UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

TESIS

ESTUDIO COMPARATIVO DEL EFECTO CITOTOXICO DEL GEL DE
PEROXIDO DE HIDROGENO Y CLORHEXIDINA SOBRE FIBROBLASTOS

PRESENTADA POR

CATALINA OCEJO ALMAGUER

COMO REQUISITO PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRIA EN CIENCIAS ODONTOLOGICAS
EN EL AREA DE PERIODONCIA CON IMPLANTOLOGIA ORAL

DICIEMBRE 2024



Maestria en Ciencias Odontologicas en el Area de Periodoncia con Implantologia Oral

ESTUDIO COMPARATIVO DEL EFECTO CITOTOXICO DEL GEL
DE PEROXIDO DE HIDROGENO Y CLORHEXIDINA
SOBRE FIBROBLASTOS

Comité de Tesis

Presidente

Secretario

Vocal

i



Maestria en Ciencias Odontoléogicas en el Area de Periodoncia con Implantologia Oral

ESTUDIO COMPARATIVO DEL EFECTO CITOTOXICO DEL GEL
DE PEROXIDO DE HIDROGENO Y CLORHEXIDINA
SOBRE FIBROBLASTOS

=

Cataliha Ocejo Almaguer
TESISTA

COMITE DE TESIS

J

ndrea Carvajal Montes de Oca
R DE TESIS

Dra. Maria de los Angeles

QO -DIRECTORIJE TESIS

Dr. Seréio Arturo G %Ao Rodriguez

//,,

Dra. Myriam An;;lg?de“ la Garza Ramos
ISOR

Dra.

¢jandra Baltazar Ruiz

Dra. Maria Argelia AKemi Nakagoshi Cepeda
ASESO

/\/

Dr. Sergio Eduardo T[kfﬁa/goshi Cepeda
ASESOR




DEDICATORIA

“El futuro pertenece a aquellos que creen en la belleza de sus suefios”

FEleanor Roosevelt

Este trabajo es para cada una de las personas que ha tocado mi vida a lo largo de los

anos.

A todos mis maestros de licenciatura que sin ellos no hubiera podido aprender las
grandes bases de la odontologia. Al Dr. Alfredo Salinas y la Dra. Alma Chapa que desde
que inicié mi crecimiento profesional estuvieron de la mano en cada uno de los pasos

que realizaba.

A todos mis maestros del posgrado de Periodoncia, que desde el dia uno, me han
ayudado a ser mejor profesional y personalmente, a salir de mi zona de confort y a

retarme dia con dia con cada obstaculo que se presentaba en el camino.

A mi comité de tesis y asesores Dr. Sergio Arturo Galindo, Dra. Maria de los Angeles
Andrea Carvajal, Dra. Myriam de la Garza, Dra. Alejandra Baltazar, Dr. César Ro, Dra.

Norma Rodriguez y Dr. Jesus Pulido que sin su gran ayuda esto no fuera posible.
A mi familia, futuro esposo y amigos que dia y noche me alentaban y motivaban a

seguir adelante sin importar la circunstancia. Sin su apoyo, carifio y ayuda incondicional

nada de esto se hubiera logrado.

v



AGRADECIMIENTOS

Inicialmente quiero agradecer a Dios y la Mater por guiarme en el camino, por las

oportunidades, herramientas, capacidades y fortaleza para hacer lo que soy hoy en dia.

A mis papas, hermanas y cufiados que han sido mi aliento y mi soporte durante toda la
vida. Gracias por acompafiarme incondicionalmente, por cada kilémetro recorrido en
carretera para venir a darme un abrazo. Gracias por siempre mostrarme que las cosas que
cuestan son las que valen la pena y por no dejarme rendirme nunca. Gracias por
ensefarme que la vida se tiene que gozar y que el proceso para lograr las metas debe

disfrutarse.

A mi futuro esposo que desde hace 9 afios me ha acompafiado en este caminar, se ha
vuelto mi confidente, mi motor para seguir adelante cuando los obstaculos se
presentaban y mi apoyo incondicional. Gracias por cada mensaje, llamada y carta de

motivacion. Gracias por sacarme esa sonrisa cuando mas lo necesitaba.

A mis amigos que me ensefiaron que una verdadera amistad permanece sin importar el
tiempo, por alentarme a seguir adelante, por recordarme la importancia de nunca

rendirse y por su gran cariiio plasmado en lindos detalles.

A mis compaiieros de generacion y maestros del posgrado que han sido durante estos

afios una familia para mi, apoyando, motivando y acompafiando en cada momento.

A CONAHCYT por la beca otorgada, gracias a su ayuda logré concretar muchas metas

y suefios.



TABLA DE CONTENIDO

Seccion Pagina
AGRADECIMIENTOS ....cuuucooonuuerinnsnnnniicsssssssosssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss v
LISTA DE TABLAS......uucoovueinnueinnsarinssanisssssisssasssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssass ix
LISTA DE FIGURAS ..couuuuovovouuuerinissrarinssssansiosssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns X
INOMENCLATURA c...uuuovonnnevnsnvnnsrarnsssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssas xi
RESUMEN ..cuuuuuiioisvnrioosssnsiosssssssiosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss xii
ABSTRACT cauuunaaaevonveronnerisnencsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssassss Xiii
L. INTRODUCGCCION.....uoueeeeeeeeeeeeensrerssrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassesas 1
2. HIPOTESIS.cououeuseuseenseensssnsessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssss 3
3. OBJETIVOS.cuuuuunnnnevionssnnrissssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 4
3.1 Objetivo general 4
3.2 Objetivos especificos ...... 4

