7-9

e pH 7: 30min
==pH 9- 30min
Ph 7- 1hr
pH 9- 1hr
e pH 7-1:30 hrs
= Ph 9-1:30 hrs
e pH7- 2hrs
= pH 9-2hrs
900 —PpH 7-3hrs
= pH 9- 3hrs

100

Longitud de onda

Grafico 3. pH de reaccion por espectrofotometria de sintesis de AgNP’s. Modificacion de pH7 y pH9.



Se determino la concentracion bactericida de las AgNP’s contra E. faecalis.

En la figura 1, se muestra un antibiograma por difusion de disco en el cual se utilizaron concentraciones de 1:10°
1 1:1072, 1:10%, 1:10* y 1:10° ug/ml. Las nanoparticulas de plata mostraron actividad antimicrobiana
directamente proporcional al aumento de concentracion de las A AgNP’s contra estos patdgenos esto sugerido por

la zona de inhibicién. La concentracion 1:10! ug/ml, tiene el mayor didametro de inhibicion.

Figura 1. Antibiograma por difusién de disco. AgNP’s sintetizadas con 0.001M de AgNO? sobre Enterococcus faecalis. Se utilizaron cinco
concentraciones diferentes de AgNPs: 1:10%, 1:102, 1:10°%, 1:10*y 1:10° pg/ml

1:10-1
o 1:10-2 1:10-3 1:10-4 1:10-5
Dilucion (ug/ml)

AgNP’s 12 mm 10mm 8mm 8mm 6mm

Tabla 1. La concentracion de 1:10°* (ug/ml) tiene la mayor zona de halo de inhibicion bacteriana (mm)



Se determino la concentracion bactericida del quitosano contra E. faecalis.

En la figura 2, se muestra un antibiograma por difusion de disco en el cual se utilizaron concentraciones de 1:10°
11:102,1:103, 1:10*y 1:10°° ug/ml. El quitosano mostro actividad antimicrobiana directamente proporcional al
aumento de concentracion de quitosano contra estos patdégenos esto sugerido por la zona de inhibicién. La

concentracion 1:10! pug/ml., tiene la mayor zona de inhibicion.

Figura 2. Antibiograma por difusion de disco. Quitosano 448869 sobre E. faecalis. Se utilizaron cinco concentraciones diferentes de quitosano: 1:10°
11:102, 1:10%, 1:10% y 1:10°5 pg/ml.

1:10-1
o 1:10-2 1:10-3 1:10-4 1:10-5
Dilucion (ng/ml)

Quitosano 9 mm 9mm mm 5mm 4mm

Tabla 2. Concentracién de 1:10° (ug/ml) tiene la mayor zona de halo de inhibicién bacteriana (mm)



Se evalud el efecto bactericida de la combinacion de las nanoparticulas de plata y quitosano contra
Enterococcus faecalis

En la figura 3, se muestra un antibiograma por difusioén de disco en el cual se utilizaron concentraciones en
combinacién de 1:10%, 1:102, 1:10%, 1:10* y 1:10° ug/ml de AgNP’s. y quitosano. Se mostro actividad
bactericida directamente proporcional al aumento de concentracion de ambos nanomateriales contra E. faecalis

esto sugerido por el diametro del halo de inhibicién bacteriano.

Figura 3. Antibiograma por difusion de disco, AgNP’s sintetizadas con 0.001M de AgNO? y Chitosan 448869 sobre E. faecalis.

o 1:10% 1:10? 1:10-3 1:10-4 1:10-5
Dilucion (ung/ml)
AgNP’s 12 mm 10mm 8mm 8mm 6mm
Quitosano 9 mm 9mm 7mm 5mm 4mm
AgNP’s/Quitosano 19mm 14mm 13mm 10mm 8mm

La combinacion de las nanoparticulas mostro mayor efecto bactericida a concentracion de 1:10°1 ug/ml contra E.

faecalis.



ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd un andlisis descriptivo de cada una de las variables estudiadas en estudio. En la evaluacion, se
describieron los halos de inhibicion de las AgNP’s, Quitosano, asi como su interaccion, de acuerdo con las 5
diluciones propuestas. La comparacion de supuestos de los diferentes grupos de estudio, se realiz6 mediante la
prueba Shapiro-Wilk con una significancia p<05.

