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1. RESUMEN

El aumento en la prevalencia de multirresistencia entre los microorganismos
patdégenos a los antibidticos comunes, es uno de los principales problemas
de la medicina moderna al que nos enfrentamos actualmente, siendo en el
ambito intrahospitalario el sector mas afectado por esta problematica. Aun
asi en odontologia no estamos exentos a esta situacion, siendo por ejemplo,
microorganismos periodontales aislados de pacientes con periodontitis
cronica, que son resistentes a los agentes antimicrobianos usualmente
utilizados en terapias periodontales que en estos casos resultan inefectivos.
El objetivo de este trabajo fue demostrar la efectividad antimicrobiana y
antibiofilm de un hidrogel cargado con nanoparticulas lipofilicas de bismuto
(BisBAL NPs)sobre la cepa resistente a meticilina de Staphylococcus
aureus(MRSA)la cual ha sido aislada dentro de la cavidad oral, en el surco
gingival enfermo e infecciones intraconducto. La actividad antimicrobiana fue
determinada mediante ensayos de viabilidad celular MTT. Paralelamente se
analizé su actividad antibiofiim sobre placas de 96 pozos empleando un
modelo de hueso acoplado a microscopia de fluorescencia. Dentro de los
resultados obtenidos se encontré que a una concentracion final de 15.6 uM
inhibié ms del 60% del crecimiento de MRSA. A una concentracion final de
100 uM de las BisBAL NPs el hidrogel inhibié mas del 90% del crecimiento
microbiano. Empleando esta ultima concentracion de las BisBAL NPs el
hidrogel removio el 86% del biofim formado por MRSA sobre hueso
obteniendo idéntico resultado al emplear 20 uM de la Doxiciclina. Finalmente
a 100 pM de las BisBAL NPs el hidrogel no mostro toxicidad sobre
fibroblastos gingivales humanos, obteniendo 85% de viabilidad celular
después de 24h de tratamiento. En su conjunto estos datos muestran que el
hidrogel cargado con nanoparticulas BisBAL es una alternativa de bajo costo
y segura para combatir las infecciones causadas por MRSA.



2. ABSTRACT

The rise in the prevalence of the antimicrobial multiresistance among
pathogenic bacteria to common antibiotics is one of the main problems we
encounter now days in modern medicine, being the hospital setting the most
affected by this problem. Even in dentistry we are not absent of this situation,
for example periodontal pathogens isolated from patients with chronic
periodontitis, that are resistant to the antimicrobial agents commonly used in
periodontal therapy but in these cases result ineffective. The objective of this
work was to demonstrate the antimicrobial and antibiofilm effect of a hydrogel
loaded with lipophilic nanoparticles of bismuth (BisBAL NPs) on a methicilin
resistant strain of Staphylococcus aureus (MRSA) that has been isolated in
the oral cavity, in infected gingival groove and root canals. We determined
the antimicrobial activity by the cell viability essays MTT. At the same time
the antibiofilm activity was analyzed on a 96- well plate, using a bone model
read with fluorescent microscopy. About the results gathered, we found that
the final concentration of 15.6uM inhibited above the 60% of the MRSA
growth. At a final concentration of 100puM of BisBAL NPs in a hydrogel it
inhibited more than the 90% of the microbial growth. Using this last
concentration of the BisBAL NPs in Hydrogel, it removed 86% of the biofilm
formed with MRSA on bone, this being the exact same result as the one
obtained using 20uM of Doxycycline. Finally at 100uM of BisBAL NPs the
hydrogel did not show toxicity on human gingival fibroblast, getting 85% of
cell viability after 24h of treatment. All together these data show that a
hydrogel loaded with BisBAL NPs is a safe and low cost alternative to fight
infections caused by MRSA.



3. INTRODUCCION

El aumento en la prevalencia de multiresistencia entre los microorganismos
patdégenos a los antibidticos comunes, es uno de los principales problemas
de la medicina moderna a nivel mundial incluido México. La resistencia
bacteriana, estéa directamente relacionada al uso desmedido o auto
medicado de los antibiéticos o al no realizar examenes de susceptibilidad
bacteriana para las enfermedades infecciosas especificas (Verdugo, et al,.
2015). En la 4ta conferencia internacional del consenso de MRSA se debate
el acenso en resistencia a antibiético que se consideraban efectivos y la
necesidad de aumentar la MIC lo suficiente para evitar esta resistencia
(Edwards, et al., 2014), e incluso se recomienda el uso unico o concomitante
de terapias alternas (Yang et al., 2014). La nanotecnologia es una rama
actual de la medicina en donde se utilizan materiales con tamaros
nanométricos que muestran propiedades que en particulas mas grandes del
mismo material no muestran (Shelley, 2006). Esta tecnologia actualmente se
utiliza en odontologia para materiales dentales a los que se les busca
obtener un resultado agregado al ya existente, como el ionémero de vidrio
con nanoparticulas de ceramica donde se busca disminuir la tasa de
desgaste del material (Najeeb et al., 2016). El uso de esta tecnologia en el
ambito biomédico es una alternativa factible, teniendo como posible
antibacteriano el bismuto, que es una elemento metalico del grupo VA que
en su estado de nanoparticula ha demostrado tener actividad antimicrobiana
contra los patdgenos comunes (Hernandez-Delgadillo et al., 2012). El
objetivo de este trabajo fue demostrar la efectividad antimicrobiana y
antibiofilm de un hidrogel cargado con nanoparticulas lipofilicas de bismuto
(BisBAL NPs) sobre la cepa resistente a meticilina de Staphylococcus
aureus (MRSA) la cual ha sido aislada dentro de la cavidad oral, en el surco
gingival enfermo e infecciones intraconducto. La actividad antimicrobiana fue
determinada mediante ensayos de viabilidad celular MTT. Paralelamente se
analizé su actividad antibiofilm sobre placas de 96 pozos empleando un
modelo de hueso acoplado a microscopia de fluorescencia. Dentro de los
resultados obtenidos se encontré que a una concentracion final de 15.6 yM
inhibié ms del 60% del crecimiento de MRSA. A una concentracion final de
100 uM de las BisBAL NPs el hidrogel inhibié mas del 90% del crecimiento
microbiano. Empleando esta ultima concentracion de las BisBAL NPs el
hidrogel removié el 86% del biofim formado por MRSA sobre hueso
obteniendo idéntico resultado al emplear 20 yM de la Doxiciclina. Finalmente
a 100 pM de las BisBAL NPs el hidrogel no mostro toxicidad sobre
fibroblastos gingivales humanos, obteniendo 85% de viabilidad celular
después de 24h de tratamiento. En su conjunto estos datos muestran que el
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hidrogel cargado con nanoparticulas BisBAL es una alternativa de bajo costo
y segura para combatir las infecciones causadas por MRSA.