4. ANTECEDENTES ...uccccuuuueiiiissnniiosssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 5
4.1 Tejidos periodontales 5
I 5T - TSRS 5
4.1.1.1 TEJIA0 COMECIIVO....ueetieuiietieieeiiete ettt ettt et sttt e st e e bt e e ese et e eneesaeeneesneeneesneeneeeneas 5

4.1.2 Ligamento PeriodOntal ...........coieiiiriiiieiiiiei ettt ettt ettt eaean 7

413 CRIMEINTO ...ttt ettt sb ettt e bt e et e s bt e et e e bt e s e bt e st e bt et e e bt e et eatesbe et e nbeenbeeaeen 8

4.1.4 HUESO AIVEOIAT ...ttt ettt ettt et s et s e bt ebe bt ebesbesnen 8

4.2 Salud periodontal 9
4.3 Clasificacion de enfermedades periodontales 9
4.3.1 Gingivitis iINAUCIAA POT PLACA .....c.eiruieiieeieie ettt se e 10

4.3.2 PETIOAONEILIS ..ottt ettt sttt s b et s b et s bt et st e b e ee e et e en e sbeeneeebeenes 10
4.3.2.1 DIAGNOSTICO ...veeneiiieiieiieiteeite ettt ettt ettt ettt ettt et e bt et e et et s bt et e sb e et e e st et e ente b e eneeeaeenes 11

4.4 Tratamiento periodontal 13
4.4.1 Tratamiento periodontal NO QUITTIZICO «...ecueeuieruirieriieierieeie ettt 13

vi



5.

6.

4.4.1.1 Control de placa DaCteriana........c..ccveeeueeiieerieerieeiieeieeiteesreesieesreesseesreesseeesseesseessseenseess

4.4.1.2 Raspado y alisado radiCUlar ..........cc.eevieriiiiiiiieie sttt eaaesaees

4.5 Coadyuvantes quimioterapéuticos
4.5.1 ClOTHEXIAINA . ccueetienieitieieettet ettt bt b et b et e s e bt et e s ae et s bt e nbesseesbeemaenbeas

4.5, 1.1 COMPUESTO....eeeurietieeieeiieeteenteeeteesteeteestteeteesseessseaassessseesssessseessseenseesssesnseessseenseesssesnseens
4.5.1.2 MeCaniSImMO dE ACCTIOMN.....c.ceuteuiruiriietietirte ettt sttt sttt es et ebe b sbe sttt sbe et enaeneennen
4.5.1.3 Indicaciones y CONtraindiCaCIONES. .......ccververrerierieeieriieieeetesseesesseessesseessesseessesssesseensessens
4.5.1.4 Ventajas Y dESVENLAJAS .....c.ecvervirierieeierieetesieetesteesesseessessaeseessesseessesseessesssensesssessesssessees
4.5.2 Peroxido de hIdIOZENO .......couevuiriiiiiriiniiierieeteeee ettt st
4.5.2.1 COMPUESLO....cuviiienriiieiieiiete ettt ettt ettt ettt et s bt et eae bt ese e st e st eaeesaeennesaeeanesaeen
4.5.2.2 MecaniSImO A€ ACCION........eeiuieiirtieieetieie ettt sttt ettt ettt et e st e sbeeteeseesaeeneeneeeneesaean
4.5.2.3 Indicaciones y CONtraindiCaCiONeS. ......cccueeueeruerieriieieniieteeiienteeeee st ente st et e e seeeneeseeeneeseeas
4.5.2.4 Ventajas Y dESVENTAJAS .......eeuieuiruieieiieieeieerteete st etesteente et et eseesteestesbeetesaeenaesaeenbesneesaeas
4.5.2.5 Us0 €N 0AONLOIOZIA .....ovviviiiieeiiciieie ettt ettt et ettt e esseereesbesreeaesraesaeesnesaeas

MATERIALES Y METODOS ........ouceeveeeeesrerrersesisssssississassessessassessessssssssssassassassens

5.1 Diseiio del estudio

5.2 Universo del estudio

5.3 Tamaiio de la muestra

5.4 Criterios de seleccion

5.5 Descripcion de procedimientos
5.5.1 Formulacion de las concentraciones €n el ..........oecuevieriirieiiieieneeere e
5.5.2 Incubacion de fIbroblastos ...........cceeveririiriireniinenecece ettt e
5.5.3 Colocacion de eles @ CULLIVO ...o..eeuiiiiiiiiieiec ettt

5.5.4 Evaluacion de CItotOXICIAAM ..........eiviiiiieiiiiiieiieieee ettt e e e s s eaaaeee s

5.6 Analisis Estadistico

5.7 Consideraciones Eticas

RESULTADOS . .....uuoneenennennrennnessnnssnsssssesssesssssssssssssssssssssessasssssssssssesssssssssassssssss

0.1 ANALISIS A€ IADOIATOTIO «.uueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeteteteteeeeesesessssssssssssssssssssssssssssssssessses

6.1.1 Resultados de la viabilidad celular en relacion el medio de cultivo celular.............ccccveeeeennenn.
6.1.2 Resultados de la reduccion celular respecto al medio de cultivo celular...........cceeveveerennen.

6.1.3 Comparativa grupo control positivo y grupo experimental .............cceeveveereeviereenieneeneeeennenns

DISCUSTON aeeeeeeeeeeeeeererereversssasesssssenssssssssssnsnsssssssssssssssssssssassssssssssssassssssssnsasasns

vil



8. CONCLUSIONES.......uuuuenresenrennesnsssesssessssssnsssesssssssssssssssssssssasssessassassssssssses 31
9. LITERATURA CITADA......uccuuuenuunnvenneenenrenvensenssnnssessasssesssssssssssssssssssssasssssssssaess 32

RESUMEN BIOGRAFICO aaaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerereesesensasessssesssasensssesssssssnsssesesssssnsssenssanen 38

viil



Tabla

II

LISTA DE TABLAS

Contenido
Resultados de crecimiento y reduccion celular en relacion con el

medio de cultivo celular ... ...,

Comparativa con relacion a viabilidad y citotoxicidad en

relacion a la clorheXidina .........oooeeieemm e,

Pagina

28

X



Figura

I

II

LISTA DE FIGURAS

Contenido

Viabilidad celular en relacidon al medio de cultivo celular..............