Todos los datos se expresaron en media aritmética con el error estandar de la media. Se realiz6 la comparacion
del promedio del halo de inhibicion, en los diferentes grupos de estudio. El analisis estadistico se realizé mediante
el paquete estadistico Microsoft Excel 2018. La comparacion entre los grupos, se realiz6 mediante un analisis de
la varianza ANOVA de una via. Los valores con una p <0.075 se consideraron significativos. Todos los
experimentos se realizaron cumpliendo con los requisitos de estudios experimentales de repeticion, aleatorizacién

y control.



VIII DISCUSION

8.1 Estandarizacion de nanoparticulas de plata a partir del extracto acuoso de semilla de mango
De acuerdo con lo reportado por Shujat et al. (afio), la sintesis bioldgica de AgNP’s a partir de plantas, frutas o

desechos bioldgicos (cascara o semillas), sin utilizar solventes toxicos y productos quimicos, se pueden obtener
nanoparticulas con accion bactericida. Segun Serrato-Patifio et al., la semilla de mango como subproducto esta
generando un gran enfoque de investigaciones cientificas, originando productos desarrollados a partir de semilla
de mango (44).

Para nuestro estudio realizamos la sintesis de AgNP’s a partir de extracto de semilla de mango, esta semilla
contiene flavonoides; componentes que actian promoviendo la formacion de nanoparticulas, reduciendo los iones
de plata a atomos neutros, impidiendo su mayor crecimiento y aglomeracion. Los grupos funcionales como grupos
hidroxilo y aldehido, participan en la reduccion de iones de plata, estabilizando la formacion de AgNP’s (Patil et
al.). También contiene abundantes &cidos grasos como el acido oleico, acido estearico, acido palmitico, el acido
linoleico (Jahurul et al.), la vitamina C (&cido ascérbico), y aminoacidos esenciales. (45)

En este estudio, el extracto acuoso de semilla de mango fue eficaz en la obtencion de AgNP’s, utilizando
concentraciones de AgNO3 de 0.001M. La reaccion se controlé mediante un cambio de color marrdn visible
registrado, este cambio de coloracion sugiere la formacion de nanoparticulas de plata. La estandarizacion de las
AgNP’s requiere del monitoreo de la formacidn de estas en diferentes condiciones como el volumen de extracto
de mango, el pH y la temperatura. En este estudio, se registraron los picos mas altos a 400 y 450 nm con un
volumen de 2, 4 y 6 mL de extracto, eligiendo un volumen de 2 mL como Optimo para la formacion de AgNP’s.
Una vez obtenidas estas AgNP’s, se consideraron cinco concentraciones con un rango de 1x 10 -1 — 1x 10 -5
ug/ml. (46)

8.2 Pruebas microbioldgicas AgNP’s, quitosano y su interaccion
La obtencion de AgNP’s a partir de extractos frutas y plantas puede catalizar la descomposicion del etileno,

inhibiendo con éxito el crecimiento bacteriano. Algunos estudios han investigado la preparacion de materiales
compuestos de revestimiento antibacteriano utilizando nanomateriales (Lan et al.). Xing et al. reviso la
preparacion, las propiedades antibacterianas y los mecanismos de las AgNP’s sintetizadas a partir de diferentes
plantas, exhibiendo una actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, destacando
que la principal bacteria causante de las re-infecciones endodonticas es una bacteria Gram positiva, por lo que la
viabilidad como tratamiento para pacientes con estos padecimientos bucodentales es alta. (Xing et al). Se ha
informado en previos estudios in vitro, que las nanoparticulas tienen una mayor actividad antibacteriana, debido
a la mayor superficie que permite lograr un mayor grado de interaccion con la superficie cargada negativamente

de las celulas bacterianas. (47)



En este trabajo, en la prueba microbioldgica con la cepa E. fecalis, no se encontr6 una diferencia estadisticamente
significativa en el halo de inhibicidn con las diferentes concentraciones de AgNP’s. Este hallazgo contrasta con
Dastan et al quienes mostraron que al aumentar la concentracion de AgNP’s mejoraba el efecto antibacteriano.
Sin embargo, estas propiedades pueden verse afectadas por la concentracidn del agente reductor y estabilizador
(extracto acuoso de mango), lo que a su vez afecta el efecto antibacteriano de las AgNP’s.