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de que existen en el mercado antibidticos efectivos para inhibir el
crecimiento de MRSA, su elevado costo dificulta su adquisicion para la
mayoria de la poblacion. Por eso urge el desarrollo de nuevas alternativas
de tratamiento, que sean eficaces pero de bajo costo y seguras. La
nanotecnologia es una rama actual de la medicina en donde se utilizan
materiales con tamafos nanométricos que muestran propiedades que en
particulas mas grandes del mismo material no muestran. La nanomedicina
ofrece una alternativa para el desarrollo de farmacos “inteligentes”
especificos de sitio, liberacion controlada y sin desarrollar resistencia. El
objetivo de este trabajo fue demostrar la efectividad antimicrobiana y
antibiofilm de un hidrogel cargado con nanoparticulas lipofilicas de bismuto
(BisBAL NPs) sobre la cepa resistente a meticilina de Staphylococcus
aureus (MRSA).

¢Un hidrogel cargado con nanoparticulas lipofilicas de bismuto (BisBAL NPs)
inhibira el crecimiento la cepa resistente a meticilina de Staphylococcus
aureus (MRSA) sin efecto toxico sobre fibroblastos gingivales humanos?



5. JUSTIFICACION

En la actualidad existen productos topicos intraorales con bases quimicas,
avalados por la FDA para la disminucion de microorganismos patdégenos y
promover la reparacion tisular disminuyendo la inflamacion. Estos tienden a
ser altamente toxicos y no controlados.El elevado costo de los antibiticos
mas comunmente empleados dificulta su adquisiciéon para la mayoria de la
poblacién. Sin embargo, en el mercado aun no existen productos a base de
nanoparticulas de bismuto como productos tépicos, avalados por esta
organizacién. Es por eso que en esta investigacion se pretende estudiar la
actividad antimicrobiana de nanoparticulas de bismuto como producto tépico
intraoral, empleando como vehiculo, gel. Buscando la similitud de
efectividad, disminuyendo consecuencias negativas con un producto mas
saludable.

En caso de obtener una actividad antimicrobiana importante con la
concentracion en gel de nanoparticulas de bismutocontra el S. aureus, se
podria contar con una alternativa interesante para el tratamiento de las
infecciones orales o como productos para prevenir infecciones post
operatorias, disminuyendo los efectos adversos, buscando una respuesta
positiva, que en una presentacion en gel proporciona un método facil de
aplicacion en etapas futuras de pruebas in vivo.



6. HIPOTESIS

La actividad antimicrobiana y antibiofiim del hidrogel con nanoparticulas
BisBAL sera significativa sobre el crecimiento de MRSA, compitiendo contra
los mejores antibiéticos a muy bajo costo y sin causar toxicidad sobre
fibroblastos gingivales humanos.



7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo General

Evaluar la actividad antimicrobiana y antibiofilm de un hidrogel cargado de
nanoparticulas lipofilicas de bismuto sobre Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA).

7.2. Objetivos Especificos

o Elaborar un hidrogel a base de carbopol, a partir de nanoparticulas
lipofilicas de bismuto sintetizadas por método coloidal.

e Determinar la actividad antimicrobiana del hidrogel-BisBAL NPs sobre
el crecimiento de MRSA.

e Analizar la actividad antibiofilm sobre un biofilm de 24 horas de MRSA
por microscopia de fluorescencia.

e Estudiar el posible efecto citotéxico del hidrogel-BisBAL NPs sobre un
cultivo primario de fibroblastos gingivales humanos.



8. ANTECEDENTES

8.1. Patdégenos resistentes

Se han detectado un grupo de bacterias resistentes a los antibiéticos, las
cuales tienen una alta patogenicidad y su resistencia antibacteriana las hace
aun mas peligrosas, dentro de estos se encuentra el Staphylococcus aureus,
es una bacteria altamente estudiada por su facilidad de generar resistencia
antimicrobiana y por su alta patogenicidad, ya que produce enfermedades
desde infecciones cutaneas hasta celulitis, meningitis, endocarditis o
neumonia (Wu et al., 2016), es el patégeno causante de una gran cantidad
de infecciones intrahopitalarias, en especifico de la neumonia, con una tasa
de mortalidad del 60%, incrementando también su incidencia en pacientes
no hospitalizados (David & Daum, 2010). Estos casos de neumonia por S.
aureus son especialmente nombrados ya que de las cepas recolectadas,
aproximadamente el 50% son cepas resistentes a meticilina MRSA (Hua, et
al., 2014).El S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) es un patégeno que
esta aumentando su prevalencia en el mundo, se considera que en Europa
afecta de del 3 al 70% de la poblacion (Demir, et al., 2016). Es también la
bacteria mas comunmente encontrada en la osteomielitis (Mooney, et al.,
2016). Actualmente en diferentes partes del mundo aplican diferentes
medidas de prevencion para evitar el contagio de S. aureus (MRSA), que
varian desde estudios previos al ingreso de pacientes a hospitales,
aislamiento absoluto de los afectados y descontaminacion de estos previo al
tratamiento del motivo de consulta (Larsen et al., 2014). En la 4ta
conferencia internacional del consenso de MRSA se menciona que la
vancomicina es actualmente la droga mas utilizada para combatir
bacteriemias causadas por esta bacteria, aun asi en esta misma conferencia
se debate el acenso en resistencia a este antibiotico por S. aureusy la
necesidad de aumentar la MIC lo suficiente para evitar esta resistencia
(Edwards, et al., 2014). Actualmente el S. aureus es altamente transmisible,
en especifico en ambito intrahospitalario, y la presencia de la cepa MRSA
resulta en una problematica para la correcta atencién de enfermedades
causadas por esta bacteria y es tratada con una alteracion en la MIC de
vancomicina.



8.2. Medicina Tradicional y sus desventajas.

Desde el descubrimiento de la accion antimicrobiana producida por la
penicilina hace ya mas de 80 afios, los antibidticos han sido responsables de
otorgarle a quien las consume, la posibilidad de una mejoria notable
(Czaplewski, et al., 2016). Sin embargo la resistencia adquirida de las
bacterias hacia antibidticos sintéticos, es actualmente una de las
problematicas mas alarmantes en el ambito biomédico (Paphitou, 2013), de
acuerdo con la alianza mundial contra la resistencia antimicrobiana (WAAR),
los antibioticos pueden perder su efectividad por completo en los préximos 5
anos, gracias a la automedicacion o la prescripcion descontrolada de estas
drogas (Rios, et al., 2016). La OMS menciona que cada afo 480 000
personas presentan infecciones resistentes a antibidticos la cual ya esta
afectando a la lucha contra el VIH. Esto genera un aumento en el gasto ,
sufrimiento y mortalidad (Sciarretta, et al., 2016). Es por esto que en el 2010
la sociedad americana para enfermedades infecciosas solicitaron la
produccion de nuevas drogas antibacterianas y terapias alternas contra las
bacterias, para el afio 2020 (Bassetti & Righi, 2015).