Citotoxicidad en relacion al medio de cultivo celular



CHX
PH

ml

NOMENCLATURA

Clorhexidina
Peréxido de hidrogeno
Gramos

Mililitros

Microlitro

x1



TESISTA: Catalina Ocejo Almaguer.

DIRECTORA DE RESIS: Dra. Maria de los Angeles Andrea Carvajal Montes de Oca.
CODIRECTOR DE TESIS: Dr. Sergio Arturo Galindo Rodriguez.

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
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RESUMEN

INTRODUCCION: El perdxido de hidrogeno es un agente oxidante de amplio espectro
contra bacterias, esporas, virus y hongos. Funge como coadyuvante en el tratamiento
periodontal por su efecto bacteriostatico y bactericida en relacion con su concentracion.
El uso de este compuesto quimico se ha estudiado en solucion liquida; sin embargo, falta
evaluar el efecto citotoxico que presenta en células gingivales de la presentacion en gel,
haciendo su efecto de manera localizada. OBJETIVO: El objetivo de la presente
investigacion fue evaluar el efecto citotoxico in vitro sobre fibroblastos de geles de
peroxido de hidrogeno a diferentes concentraciones (0.18, 0.25, 0.38 y 0.75 %);
comparando asi, los resultados con la clorhexidina al 0.1 % en gel y con un gel de base,
es decir, sin sustancia activa. METODOLOGIA: Inicialmente, se prepar6 un gel base
hidratando y gelificando el polimero carbomero. Posteriormente, se incorpor6 el perdxido
de hidrégeno de acuerdo con las concentraciones ya establecidas. La segunda etapa se
inici6 con la incubacién de los fibroblastos dérmicos humanos ATCC PCS-201-012 en
DMEM, seguido de la colocacion de los geles en los 4 grupos experimentales posterior a
24 horas. Se evaluo la citotoxicidad por medio 6ptico con microscopio utilizando MTT.
RESULTADOS: El gel de peroxido de hidrogeno en las 4 concentraciones resulté menos
citotoxico en comparacion al gel de clorhexidina al 0.1 %. La diferencia de viabilidad
celular del gel de peroxido al 0.75 % fue del 17.66 % mayor en relacion con la del gel de
clorhexidina. CONCLUSION: El peréxido de hidrogeno como agente antiséptico para el
tratamiento periodontal no quirargico cuenta con reduccion de la citotoxicidad en
fibroblastos comparandolo con la clorhexidina.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Hydrogen peroxide is a broad-spectrum oxidizing agent against
bacteria, spores, viruses, and fungi. It is an adjuvant in periodontal treatment due to its
bacteriostatic and bactericidal activities, which depend on its concentration. The use of
this chemical compound has been studied in a liquid solution; however, it’s cytotoxic
effect in gingival cells of the gel presentation has not been evaluated. OBJECTIVE: The
aim of the present research is based on evaluating the in vitro cytotoxic effect on gingival
fibroblasts using hydrogen peroxide gels at different concentrations (0.18, 0.25, 0.38 and
0.75 %); thus, comparing the results with chlorhexidine at 0.1% in gel and with a base gel
without active substance. METHODS: First a base gel was prepared by hydrating and
gelling the carbomer polymer. Subsequently, hydrogen peroxide was incorporated
according to the concentrations previously established. On the other hand, incubation of
ATCC PCS-201-012 human dermal fibroblasts in DMEM was carried out, followed by
the placement of the gels in the 4 experimental groups after 24 hours. Cytotoxicity was
assessed by optical microscopy using the MTT assay. RESULTS: The hydrogen peroxide
gel at the 4 concentrations was less cytotoxic compared to the 0.1 % chlorhexidine gel.
The difference in cell viability of the 0.75 % peroxide gel was 17.66 % higher in
comparison to the chlorhexidine gel. CONCLUSION: Hydrogen peroxide as an
antiseptic agent for non-surgical periodontal treatment shows reduced cytotoxicity in
fibroblasts compared to chlorhexidine.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad periodontal se considera una patologia multifactorial cronica
relacionada con los microoganismos y el htiesped. En la actulidad alrededor del 60 % de
la poblacién mexicana presenta algun signo de periodontitis. La carga bacteriana de los
microorganismos patégenos que se alojan en el surco gingival o bolsas periodontales se
reducen con un antiséptico ideal usado como un coadyuvante del tratamiento periodontal
no quirargico. El coadyuvante mas utilizado es la clorhexidina; sin embargo, esta genera

diversos efectos adversos como xerostomia, hipogeusia y descoloracion de la lengua.

El peréxido de hidrogeno funciona como coadyuvante en el tratamiento periodontal.
Este tiene distintas aplicaciones en el area de la odontologia, ya que, presenta propiedades
bacteriostaticas y bactericidas dependiendo de la concentracion aplicada, lo que lleva a
reducir la presencia de patdgenos. No obstante, su desventaja significativa es la
presentacion de dicha sustancia en el mercado, ya que, se encuentra en solucion, lo que
dificulta su manejo en zonas localizadas. Una alternativa interesante para superar esta
limintante es la formulacion del peréxido de hidrogeno en gel. En este contexto, es
importante conocer la citotoxicidad de dicho gel sobre tejido gingival en funcién de su
concentracion y tiempo de exposicion, a fin de establecer su potencial como coadyuvante

en tratamientos odontoldgicos.