Por otro lado, el quitosano, un polimero biodegradable cuyas propiedades fisicoquimicas y de biocompatibilidad,
han permitido utilizarlo en diversas terapias médicas. Previamente, Shankar et al. indico que las membranas
compuestas de quitosano mostraron una fuerte actividad antibacteriana contra E. coli, Listeria monocytogenes,

Salmonella typhimurium, y Aspergillus niger. (48)

IX CONCLUSION

Previamente se ha descrito que el quitosano exhibe actividad antimicrobiana contra una variedad de
microorganismos, incluyendo bacterias, hongos y algunos virus. Se cree que esta actividad se debe a la interaccion
del quitosano con la membrana celular de los microorganismos, lo que puede provocar la ruptura de la membrana
y la muerte celular. (49)

Nuestra propuesta fue generar la interaccion in vitro de las nanoparticulas de plata y quitosano, como estrategia
terapéutica contra E. faecalis. Este estudio determiné que la interaccion del quitosano y de las AgNP’s, mantienen

sus propiedades antimicrobianas contra E. faecalis.
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Biological effects of chitosan in Dentistry

Efectos biolégicos del quitosano en Odontologia

Elizabeth Nava-Judrez ©

Abstract:

Current research in the world has focused on biomaterials studies in the medical area. leaving an emerging research model in dentistry,
with little information available. In thiz sense, there are several biomaterials with potential to be used in various areas of dentistry.
mainly in endodontics. Chitosan i3 a versatile biomaterial from s production to its multiple properties, applications and benefits; it
is a biomolecule with an average molecular weight of 100 to 500 kDa, obtained from the exoskeleton of arthropods such as crabs,
shrimp, lobsters and mollusks (squid, ovsters, cuttlefish). Its chemical strocture 15 similar to that of cellulozse, formed by amino and
hyrdrosy] fiznctional groups in it polymeric structure, soluble in aquecus media. Several studies have considered it a safe product for
biomedical use. It is currently used in the food industry for its fat absorption capacity, helping in weight loss for the control of
overweight-obesity, as well as in food preservation. cosmetics manufacturing, antioxidants. among others. Some of its properties in
the medical area include its potent bactericidal, hemostatic and tissue regenerative effect Giving better results thanks to its great
properties of biocompatibility, biodegradability, low toxicity and great antimicrobial potential. However, more clinical studies are
needed to know its benefits and what its nse implies in the clinical area. Therefore, this manuseript aims to provide existing information
on chitosan for the research and development of new, zafer and more effective dental materials.

Keywords:
Chitosan, chifin, nanogarticles, dentistry

Resumen:

La investigacicn actual en el mundo se ha centrado en extudios de biomateriales en el area médica, dejando un modelo de investigacion
emergente en odontologia, con poca informacién disponible. En este sentido, existen varios biomateriales con potencial para ser
utilizados en diversas dreas de la cdontologia, principalments en endodoncia. El quitosanc es un biomaterial versatil desde su
produccion hasta sus miltiples propiedades, aplicaciones v beneficios; es una biomolécula con un pese melecular medio de 100 2 300
kDa, que se obtiens del exoesquelete de artropodos como cangrejos, gambas, langostas v moluscos (calamares, ostras, septaz). Su
estructura quimica es similar a la de la celuloza, formada por grupos funcionales aming e hidroxilo en su estructura polimeérica, soluble
en medios acuosos. Varios estudios lo han considerado un producto seguro para uso tomédico. Actualmente se utiliza en la industria
alimentaria por su capacidad de absorcion de grazas, ayudando en la pérdida de peso para el control del zobrepeso-obesidad, asi como
en la conservacidn de alimentos, fabricacion de cosméticos, antioxidantes, entre otros. Alzunas de sus propiedades en el area médica
meluven su potente efecte bactericida, hemostatico v regenerador de tejidos. Dande mejores resultados gracias a sus grandes
propiedades de biccompatibilidad, biodegradabilidad, baja toxicidad ¥ gran potencial antimicrobiano. Sin embargo, son necesarios
mas estudios cliticos para conocer sus beneficios v lo que implica su uso en el area climea. Por ello, el prezente manuserito pretende
aportar 1a informacion existente sobre el quitosano para la investigacion v desarrollo de nmuevos materiales dentales mas seguros ¥
eficaces.

Palabras Clave:
Quitosano, quiting, nanoparticulas, odontologia

In the last decade. advances in the scientific and healthcare fields

Ji N
INTRODUCTIOR have increased the quality of medical and dental care, mainly in
terms of the techriques, protocols and materials vsed. This has
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- MCEsp. Luis Carlog Romero Quezada
- Jefe del Area Académijca de Medicina
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Dra. Rebeca Maria Elena Guzmén Saldaiia
Directora del ICSa
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