Todos los farmacos, en alguna medida, tienen la capacidad de producir
algun efecto adverso, ya sea leve, moderado o incluso fatal, de esta manera,
en cada ocasion en que recetamos o incluso ingerimos algun medicamento,
se corre un riesgo latente (Tripathi, 2008). Los efectos adversos provocados
por farmacos pueden aparecer con rapidez después de tomar el farmaco, o
puede aparecer después del uso prolongado del farmaco o incluso después
de haberlo dejado, se consideran grupos de cuidado los pacientes que
consumen varios medicamentos a la vez y los ancianos. Tienen una
incidencia de aparicién del 10 al 25% y se pueden dividir en predecibles e
impredecibles. Los efectos predecibles son los conocidos efectos colaterales
que produce un medicamento, como la somnolencia o diarrea. Los efectos
impredecibles son aquellos asociados a un paciente especifico que tiene una
reaccion exagerada a un componente del medicamento, como alergias. Los
efectos adversos usualmente se pueden atenuar, pero no eliminar, al
dosificar los medicamentos y saber su farmacodinamia. En dado caso, para
un paciente especifico se debe de planear segun sus necesidades,
diferentes medicamentos y sus diferentes efectos adversos para no producir
un problema grave e irreparable (Fernandez, 2008).

Se considera que el 10% de consumo de antibidticos, se da por infecciones
orales y la resistencia bacteriana de la familia de Streptococcus y de
bacterias gram- con las que constantemente luchamos en el area
estomatoldgica, se relaciona con el uso descontrolado de estos antibidticos
de amplio espectro que con frecuencia se recetan como coadyuvantes en el
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tratamiento de enfermedades infecciosas de la cavidad oral o como profilaxis
para evitar infecciones postoperatorias(Bascones Martinez et al., 2004; Fine
et al.,, 1998). Esta resistencia bacteriana esta directamente relacionada a
que para enfermedades infecciosas especificas, no se realizan examenes de
susceptibilidad bacteriana y usualmente los antibiéticos no se prescriben de
manera correcta, por los dias indicados o el paciente no termina la dosis
recomendada(Verdugo et al., 2015). Los antibidticos utilizados
frecuentemente en odontologia presentan porcentajes considerables de
resistencia microbiana. En casos de periodontitis existe alrededor de 15% de
probabilidad de resistencia antimicrobiana al uso concomitante de
amoxicilina y metronidazol. Asi como un 43% en el uso de amoxicilina como
unico farmaco, o el 30% con metronidazol y 25% con clindamicina. De la
misma manera, en casos de periimplantitis, el 46.7%, 39.2%, 25%, y 21.7%
con el uso profilactico de clindamicina, amoxicilina, doxicilina y metronidazol,
respectivamente (Rams, Degener, & van Winkelhoff, 2014) (Verdugo et al.,
2015).

Dentro de los coadyuvantes topicos para procesos infecciosos en
odontologia, el uso de clorhexidina en los ultimos afios va en aumento. Este
compuesto es un cristal no volatil, que es soluble enagua. Se utiliza como
desinfectante dérmico y antiséptico oral. Poco se han estudiado los efectos
adversos de este compuesto, se sabe que el contacto directo continuo a este
desinfectante puede causar lesiones dérmicas y el consumo constante
puede producir dafios hepaticos irreversibles (“HSDB: CHLORHEXIDINE,”
2015). En estudios iniciales del compuesto en colutorios orales, se demostré
que el uso constante, no controlado de éste, puede producir edema y
descamacion de la mucosa oral (Flétra, Gjermo, Rdlla, & Waerhaug, 1971).
Es por esto, que se recomienda el uso de estos colutorios por periodos
cortos. Sin embargo, colutorios con este compuesto se pueden adquirir sin
prescripcion médica y sin limitantes en un gran numero de farmacias y
tiendas de conveniencia, siendo posible su uso no controlado y excesivo. La
exposicion ocupacional a la clorhexidina, por contacto o inhalacién, hacia
tejidos que no son correctamente lavados, o hacia el tejido conjuntivo de los
0jos, pueden dar a lugar casos de irritacion y descamacién, siendo el
personal meédico y odontolégico un grupo de riesgo para estos accidentes
(van der Bijl & Dreyer, 1982).
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8.3. Nanotecnologia biomédica.

La nanotecnologia es la ciencia que trata con particulas pequefias, con
tamanos de milésimas de millon de metro, a esa escala los materiales o
componentes quimicos, muestran propiedades y aplicaciones que no
siempre muestran a escalas mayores y pueden ser aplicados a muchas
ciencias y disciplinas (Shelley, 2006), algunas de estas disciplinas estan en
vinculo directo con la vida, como lo es la biomedicina, en donde este tipo de
tecnologia se aplica para resolver problemas en cuestion de formulacién de
materiales, maquinas de biotecnologia y maquinas de sistemas moleculares
(Seifalian, et all., 2014).

Una de las aplicaciones de esta tecnologia, se expuso en el tercer encuentro
de nanotecnologia en medicina, en la cual se menciona la produccion de
medicamentos basados en nanotecnologia, los cuales se administran por
uno métodos mas estudiados en los ultimos afios, la emergente terapia
inhalada, en donde por medio de humidificadores, se amplifican y reciben
estos medicamentos (Azzawi, et al., 2016). Asi mismo mencionan una
tecnologia a base de nanoparticulas de oro que pueden, no solo diagnosticar
cancer a través de una T.C., si no que puede entregar tratamiento especifico
en la zona afectada, con minimo dafo al huésped, esta tecnologia aun esta
en proceso de investigacién, pero promete una terapia segura para el
tratamiento de esta enfermedad que ha tenido un aumento de incidencia en
los ultimos afos(Karponis, et al., 2016).

8.4. Nanotecnologia en Odontologia.

La nanotecnologia esta muy involucrada hoy en dia en la odontologia, desde
la produccién de materiales dentales, hasta el uso de nanoparticulas como
métodos de estudio de estructuras dentales. Para un estudio topografico de
la capa hibrida que se forma con la adhesién en dentina, se pueden utilizar
nanoparticulas de oro de 40-120nm en mezclados con el adhesivo de
elecciébn, ese tamano de nanoparticulas permite una correcta
fotopolimerizacion del adhesivo y facilita el estudio de la penetracion del
material mediante una tomografia de coherencia o6ptica, en donde las
nanoparticulas de oro son facilmente detectadas en el estudio(Braz et al.,
2012).