Debido a lo anterior se llegd a la siguiente pregunta de investigacion: (El gel de HP a
cudl concentracion causara efectos citotoxicos sobre fibroblastos en comparacion con el

gel de clorhexidina?

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto citotdxico in vitro sobre
fibroblastos gingivales de geles de peroxido de hidrogeno a diferentes concentraciones
(0.18, 0.25, 0.38 y 0.75 %); comparando los resultados con la clorhexidina al 0.1 % en gel

y con el gel base, es decir, sin sustancia activa.



Las formulaciones de los geles con concentraciones distintas de peroxido de hidrégeno
se realizaron en el Laboratorio de Nanotecnologia de la Facultad de Ciencias Biologicas.
Inicialmente, se prepard un gel base hidratando y gelificando el polimero carbomero.
Posteriormente, se incorporo el peroxido de hidrégeno de acuerdo con las concentraciones

ya establecidas.

El proceso para la evaluacion del efecto citotoxico de los antisépticos en consistencia
de gel sobre los fibroblastos se realizd en el Laboratorio de Ecologia Molecular de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. Primero,
se incubaron los fibroblastos ATCC PCS-201-012 en DMEM. Después de 24 h, se
colocaron los geles de peréxido de hidrogeno en las cuatro concentraciones, el gel de
clorhexidina y el gel base. La evaluacion del dafio celular se midi6 con un lector de placas

utilizando MTT y DMSO 24 h después de la colocacion de los geles.

Los resultados mostraron un rango de citotoxicidad del 79.45 a 76.83 % para las
concentraciones del gel de perdxido de hidrégeno iniciando con una concentracion del
0.18 % hasta 0.75 %. Por el contrario, el grupo control positivo (gel de clorhexidina) tuvo
88.72% de citotoxicidad. La diferencia entre la citotoxicidad del gel de perdxido de
hidrogeno y el gel de clorhexidina es de 9.28 %, siendo menos citotoxico para los

fibroblastos el gel de perdxido de hidrégeno.



2. HIPOTESIS

Hi: El gel de perdxido de hidrogeno tiene menos grado de citotoxicidad sobre fibroblastos
en concentracion 0.18, 0.25, 0.38 y 0.75 % in vitro, en comparacion con el gel de

clorhexidina al 0.1 %.

Ho: El gel de peroxido de hidrogeno tiene mayor grado de citotoxicidad sobre fibroblastos
en concentracion 0.18, 0.25, 0.38 y 0.75 % in vitro, en comparacion con el gel de

clorhexidina al 0.1 %.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto citotoxico in vitro de geles de peroxido de hidrogeno a diferentes

concentraciones sobre fibroblastos.

3.2 Objetivos especificos

o Elaborar geles de perdxido de hidrégeno a concentraciones del 0.18, 0.25, 0.38 y
0.75 % (v/v).

o Evaluar la citotoxicidad de los geles de peroxido de hidrégeno en sus diversas
concentraciones, asi como del gel de clorhexidina sobre fibroblastos.

o Comparar los resultados obtenidos de la citotoxicidad entre los grupos de estudio.



4. ANTECEDENTES

4.1 Tejidos periodontales

Los tejidos de soporte que rodean al diente son la encia, el ligamento periodontal, el
hueso y el cemento; en particular, los tres ultimos se encuentran en remodelacion durante
toda la vida debido a las fuerzas que impactan en los drganos dentarios. Asi mismo, los

tejidos periodontales soportan y mantienen las fuerzas de los dientes (H. Guo et al., 2022).

4.1.1 Encia

La encia se desarrolla embrionariamente del ectodermo, iniciando con una sola capa
de epitelio proliferando hasta la décima semana a un epitelio estratificado. Las células
ectomesenquimales secretan matriz extracelular y fibras de coldgeno generando el tejido

conectivo (Bastos et al., 2022).

Este complejo se clasifica en tres tipos: encia libre, encia interdental y encia adherida.
Histologicamente se forma de 2 componentes principales, el epitelio y el tejido conectivo
(Bartold et al., 2000). El epitelio escamoso estratificado queratinizado de la encia esta
formado por 4 capas: estrato basal, estrato espinoso, estrato granuloso y estrato corneo
(Groeger & Meyle, 2019). Dicho compuesto estd principalmente formado por células,
mientas que en el tejido conectivo estd dominado por una red de proteinas fibrosas,

factores de crecimiento, minerales, lipidos y agua (Bartold et al., 2000).

4.1.1.1 Tejido conectivo

El tejido conectivo de la cavidad oral es un tejido fibroso que se ubica por debajo de la
membrana basal. Se puede describir como una capa unida al epitelio por hemidesmosomas
que proporciona nutrientes al epitelio y resistencia a la traccion (Gibbs, S. et al., 2019).

Su funcién principal es proteger a la superficie radicular y hueso alveolar del ambiente



externo oral. Asi mismo, auxilia en el soporte y fijacion de los 6rganos dentarios dentro

del alveolo y en el soporte del epitelio gingival (Bartold et al., 2000).

Este complejo se desarrolla a partir del ectomesénquima y contiene gran cantidad de
fibras de colageno, las cuales se dividen en 5 tipos de acuerdo con las direcciones que
presenten: dentogingival, alveologingival, circular, dentoperiosteal y transeptal (Guo, H.

etal., 2022).

El tejido conectivo estd compuesto por ldmina propia, la cual consta de dos divisiones:
la capa papilar y reticular. La zona papilar se encuentra en la superficie, es firme y
consensada. La capa reticular forma el area profunda del tejido conectivo y en ella se

encuentran las glandulas salivales (Groeger & Meyle, 2019).