De la misma manera, se ha intentado implementar la nanotecnologia en
materiales de uso cotidiano en la odontologia, como son el lonédmero de
vidrio, al cual se la ha modificado con nanoparticulas ceramicas, con el
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objetivo de disminuir el desgaste de este material, ya que en su férmula
original, resulta un material éptimo para la restauracion dental por su alta
afinidad a la dentina y su constante liberacion de fluoruro, pero tiene un
desgaste mayor al de la resina, amalgama o el mismo diente(Najeeb et al.,
2016). Oftra aplicacion en materiales dentales, es en resinas con
nanoparticulas ceramicas no previamente recubiertas con silice, estas ahora
modificadas con silice con el fin de proporcionar una mejor adhesion al
polimerizar después de ser silanizadas (Kaizer et al., 2016; Rezvani, et al.,
2016).

Dentro de los campos mas estudiados en la odontologia esta la
osteointegracion de los implantes, actualmente existen estudios que
demuestran que el uso de la nanotecnologia, en forma de recubrimientos de
implantes como el de nano-hidroxiapatita o nanoparticulas de fosfato de
calcio en diferentes concentraciones (Jimbo et al., 2012) permiten una
osteointegracion mas uniforme, densa y estable que en la colocacion de
implantes sin nanoparticulas adicionadas. Inclusive, implantes tratados con
Nanoparticulas de fibrina de seda, que no solo inducen a la osteointegracion,
sino que también liberan por un tiempo prolongado un efecto antibacterial,
proporcionando un espacio libore de bacterias para la correcta
osteointegracion del implante (Sharma et al., 2016).

8.5. Nanoparticulas de Bismuto.

El bismuto es un elemento metélico del grupo VA, sus niumeros de oxidacion
son +3 y +5 y lo podemos encontrar en la corteza terrestre en una
proporcion similar a la de la plata, ya que no existen tantos depdsitos de este
metal, ocupa el lugar 73 de abundancia y lo podemos encontrar en China y
México, en forma de Oxido de bismuto, Sulfato de bismuto y Carbonato de
bismuto (Hernandez-Delgadillo et al., 2012).
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9. MATERIAL Y METODOS

9.1. Sintesis y -caracterizacion de nanoparticulaslipofilicas de
bismuto (BisBAL NPs)

La sintesis de nanoparticulas BisBAL se desarrollé utilizando Pentahidrato
de bismuto (Bi(NO3);-5H,0) como sal de partida, 2,3-dimercapto-1-propanol
como donador de la fraccion BAL, borhidruro de sodio (NaBH4) como agente
reductor y propilenglicol como agente estabilizante, utilizando agua destilada
estéril para las diluciones. Basado en un protocolo utilizado anteriormente
(Hernandez-Delgadillo et al.,, 2014, 2015 y 2016), utilizando una solucion
base con un rango molar 2:1 de Bi(bis) a 2,3-dimercapto-1propanol (BAL)
como precursor catidonico de las nanoparticulas de BisBAL. Informacion
acerca de la forma, tamano y distribucion de las nanoparticulas BisBAL fue
obtenida mediante microscopia electronica de barrida (SEM) y la
composicion elemental de la muestra fue determinada por espectro EDS.

9.2. Elaboracion del gel cargado con nanoparticulas BisBAL como
ingrediente activo

Para la elaboracién del gel de BisBAL NPs se utilizaron 50 mL de agua
destilada estéril, calentada a 70°C y se agregaron 2ml de la solucion de
BisBAL NPs.se incorpora lentamente y con agitacidn magnética 0.5g de
carbopol como agente espesante hasta lograr la consistencia deseada. El
gel se almaceno a 4°C hasta su empleo. Su estabilidad fue analizada
después de 2 meses de almacenamiento.

9.3. Caracterizacién de BisBAL NPs-Gel
La caracterizacion de BisBAL NPs-Gel se obtuvo mediante microscopia

electronica de barrido (SEM) y el espectro EDS para confirmar la identidad y
presencia del bismuto al interior del hidrogel.
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9.4. Actividad antimicrobianadelhidrogel cargado con
nanoparticulas BisBAL

La actividad antimicrobiana del hidrogel cargado con BisBAL NPs sobre
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (ATCC no 33592) se
determiné utilizando el ensayo de viabilidad celular MTT (3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-yl)-2,5- Bromuro de difeniltetrazolio) (Biotium,Hayward,CA) (T.
Mosmann., 1983; Y. Liu., 1997). De acuerdo a las instrucciones del
proveedor; 1X10* células MRSA se inoculan en 100ul de Caldo de
Tripticaseina de soya (TSB) en una placa de96 pozos. Tres pozos con medio
TSB, como control de crecimiento. 0.39-125 yM de BisBAL NPs-Gel se
agregaron para interferir con el crecimiento bacteriano. Como control positivo
de inhibicién se utilizaron 10uM de Doxiciclina. Las placas de 96 pozos se
incubaron a 37°C por 24 horas. Cumplidas las 24 horas se agregaron 10yl
de MTT a cada pozo, se protegidé contra la luz e incubo a 37°C por 2 horas.
Se agregaron 200 ul de Dimetilsulféxido (DMSO; Sigma Aldrich, MO, USA)
para disolver el MTT reducido. La cantidad de células vivas, se determind
por un lector de absorbencia de microplacas (Biorad,Philadelphia,PA) a
595nm.

9.5. Actividad antibiofilm del hidrogel con BisBAL NPssobre el
biofilm de MRSA

Para analizar la capacidad del gel cargado con BisBAL NPs de inhibir la
formacion del biofiim de MRSA se empledé el protocolo descrito
anteriormente para la actividad antimicrobiana. Un biofilm de 24h de MRSA
se obtuvo en placas de 96 pozos sola o sobre superficie de hueso estéril y
se expuso a 100 uM del hidrogel cargado con BisBAL NPs, 10 yM de
Doxiciclina o medio solo como control de crecimiento de MRSA y se incubd
por 24h a 37°C. Se lavo tres veces con PBS estéril y se tiflo con Diacetato
Fluorescente (FDA). El biofilm bacteriano se observdo con el uso de
microscopio fluorescente a 495 nm (Thornwood, NY). Las imagenes
fueronan alizadas utilizando el software AxioVision (Thornwood, NY). La
intensidad fluorescente se midi6 empleando un escaner fluorometro de
microplacas multimodo (Promega, Madison, WI) a una longitud de onda de
525 nm.
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9.6. Evaluacion de toxicidad del gel cargado connanoparticulas de
bismuto sobre fibroblastos gingivales humanos