La composicion del tejido conectivo consta principalmente de fibroblastos, asi como
de una matriz extracelular y una composicion neurovascular (Bartold et al., 2000). La
matriz extracelular estd formada por: una red de fibras de colageno tipo I (en su mayoria),
colageno tipo III, fibras elasticas, glucosaminoglicanos, proteoglicanos, glicoproteinas
(fibronectina), factor de crecimiento epidérmico (EGF), interleucina-1, factor estimulante

de colonias-1, proteina quimiotactica monocitos-1 (Groeger & Meyle, 2019).

Por su parte, los fibroblastos se consideran las principales células del tejido blando de
la cavidad oral. Su funcidn principal es sintetizar la matriz extracelular para mantener la
homeostasis, la comunicacion célula-célula y la secrecion de quimiocina y citocina
(Garcia, A. etal, 2020). Conforme van erupcionando los oOrganos dentarios, los
fibroblastos se originan de la mesénquima perifolicular (Bastos etal.,, 2022). Los
fibroblastos se diferencian en morfologia, estructura, proliferacién, comportamiento
migratorio, sintesis de matriz, asi como de su capacidad de respuesta a los factores de
crecimiento y citocinas. Dichas caracteristicas son elementales para la funcion, presencia

de enfermedad y regeneracion de los tejidos (Bartold et al., 2000).



Estas células cuentan con una actividad de proliferacion reducida; sin embargo, su
actividad metabolica es activa, ayudando asi a la produccién de matriz extracelular. Por
lo antes mencionado, se considera que los fibroblastos se encuentran en estado de reposo
y presentan caracteristicas similares a las células madre mesenquimales. Estos comparten
propiedades inmunomoduladoras de las células madre, como la presion de la proliferacion

de células T y la modulacion del inmunofenotipo de macrofagos (Ichim et al., 2018).

La caracteristica de los fibroblastos de responder a citocinas y sefiales fisicas de las
células madre mesenquimales adapta un fenotipo secretor, asi como migratorio. Esto
genera un nicho para las mismas células fibroblasticas y para células que se encuentren
adyacentes (Avery et al., 2018). Activado el fibroblasto, modifica la arquitectura tisular,
amplia la activacion y el reclutamiento de células, asi como la proliferacion. De la misma
manera, genera el proceso de cicatrizacion de herida, de inflamacion crénica y de

enfermedades fibroticas (Lombardi et al., 2017).

Los fibroblastos gingivales constituyen la ldmina propia del epitelio escamoso
estratificado queratinizado de la mucosa masticatoria que se encuentra en el paladar duro,

encia marginal, papilar y adherida (Garcia, A. et al., 2020).

4.1.2 Ligamento periodontal

El ligamento periodontal es un tejido blando que se localiza entre el cemento y el hueso
alveolar. Su principal funcion es sostener y estabilizar los 6rganos dentarios, por medio
de la resistencia al desplazamiento y distribucion de fuerzas oclusales. El ligamento esta
formado por fibras de coldgeno, principalmente colageno tipo I, proporcionando la fuerza

estructural (de Jong et al., 2017).

La formacion del ligamento periodontal inicia a partir de la raiz. Entre el hueso alveolar
y la vaina epitelial de Hertwing se encuentran células del foliculo dentario, las cuales se
dividen en células mesenquimales del foliculo dentario y células mesenquimales

perifoliculares; estas ultimas, obtienen polaridad celular logrando la proliferacion y



sintesis de las fibras de coldgeno, asi como de glicoproteinas. Las células en el foliculo
dental se diferencian en cementoblastos, fibroblastos y osteoblastos, generando la

formacion del cemento, ligamento periodontal y hueso alveolar (Guo, H. et al., 2022).

4.1.3 Cemento

El cemento es un tejido duro que rodea la superficie radicular dentaria. Inicia su
formacion por medio de la vaina radicular epitelial de Hertwing la cual entra en contacto
con células de la papila dental. Las células se diferencian en odontoblastos para la
formacion de dentina, mientras que, las células del foliculo dentario, al entrar en contacto
con dentina radicular, se diferencian en cementoblastos para formar el cemento (Guo Y.

etal., 2018).

Esta estructura se clasifica en dos partes: cemento acelular y cemento celular. El
cemento acelular se encuentra en la porcion cervical llegando hasta el 1/3 apical radicular
y ancla las fibras del ligamento periodontal a la superficie radicular cervical. La porcion
celular cuenta con presencia de cementocitos, estd ubicado en el tercio apical radicular y

su funcidn se basa en adaptar el érgano dentario en su posicion oclusal (Foster, 2017).

4.1.4 Hueso alveolar

El desarrollo del hueso alveolar inicia por el desarrollo de la raiz del diente, debido a
las células del foliculo dental, las cuales se diferencian aparte de cementoblastos y
fibroblastos, en osteoblastos para formar propiamente el hueso (Yuan & Chai, 2019). Las
principales células 6seas son los osteoclastos encargados de la reabsorcion osea, los
osteoblastos formadores de hueso nuevo y los osteocitos que mantienen la matriz

mineralizada en un 90 % (Li et al., 2021).

El hueso alveolar rodea las raices dentarias de la mandibula y maxilares. Este se divide
en: 1) el hueso alveolar que propiamente que forma el alveolo, 2) el hueso compacto o

hueso cortical ubicado en la porcion vestibular y lingual/palatina y 3) el hueso esponjoso/



trabeculado que se localiza entre el hueso cortical y hueso alveolar (Hathaway-Schrader

& Novince, 2021).

4.2 Salud periodontal

La salud se define, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, como el
bienestar completo del aspecto fisico, mental y social de un individuo y no solo a la

ausencia de enfermedad (Leonardi, 2018).