La evaluacién de la posible citotoxicidad del gel con BisBAL NPs se analizo
sobre un cultivo primario de fibroblastos gingivales humanos (HFGs)
empleando el ensayo de Diacetato Fluorescente acoplado a microscopia
fluorescente. Previamente se cultivaran las células HFGsen el medio de
Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) en una mezcla de nutrientes
con Ham’s F12 (DMEM/F12), suplementada con 10% de suero fetal bovino
(FBS) (Gibco-Invitrogen, Carlsbad, California, USA) y 100U/ml de penicilina,
100 pg/ml streptomicina y 0.25 pg/ml amfotericina B (Sigma-Aldrich
Corporation, St. Louis, MO) a 37 °C y 5% CO,. Después de obtener el
crecimiento celular (monocapa con 90% de confluencia), se agregaron
BisBAL NPs-Gel en una concentracién final de 100 uM o 10 uM de
Doxiciclina como control positivo de inhibicion. Después de 24 horas se hizo
un lavado celular con solucion salina de fosfato (PBS). Una vez obtenidas
las células, la vialidad celular se midi6 con el ensayo de Diacetato
Fluorescente y se analizaron los datos para determinar el numero de células
viables. El experimento se repitioé tres veces para garantizar la veracidad de
los resultados.
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10.RESULTADOS

La figura 1 ilustra de manera grafica la estrategia experimental seguida en
este estudio para determinar la actividad antimicrobiana y antibiofilm de un
hidrogel cargado con nanoparticulas BisBAL sobre el crecimiento de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

Effect of BisBAL NPs-Gel on MRSA biofilm on bone surface

FDA
assay
.l 1

'.'“@Q Antibiofilm

~ ° assays

e g
Cell viability
assay

Figura 1. Resumen grafico de la estrategia experimental para evaluar la
propiedad antimicrobiana y antibiofim del hidrogel cargado con
nanoparticulas BisBAL.
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10.1. Caracterizacion del hidrogel cargado con BisBALNPs

El hidrogel cargado con nanoaprticulas BisBAL presento una morfologia
similar a la de una “dona” con la presencia de las nanoparticulas de bismuto
en la zona electrodensa (Figura 2i-ii). Las nanoparticulas presentaron un
tamafio promedio de 28 nm, mientras que la dona completa midi6 en
promedio 119 nm. La presencia de bismuto se corroboro mediante espectro
EDS(Figura Z2iii-iv).

Caracterizacion de BisBAL NPs-Gel por SEM y EDX

1 2 3 4
Full Scale 1059 cts Cursor: 10.887 (16 cts) ke'

Figura 2.Caracterizacion del hidrogel cargado con nanoparticulas BisBAL
mediante microscopia electrénica de barrido SEM.
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10.2. Actividad antimicrobiana del hidrogel cargado con
nanoparticulas BisBAL

Las nanoparticulas de BisBAL sintetizadas fueron utilizadas para desarrollar
un gel que fue estable a temperatura ambiente por 3 meses. Cuando se
evalub la actividad antimicrobiana sobre MRSA se determind Ia
concentraciéon minima inhibitoria (MIC) de BisBALNPs-Gel para interferir con
el crecimiento de MRSA (Figura 3). 125 pM deBisBALNPs mostro una
inhibicion superior del 90%del crecimiento bacteriano, comparado con los 20
MM de Doxyciclina que solo inhibié un 78% del crecimiento bacteriano. La
MIC fue establecida en 6uM de BisBALNPs como la minima cantidad de
nanoparticulas de bismuto en el gel que bloquea el crecimiento de
MRSA(Figura 3).

Actividad antimicrobiana de BisBAL NPs-Gel sobre el
crecimiento de MRSA
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Figura 3.Actividad antimicrobiana del hidrogel cargado con nanoparticulas

BisBAL sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina.
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10.3. Actividad antibiofilm del hidrogel con BisBAL NPs sobre el
biofilm de MRSA

Cuando se analizo la actividad antibiofilm, los resultados mostraron que a
una concentracion final de 100 uM BisBAL NPs el hidrogel removié 79% del
biofiim MRSA, mientras que 10uM de doxiciclina desprendieron 86% del
mismo biofilm bacteriano (Figura 4 A y B). Idénticos resultados se obtuvieron
al emplear el modelo de biofilm de MRSA sobre hueso. En conjunto estosre
sultados sugieren que el hydrogel cargado con nanoparticulas BisBAL posee
la misma efectividad antibiofilm que la doxiciclina.

A)

Actividad antibiofilm de BisBAL NPs gel sobre el crecimiento de MRSA

i e BisBAL NPs Gel Doxiciclina
iofilm nanoparticulas 100uM 20uM
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B)

Desprendimiento de biofilm SARM en superficie de
hueso por BisBAL NPs-Gel

m SARM

% de inhibicion de biofil

SARM biofilm Gel sin BisBAL NPs Doxiciclina 20
nanoparticulas 100 pM MM

Figura 4. Actividad antibiofilm del hidrogel cargado con nanoparticulas
BisBAL sobre un biofilm de 24h de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina sobre placa de 96 pozos o0 hueso por microscopia de
fluorescencia.
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10.4. Evaluacidén de toxicidad del gel cargado con nanoparticulas
de bismuto sobre fibroblastos gingivales humanos

Cuando se analizé el posible efecto citotoxico del hidrogel cargado con
nanoparticulas BisBAL sobre un cultivo primario de fibroblastos gingivales
humanos, los resultados mostraron que a una concentracién final de100 yM
of BisBAL NPs, la viabilidad celular se redujo solamente en un 16% después
de 24h de tratamiento (Figura 5).

Efecto citotoxico de BisBAL NPs-Gel sobre
Fibroblastos Gingivales Humanos

120
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% Viabilidad celular
o O O O

(@]

BisBAL NPs (uM)

Figura 5.Efecto citotoxico del hidrogel cargado con nanoparticulas BisBAL
sobre un cultivo primario de fibroblastos gingivales humanos.

22



11.DISCUSION

La nanotecnologia es una nueva disciplina que ofrece la esperanza de
desarrollar farmacos “inteligentes” para controlar el crecimiento de
microorganismos patégenos multiresistentes debido a las propiedades
Unicas de las nanoparticulas, el desarrollo de farmacos especificos de
blanco, liberacién controlada y sin efectos secundarios para las células
humanas. Previamente se han publicado muchos reportes describiendo las
propiedades antimicrobianas de nanoparticulas de diferentes metales tales
como; plata, oro, platino, magnesio, cobre, etc. Sin embargo, presentan alta
toxicidad sobre células humanas limitando su aplicacion clinica. El bismuto
es considerado como un elemento “verde” ya que no es cancerigeno y
presenta nula toxicidad y bioacumulacion en comparacion con otros
elementos como aluminio y antimonio. México es el segundo productor de
bismuto a nivel mundial, solo superado por China. Tiene la desventaja de ser
insoluble, pero al reaccionar con el 2,3-dimercapto-1-propanol adquiere
grupos tiol que incrementan su solubilidad en agua de manera importante.
La aplicacién biomédica mas conocida del bismuto es como subsalicilato
mejor conocido como “Pepto-Bismol” para el tratamiento de diarrea y
malestar estomacal. Recientemente nuestro grupo de trabajo describié las
propiedades antimicrobianas de nanoparticulas lipofilicas de bismuto
(BisBALNPs) sobre patdégenos orales inhibiendo la formacion de su biofilm,
compitiendo en efectividad con los antibiéticos mas comunmente empleados.