Hablando propiamente de la salud periodontal, ésta se define como el estado libre de
inflamacién por enfermedad periodontal. Existen tres determinantes clinicos para evaluar
el estado de salud periodontal, las cuales incluyen factores microbiologicos, al huésped y

factores ambientales (Lang & Bartold, 2018).

La salud gingival clinica se divide en periodonto intacto y periodonto reducido. El
periodonto intacto se caracteriza por ausencia de sangrado al sondaje, eritema y edema,
con un nivel 6seo de 1.0 a 3.0 mm apical a la unidén cemento esmalte. El periodonto
reducido refiere a un paciente periodontalmente estable, asi como, a un paciente sin
relacion con periodontitis, pero con presencia de recesiones o longitud coronaria; en caso
de presentar clinicamente las caracteristicas antes mencionadas, existe un incremento en

riesgo de presentar periodontitis recurrente (Chapple et al., 2018).

4.3 Clasificacion de enfermedades periodontales

Enel afio 2017 la Academia Americana de Periodoncia (AAP) y la Federacion Europea
de Periodoncia (EFP) determinaron la nueva clasificacion de las enfermedades
periodontales. La clasificacion es elemental para los clinicos, ya que, brinda las
herramientas para diagnosticar propiamente y realizar un plan de tratamiento (Caton et al.,

2018).



4.3.1 Gingivitis inducida por placa

La gingivitis es considerada como una condicion inflamatoria en una zona especifica
iniciada por una acumulacion de biopelicula, causando edema y eritema gingival sin

presentar pérdida de insercion clinica (Trombelli et al., 2018).

El inicio de gingivitis sucede por almacenamiento sin interrupcion o remocion de
biofilm, debido a la pérdida de simbiosis entre biopelicula y respuesta inmunoinflamatoria

del huésped, asi como al desarrollo de una disbiosis (Murakami et al., 2018).

El diagnostico de la gingivitis consiste en la identificacion de signos clinicos y
sintomas que el paciente presente. Clinicamente los signos que se observan son
inflamacion, leve molestia y sangrado al sondeo, asi como eritema. Los sintomas comunes
son dolor, sangrado de encias con sabor metalico, halitosis, apariencia de encias
eritematosas y reduccion de calidad de vida en relacion a la salud oral (Chapple et al.,

2018).

4.3.2 Periodontitis

De acuerdo con el Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Patologias Bucales
(SIVEPAB) del 57.9 % de la poblacion mexicana adulta (20 a 99 afios) presenta algin
signo de enfermedad periodontal. Dentro de este porcentaje el 21.8 % tienen gingivitis,
detectada por medio de hemorragia al sondeo, el 3.5 % presenta signos de enfermedad
periodontal leve con bolsas superficiales y el 0.7 % cuenta con signos de enfermedad

periodontal avanzada con bolsa periodontales profundas (SIVEPAB, 2018).

La periodontitis es una enfermedad multifactorial inflamatoria cronica mediada por el
huésped y relacionada con microorganismos (Tonetti et al., 2018). Es iniciada por una

disbiosis del biofilm, generando una pérdida de insercion en tejidos periodontales. La
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respuesta del huésped se establece por diversos factores de riesgo como: el genético, el
epigenético, el estilo de vida, los ambientales y los de comportamiento. La periodontitis
no es una enfermedad que se cure, pero se puede mantener para prevenir el deterioro
futuro. Se considera periodontitis cuando el paciente presenta mas del 10 % de sangrado

al sondaje y presencia de bolsas periodontales mayores a 4 mm (Dukka et al., 2022).

Las caracteristicas principales de la periodontitis incluyen la pérdida de soporte de
tejido periodontal, una pérdida de insercion clinica, una pérdida osea alveolar, presencia
de bolsas periodontales y sangrado gingival, siendo esto provocado principalmente por la
biopelicula. Los pacientes que padecen dicha enfermedad presentan una pérdida de
insercion clinica interdental de mas de 2 dientes no adyacentes o una pérdida de insercion
clinica en area vestibular de mas o igual a 3 mm con bolsas periodontales de 3 mm

detectado por lo menos en 2 dientes. (Tonetti et al., 2018).

4.3.2.1 Diagnéstico

De acuerdo con la fisiopatologia, existen tres diferentes formas de periodontitis. Estas
son: 1) la periodontitis necrotizante, 2) la periodontitis como manifestacion directa de
enfermedades sistémicas y 3) la periodontitis. La clasificacion propiamente de
periodontitis, donde no estan influenciado factores sistémicos, se caracteriza por utilizar
un sistema de estadificacion y clasificacion donde se describe la presentacion clinica, asi
como, aspectos que alteran el manejo clinico, el prondstico y las influencias en la salud

oral y sistémica (Papapanou et al., 2018).

Las etapas de la periodontitis se basan en la gravedad y en su complejo manejo. Estas
se dividen en 4 tipos. El estadio I (etapa inicial) representa las primeras etapas de la
pérdida de insercion debido a la persistencia de inflamacion gingival y disbiosis de
biopelicula (Tonetti et al., 2018). Se presenta una pérdida de insercion clinica interdental
de 1 a 2 mm, una pérdida de hueso en el tercio coronal de menos del 15 % y sin pérdidas

de oOrganos dentarios debido a la periodontitis. La complejidad mediada localmente,
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presenta una profundidad de bolsas menores o iguales a 4 mm y una pérdida dsea

dominantemente horizontal (Sanz et al., 2020).

El estadio II se considera una periodontitis moderada. Presenta una pérdida de
insercion clinica interdental de 3 a 4 mm, pérdida 6sea en tercio coronal del 15 al 33 %,
sin pérdida de 6rganos dentarios, profundidad de sondaje de 5 mm o menos y pérdida 6sea

horizontal mayormente (Sanz et al., 2020).

El estadio III se describe como una periodontitis grave con potencial adicional a la
pérdida de 6rganos dentarios. Clinicamente los pacientes cuentan con una pérdida de
insercion mayor o igual a 5 mm en zona interproximal, radiograficamente se muestra una
pérdida 6sea en el tercio medio o apical de la zona radicular. Presenta pérdida de menos
de 4 dientes debido a la enfermedad periodontal. Profundidad de sondeo mayor o igual a
6 mm, pérdida dsea vertical, involucramiento de furca clase II o III y defecto de cresta

moderada. (Papapanou et al., 2018).

La periodontitis avanzada con extensa pérdida de dientes se clasificada como estadio
IV. La pérdida de insercion clinica y el aspecto radiografico es semejante al estadio I1I;
sin embargo, se involucra pérdida dental mayor de 5 piezas, en conjunto con disfunciones
masticatorias, efecto severo de la cresta y menos de 20 6rganos dentarios remanentes

(Tonetti et al., 2018).

Aunado a los estadios, la nueva clasificacion organiza el ritmo de progresion en 3
grados (A, B, C). El discernimiento principal para clasificarlos consta en la evidencia
directa o indirecta de la evolucion periodontal. La evidencia directa se utiliza siempre se
esté presente, mientras que, la indirecta consta de una estimaciéon empleando el método
radiografico para valorar la pérdida dsea en funcion a la edad. Grado A cuenta con una
lenta degradacion, grado B progresion moderada, mientras que, el grado C describe una

rapida degradacion (Sanz et al., 2020).
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4.4 Tratamiento periodontal

La terapia periodontal busca preservar, mejorar y mantener la denticion propia del
paciente (Van der Weijden et al., 2019). El objetivo principal es controlar la infeccion y
detener la inflamacién ocasionada por los microorganismos patdogenos alojados en las
superficies supra y subgingivales (Haas et al., 2021). Por lo antes descrito, se busca
controlar la gingivitis y periodontitis evitando la progresion de la enfermedad, pérdida de
organos dentarios, conservacion de una denticion funcional, preservar el autoestima y por

ende mejorar la calidad de vida (Yan et al., 2020).

4.4.1 Tratamiento periodontal no quirurgico

El tratamiento periodontal consta de cuatro fases principales: 1) Fase sistémica 2) Fase
higiénica, 3) Fase correctiva y 4) Fase de mantenimiento. En la fase sistémica se evalua
la posible presencia de enfermedad sistémica, en la fase higiénica se busca obtener higiene
oral, durante la fase correctiva se realizan procedimientos quirirgicos en pacientes
selectivos y, por ultimo, la fase de mantenimiento tiene como finalidad la prevencion de

recurrencia de la enfermedad periodontal (Tijerina et al., 2020).

4.4.1.1 Control de placa bacteriana

La higiene oral es elemental para la prevencion de la enfermedad periodontal, para el
¢xito del tratamiento, asi como para la retencion de 6rganos dentarios en un periodo largo
de tiempo. El control de placa se realiza al inicio del tratamiento y, en cada consulta a la
que acuda el paciente se refuerza la técnica de cepillado y se obtiene el indice de placa

presente en la cavidad oral (Kwon et al., 2021).

4.4.1.2 Raspado y alisado radicular

El raspado y alisado radicular consta de la remocion profesional de placa y célculo

dental supra y subgingival (Kwon et al., 2021). Los instrumentos utilizados se dividen en
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manuales (curetas y raspadores) y en escariadores ultrasonicos. Ambos mecanismos
funcionan efectivamente para la remocion del calculo; sin embargo, la combinacion de
ambos potencializa positivamente los resultados del tratamiento. El periodo de espera para
la cicatrizacion es de 4 a 6 semanas posterior al raspado y alisado radicular (Kinane et al.,

2017).

4.5 Coadyuvantes quimioterapéuticos

Existen diversos complementos para mejorar los resultados del tratamiento periodontal
no quirargico. Los coadyuvantes que se administran son medicamentos utilizados
localmente, antibidticos sistémicos y agentes que generan modulacion sistémica del
huésped como, por ejemplo, los antisépticos (Kinane et al., 2017). El principal beneficio
de la colocacion de coadyuvantes es la produccion de mediadores protectores endogenos
(como las resolvinas), asi como la actividad antiinflamatoria que conlleva a la resoluciéon

de inflamacion (Kwon et al., 2021).

Los antisépticos son agentes antimicrobianos que se utilizan para reforzar el manejo
mecanico de la biopelicula. Se pueden colocar en superficies supragingivales, como
también subgingivales (Arweiler et al., 2018). La irrigacion subgingival tiene el objetivo
de expeler la biopelicula no adherida a la superficie, diluir la toxicidad de la placa e
interferir con la maduracion de la biopelicula, reduciendo asi la microflora de la bolsa
periodontal. El método para dispensar el antiséptico debe incluir una punta de irrigaciéon
utilizando una ligera fuerza. La induccion del compuesto es del 90 % en bolsas con una
profundidad de < 6mm, mientras que en bolsas de 6.5 a 10.5 mm reduce un 10 % (Arweiler

etal., 2018).

4.5.1 Clorhexidina

La clorhexidina (CHX) es un agente biocompatible que, generalmente, se usa como
antiséptico oral tanto en ambito odontologico (Brookes, Z. et al., 2020). Se utiliza con el

fin de prevenir el biofilm bacteriano y la acumulacion de placa, ayudando a reducir las
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caries, gingivitis inducida por placa, periodontitis y algunas enfermedades tisulares de la

mucosa oral (Janakiram et al., 2020).