En este trabajo se presenta evidencia sdélida acerca de la efectividad
bactericida y antibiofilm de un hidrogel cargado con nanoparticulas lipofilicas
de bismuto contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina sin causar
efecto toxico sobre fibroblastos gingivales humanos.

Estudios previos describen una alta actividad antimicrobiana contra el
crecimiento de MRSA utilizando nanoparticulas de oro y selenio, con
citotoxicidad aparentemente baja en células de mamifero (X. Li., 2014; X.
Huang, et al., 2016). Nuestros hallazgos estan en concordancia con estos
reportes, apoyando la hipotesis que la nanoterapéutica es una forma
innovadora de controlar infecciones provocadas por MRSA.
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Al explorar la actividad antibiofim de BisBALNPs-gel, los resultados
mostraron que 100 yM BisBALNPs-Gel despega 79% del biofilm de MRSA,
mientras que la doxiciclina remueve 86% de las células en comparacion con
el control positivo. Se obtuvo el mismo resultado sobre biofiim de MRSA
creado en superficie ésea. Estos resultados sugieren que BAL NPs-Gel es
tan efectivo como la doxiciclina para desprender bliofiimde S. aureus
resistente a meticilina. Agarwala y cols. Reportaron en el 2014 que las
nanoparticulas de Oxido de cobre, presentan actividad antibacterial vy
antibiofilm contra MRSA a una dosis dependiente, sin embargo, su
citotoxicidad en células mamiferas no fue explorada (M. Agarwala., 2014).

Al analizar la citotoxicidad del BisBALNPs-Gel en HGFs, los resultados
arrojan que 100 uM of BisBALNPs-Gel disminuye solo el 16% de la
viabilidad celular después de 24h de tratamiento en comparacion con el
control positivo. Estudios previos describen la actividad antimicrobiana de
algunos metales como; plata, oro, zinc y titanio con muy buenos resultados
(J. S. Kim 2007; N. Nataraj 2014). Sin embargo la mayoria de ellos
presentan alta toxicidad en células humanas, limitando su aplicacion clinica
(S. Gaillet 2015). Nuestros resultados son importantes ya que demuestran
que el BisBALNPs-Gel puede ser utilizado a la concentraciéon de 100 uM
como antimicrobiano y antibiofiim sobre MRSA sin efecto adverso sobre
cultivo primario de fibroblastos gingivales humanos.
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12. CONCLUSIONES

El hidrogel cargado con nanoparticulas lipofilicas de bismuto inhibe el
crecimiento de S. aureus multiresistente (MRSA) en concentraciones desde
6-100uM desprendiendo el biofilm creado sobre el modelo de hueso
humano, sugiriendo que hidrogel con BisBALNPs es una alternativa
innovadora para combatir infecciones causadas por MRSA sin el uso de
antibidticos.
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Advanced Materials and their Applications - Micro to nano scale 2

Intreduction

Despite of continugus effort by pharmaceutical industry and medicing, the multidrug resistance
among pathogen microorganisms 3gsinst most common antibiotics has increased drastically.
hultidrug resistance has become one of most important health problems worldwide. Mosocomial
infections caused by multidrug resistant microorganisms are hard to treat, since 70% of thesze
microbes are resistant 2gainst most common drugs. Stophyiococcus oureus iz 8 pathogen identifies
as the sticlogical agent of health-care-associated infections and commumnity scguired ones’ {Figure
1.1). The clinical relevance of 5. gureus infections is dus to their resistance to common antibictics
specifically to methicillin (methicillin-resistant 5. gureus, MRSA:IE. The infections caused by 5. gurews
community scguired have beesn increased in the last two years with 50% of these infections caused
by MR3A. The strain USA-300 has been recognized az an etiology of Dstenml,'elitisi. Their
therapeutic management is a cost driver in healthcare, specifically in hozpitals. Among the different
factors as the major cost drivers are: prolonged hospital length to stay, cost of patient isolation and
EDH‘lpﬁE-EIfIDI‘IE‘. The treatment of MR3A infectious is complicated not only to their resistance to
betz-lactam antibiotics, but also by their growing as biofilm. Microorganizms into biofilms become
1000 times more resistant than planktonic bacteria to physical and chemical attacks . The tolerance
of biofilms to antimicrobials increase with biofilm maturstion and it is attributed mainly to
restricted penetration of antibiotics, slow growth of pathogen microorganizms. Despite of their
effectivensess, antibiotics more commonly employed on infectious disesses treatment are wvery
expensive for most of patients, comstituting 3 huge disadvantage during clinical practice in
developing countries. It is urgent to dewvelop mew alternative drugs with antimicrobial and
antibiofilm properties, non-antibiotic type, low cost and safe for treating infectious diseases. To
gttend this challenge of biofilms and their increazed tolerance to antimicrobizl agents, topical
sdministration arises az an interesting slternative since it provides high local concentrations by
delivering drugs directly to the zite of infection and awvoiding systemic side effects.

FIGURE 1.1
Stophylococcus owrews methicillin-resistant [MASA] stained with SYTOS green observed by fluorescent
microscopy. Bar indicates 10 phd.

Manotechnology holds the promise of revolutionize modern medicine developing smart drugs with
the ability to owercoms biological barriers to efficiently get the target sites of diseases" . The
increaze of multidrug resistance among pathogen microgrganisms to the common antibiotics force
to use higher doses of antibiotics to effectively inhibit the bacterial growth. Nanocomposites hawve
been shown antimicrobizl activity agsimst gram positive and gram  negative  bacteria.
Mamostructures of several metals like; silver, gold, zinc, and titanium and bismuth have besn
described with very good results". However, most of them present high toxicity on human cells,
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limiting their used 8.

Bismuwth is considered as "green metzsl”, non-carcinogenic, and less
bicaccumulative than other heavy metals like lead and antimnn\,r":. It is wsed in industry and for
trestment of gastraintestinal diseases &, Early reports of our group described antimicrobial and
antibiofilm properties of bismuth lipophilic nanoparticles (BisBAL NPs; Figure 1.2) against oral
pathogens including bacteriz, fungus and parasites. The BisABL nanoparticles did not present
cytotoxicity on epithelial and bleod human celis™ ™. These studies have been described that
bismuth nanoparticles inhibit Streptococcus mutons growth st concentrations lower than 1 mh
and bismuth oxide manoparticles exhibited antifungal activity on Condida aibicons since 2 mb,
showing better results than commercizl antifungals.

MMore recently bismuth nanoparticles syntheszis was modified adding the reaction with 2,3-
dimercapto-1-propanol (BAL), developing the BisBAL nanoparticles with lipephilic property. The
antimicrobial activity of these nanostructures increased 1000 times in comparisom with our
previous synthesis and may due their lipophilic attribute. When the antimicrobial activity was
studied, the results showed MICs walues of 5-10 pi to inhibit oral bacterial and fungal growth.
BizBAL MPs compete in efficacy agsinst most common antibiotics. Despite of antimicrobial and
antibiofilm properties of BisBAL MPs seems to be interesting, their effect of BisBAL nanoparticles
against multidrug resistant pathogens (like MRSA) has not been explored. Will be interesting to
develop a pharmaceutic presentstion with BisBAL MFs as active imgredient and demonstrate their
clinical application. Since infectious dizeases initiate in specific sites on human body, they can be
treating locally. Therefore we dewveloped a hydrogel loaded with BisBAL nanoparticles and
evaluzted their potential a= antimicrobial agent. MRESA was used a5 target to determine their
poszible dinical application as alternative treatment of infectious diseases.
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FIGURE 1.2

il Bismuth lipophilic nanoparticles (BisBAL MPs) obssrwed by Scenning Electron Microscopy [SER). 0i) ECS
spectrum showed the element compasition in the sample obsersed by SER. i) The bismuth pressnce in the
samode of BisBAL nanooarticles was identified by ¥-rav diffraction pattern. ivl The Uv-8is absorbance.
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In thiz work is described the effectiveness of a BisBAL MPs-Gel to detach Methicillin-resistant
Srophplococcusgurews biofilm., Sph was the MIC of BisBAL nanoparticles necessary to inhibit the
MR54 growth competing in efficacy with most common antibiotics. A 24h MRBSA biofilm was
detached from S6-well plate and bone surface =fter exposition to BisBAL MP:z-Gel for 24h
supporting the bactericidal findings. Finally, bismuth lipophilic nanoparticles showed not
cytotoxicity on human gingival fibroblasts, suggesting the lack of non-desired effects. Altogether
these results suggest BisBAL nanoparticles are 3 low cost and safe alternative to fight against MRSA
infections.

Antimicrobial and antibiofilm activities of BisBAL NPs-Gel on MRSA

BizBAL nanoparticles were synthesized and characterized az early was described in our recent
pul:ulin:ati::lnsi?. Ta obtzin the BisBAL NPs gel, 50 mL of sterile distilled wsater were hested until 702C
and slowly 0.5 g of carbopaol (Sigma Aldrich, MO, USA) were mixture with magnetic agitation.
Following 2 mL of BisBAL nanoparticles were added to get = final concentration of 100 ph. Finally,
500 pl of tristhanolamine (TEA; Sigma Aldrich, MO, USA) were added to the solution and
employing more sterile water to get a final volume of 100 mL Under these experimental conditions,
the BisBAL MPs-Gel obtzined 2 final concentration of 100 ph. The characterization of BisBAL MNPs-
Gel waz made by Scanning Electron Microscopy (SEM), EDS spectrum, XRD and UV-visible
sbsorption spectra to confirm the identity of bismuth [Figure 1.2 i-iv).

A generzl description of methodology followed to determine the amtimicrobizl and antibiofilm
sctivities of BisBAL MPs-Gel is showed in Figure 1.3. The antimicrobial activity of BisBAL NPs-Gel on
Methicillin-resistant Stophylococcus oureus growth [ATCC no 23592) was determined using MTT (3-
{4,5-dimethylthiazal-2-y1}-2 5-diphenyltetrazalium bromide] assay (Biotium, Hayward, ca)’™’"
sccording to the instructions of manufacturer. Briefly, 1%10° MRSA cells were inoculated in 100 el
of trypticasesoybroth (TSE] medium in a 96-well polystyreneplate. Three wells with only TSB
medium were used as MRSA growing control. 0.3%-125 ph of BisBAL NPs-Gel were added to
interfere with bacterial growth. As positive control 10 pM of Doxycycline was employed. The 36-
wiall plate was incubated at 372C owvernight. 10 pl of MTT was added to each well, the plate was
protected against light and incubated st 37°C for 2h.200 wl of Dimethylsulfoxide (DMSO; Sigma
Aldrich, MO, USA] was added to dissolve the reduced MTT. The number of live cells was
determined by a Microplate Absorbance Reader (Biorad, Fhiladelphia, PA)] st 535 nm. The
gxperiment was repeated three time:s and the measured optical density were znalyzed by
descriptive statistics.

Bas=d on the protocol described abowve, the antibiofilm property of BisBAL NPz-Gel was analyzed. A
24h MR3A biofilm on 96-well plate or bone surface was exposed to 100 ph BisBAL MPs-Gel or 10
ph of Dowycycline for 24h a 37°C. MR5A biofilm remains was washed thres times with PES and
stained with FDA. The bacterial biofilm was observed under fluorescence microscopy at 435 nm
[Thornwood, M¥). The images were analyzed by using Axio Vision software {Thernwaood, NY). The
fluorescence intensity was messured using a 36-well scanning fluorometer Glomax Multi +
Microplate Multimode [Fromega, Madison, W) at wavelength of 525 nimi.
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Effect of BisBAL NPs-Gel on MRSA biofilm on bone surface

FDA
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Antibiofilm
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BisBAL NPs-Gel
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FIGURE 1.3
=raphical abstract to determine the antimicrobial and antibiofilm activites of a BisBAL-MPs-Gel on MRSA
bicfilm.

To explore the possible oytotoxic effect of BisBAL MPs-Gel on Human Gingival Fibroblasts (HGFs),
cells were cultivated in Dulbecco’s modified Ezgle's medium [DMEM]/Ham's F12 {DMEM/F1Z]
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco-Invitrogen, Carlsbad, California, USA) and
100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 0.25 pg/ml amphotericin B [Sigma-Aldrich
Corporation, 5t. Louis, MO) at 37 2C and 5% CO;.”. After obtaining cell confluence, BisBAL
nanoparticles were added at 3 final concentration of 1000-5 ph. Cells were maintained in growth
medium for 24h. After that the medium was removed and cells were washed with phosphate
buffered saling (PB3). The cell viability was measured by Fluorescein Diacetate azsay (FDA, Sigma-
Aldrich Corporation, 5t. Louis, MO). Data were analyzed to determine the number of vizble cells.

Characterization of the BisBAL NPs-Gel by SEM

The BisBAL NPs-Gel showed 3 cluster of donut shape with an electro dense core of BisBAL
nanoparticles visualized by 5EM. The average zize of sach donut was of 1456 nm in diameter

37



SO LT VTSRS RS S WIS RIS RS T IVl L D0 1 Se s o

[Figure 1.4i, ii and iii). Bismuth compesition was corroborated inside of SEM images by EDS
spectrum (Figure 1.4iv]). The BisBAL nmanoparticles synthesized by colloidal method were used as
active ingredient to develop a hydrogel and it was stable to room temperature for until 2 months.
Since early it was described the antimicrabial activity of BisBAL nanoparticles we corroborate this
property in the hydrogel composzite BisBAL-MPs-Gel against MR5A growth. Following 2 deep
characterization of the bactericidal activity of BisBAL-MP=-Gel against MRSA was made to compare
their efficacy with maost common antibiotics like Dowyoycline. The bismuth MPs hydrogel will hawe
the sdvantzge of being mon-antibiotic type with 3 lower cost of synthesis in comparizon with
antibiotics.

Characterization of BiSBAL NPs-Gel by SEM

FIGURE 1.4
Characterization of the hydrogel of Bizmuth Lipophilic {BisBaL] Nanoparticles by Scanning Electron Microsoopy
[sEmL).

Determination of MIC of BisBAL NPs-Gel on MRSA growth

When Minimzal Inhibitory Concentration [MIC] of BizBAL MPs-Gel was evaluated to interfere with
MRSA growth, 125 pht of BizBAL MNPs showed the higher inhibition of bacterial growth, leading to
20 ph of Doxycycline as can be seen in the Figure 1.5. The MIC was established in 6 ph of BisBAL
MPs a5 the minimal amount of bismuth nanoparticles gel to block the MRESA growth.

Early reparis have been described high antimicrobial activity against MRSA growth using gold and
selenium nmanoparticles with an apparent low cytotoxicity on mammalian cells™. Our findings are
zgreed with theze reports supporting the hypothesizs that nanotherapeutics is an innovative way to
control MRSA infections.
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Antimicrobial activity of BisBAL NPs-Gel on MRSA
growth
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FIGURE L.5
Minimz| Inhibitory Concentration (MIC) of BisBAL nanoparticles against Methicillin-resistant Stophylococous
purews growth.

The action mechanism of BisBAL nanoparticles to inhibit the bacterial growth is not well established.
Our hypothesiz is that bizmuth manoparticles alter the cellular membrane affecting their
permeability leading to lysis. This hypothesis iz bazed on early experiments using Calcein AM azzays.
Calcein AM is a3 non-fluorescent, hydrophobic compound that easily permestes intact, live cells. The
hydrolysis of Calcein AM by intraceliular esterases produces calcein, 3 hydrophilic strongly
fluorescent compound that is well-retained in the cell oytoplasm. May be BisBAL NPs through their
lipophilic property have affinity for cell membrane, penstrating to the cell cytoplasm and breaking
down membrane structure. By the other side, we do not have evidence of damage on cell genome
or inhibition of protein synthesis after exposition to bizmuth nznoparticles.

Antibiofilm activity of BisBAL NPs-Gel on MRSA bicfilm

When sntibicfilmn activity of BisBAL NPs-g=l was explored, results showed thet 100 pM BisBAL MP=-
Gel detached 73% of MRSA biofilm, while Doxycycline removed 86% of cells in comparizon with the
growing comtral. ldentical results were obtained on MR5A biofilm on boon surface. These results
suggest thet BizBAL MPs-Gel is a5 effective a5 Doxycoycline to detach Methicillin-resistant 5. gureus
bicfilm [Figure 1.6). Agarwslz er ol reported in 2014 that Copper oxide nanoparticles exhibited
zntibiofilm =znd bactericidal properties against MR3A in 2 dose dependent, howewver their
cytotoxicity on mammalizn cells was not Expl-:lred"':.
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Antibiofilm activity of BisBAL NPs-Gel on MRSA growth
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Cytotoxicity of BisBAL NPs-Gel on Human Gingival Fibroblasts (HGFs)

When cytotoxic effect of BisBAL MPs-Gel was analyze on HGFs results show that 100 ph of BisBAL
MPs-Gel decrease only 16% of cell viability after 24h of trestment in comparison with the growing
control (Figure 1.7). Previous studies have been described antimicrobial properties of several
metzls like; silver, gold, zinc, and titanium with wery good results""*. However, most of them
present high toxicity on human cells, limiting their use in clinical pm-':tice”"'n. Ouwr result is very
important because mean that BisBAL NPs-Gel can be used at = final concentration of 100 g as
antimicrobial and antibiofilm drug agsinst MRSA without affect mammalian cells. it iz important to
mention that bacterizl and eukaryotic cells have important differences that may explain why BisBAL
nanoparticles inhibit bacterial growth without sffect human cells. First of all bacteria is around 10
times smmaller than human cells. Following the hypothesis describe sbove, if BisBAL NPs attach to
the cell membrane to penetrate to the cytoplasm altering their permeability, a human cell will
reguire 2 higher guantity of BisBAL nanoparticles than 3 bacterial one to get the same effect. This
phenomenon will explain the obtzined data uszing 250-1000 ph of BisBAL NPz killing the human
gingival fibroblast but remaining cell viability when 5-100 pM of BisBAL NPs were added to cell
cultures. Thiz hypothesis is supported by esrly experiments adding BisBAL nanoparticles to
Trichamongs voginalis culture. These parasites have a size similar to eukaryotic cells. 500 ph of
BisBAL MNP= were required to inhibit with parasitic gr-:ul.n'.'thaL in comparison with &0-100 ph to block
the growing of MRSA.

Cytotoxic effect of BisBAL NPs-Gel on Human Gingival
Fibroblasts
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FIGURE 1.7

Cytotoxicity of the hydrogel of BisBaL Nanoparticles on Human Singival Fibroblasts [HGFs).

Conclusion

Bizmuth lipophilic nanoparticles as active ingredient of a hydrogel inhibit the MRSA growth since 3
S A e AT Gl - 0 L
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final concentration of 6 ph. 100 pM of BisBAL MPs-Gel detached the bacterizl biofilm on dentin
maodel suggesting that BisBAL namopearticles hydrogel is 3 non-antibiotic, low cost and safe
slternative to fight against MR3A infections. Applied in a topic manner, the BisBAL NFs-Gel provides
high local concentrations by delivering bismuth nanoparticles directly to the site of infection
gvoiding side effects.
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