Se considera un agente eficaz para reducir la carga de microorganismos patégenos. La
concentracion ideal de la solucion es de 0.2 % con alcohol (Arweiler et al., 2018). Este
antiséptico presenta diversos efectos en bacterias, virus y hongos, por lo que, el beneficio

clinico varia en las diversas enfermedades orales (Janakiram, C. et al., 2020).

4.5.1.1 Compuesto

La CHX, conocida también como gluconato de clorhexidina, es una sal de gluconato
compuesto por una biguanida. Su formula quimica es 1,1'-hexametileno bi [5-(p-
clorofenil) biguanida] di-D-gluconato. La CHX se comercializa en presentaciones con
alcohol o sin alcohol y a concentraciones que varian de 0.2, 0.6 y 0.12 % para los
colutorios, mientras que, para geles se encuentran concentraciones de 1, 0.2 y 0.5 %. Dicha
concentracion varia de acuerdo con el tipo y severidad de enfermedad a tratar. (Brookes,

Z.etal., 2020).

4.5.1.2 Mecanismo de accion

La CHX es un antiséptico de amplio espectro que opera contra las bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, tanto aerobicas como anaerobias facultativa y hongos,
principalmente, debido a que aumenta la permeabilidad de la pared celular bacteriana,
generando un lisis (Vergara-Buenaventura & Castro-Ruiz, 2020). La CHX se considera,

tanto bacteriostatico, como bactericida (Fiorillo, L. 2019).

4.5.1.3 Indicaciones y contraindicaciones

La CHX es indicada para su uso cuando hay presencia de biofilm, calculo, gingivitis
inducida por célculo, periodontitis, periimplantitis, abscesos periodontales, coadyuvante

en raspados y alisados radiculares, cuidados postoperatorios y complicaciones
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quirurgicas, deficiencia de higiene oral del paciente y reduccion de la carga durante los

procedimientos dentales (Brookes, Z. et al., 2020).

Las contraindicaciones se presentan para los pacientes alérgicos al componente,
pacientes que desarrollaron un efecto secundario negativo afectando alguna funcion o
estructura bioldgica, irritacion de la mucosa oral; también es contraindicada en mujeres
embarazadas y cuando el paciente genero resistencia a la CHX limitando su mecanismo

de accion (Cieplik, F. et al., 2019).

4.5.1.4 Ventajas y desventajas

Como se menciond anteriormente, la CHX presenta ventajas en base a la prevencion
de la formacion de biofilm bacteriano, generando reduccion en enfermedades orales como
caries, gingivitis y periodontitis (Brookes, Z. et al., 2020). Actia como bactericida y

bacteriostatico (Fiorillo, L. 2019).

Algunas de las desventajas que presenta este agente antimicrobiano es que genera una
tincion amarilla, marron o negra de los dientes, lengua y restauraciones (Arweiler et al.,
2018). Asi mismo, es posible causar xerostomia, hipogeusia (alteracion del sentido del
gusto) y descoloracion de la lengua. Con menor frecuencia se puede presentar glosodinia
(sensacion de quemadura), descamacion de la mucosa oral, inflamacion de la pardtida y/o

parestesia (Swaaij, B. et al., 2020).

4.5.2 Peroxido de hidrogeno

El peroxido de hidrogeno (PH) es un agente oxidante inestable ya que reacciona al
contactarse con materia organica oxidable y en soluciones alcalinas produciendo radicales
de hidroxilo libres, los cuales reaccionan con lipidos, proteinas y ADN (Lin, K. 2019).
Fue sintetizado por primera vez en 1818 por Luis Jacques Thénard cuando colocé acido
nitrico reaccionando con peroxido de bario. El PH se ha utilizado en el area médica por

afios con el fin de desinfectar e irrigar lesiones (Urban, M. et al., 2019). Se han encontrado
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diversas areas laborales donde su uso es importante, inclyendo la medicina, el area

nutricional y las aplicaciones industriales (Rios-Castillo et al., 2017).

El PH se ha descrito como un compuesto inestable que se descompone en agua y en
radicales oxidativos. Es altamente soluble en agua, brindando una solucion acida que
depende de la concentracion del PH. Una concentracion al 1 %, brinda un valor de pH de

5-6 (Alkahtani et al., 2020).

4.5.2.1 Compuesto

El PH se presenta de color azul claro en la solucién mas pura. En una solucion diluida
se observa un liquido incoloro e inodoro, compuesto tnicamente por dos tipos de atomos:

hidrégeno y oxigeno. Su forma molecular que presenta es H2O2 (Urban et al., 2019).

El H20: forma radicales libres, en especiales radicales hidroxilos, cuando se generan
las reacciones oxidativas (Lin, 2019). Debido a lo descrito, los componentes celulares se

desnaturalizan. (Rios-Castillo et al., 2017).

4.5.2.2 Mecanismo de accion

El PH brinda una eficacia de amplio espectro contra bacterias Grampositivas y
Gramnegativas, esporas bacterianas, virus y levaduras (Lin, 2019). El 80 % de los
colonizadores orales son estreptococos, esta familia de bacterias utilizan oxidasas para

producir peréxido de hidrogeno (Keke et al., 2017).

Este antiséptico juega un rol importante para el balance del microbiota oral, ya que
modula el desarrollo de la biopelicula, generando una inhibicion en el crecimiento de la
misma (Keke et al., 2017). El mecanismo responsable del efecto antimicrobiano, es la
fractura de la cadena ADN por la oxidacion del ADN debido a especies reactivas de

oxigeno que son liberada por la degradacion del PH (Urban et al., 2019).
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El PH puede ser inactivado por catalasas y peroxidasas por organismos aerobicos y
anaerobios facultativos; sin embargo, esta defensa bacteriana puede ser suprimida con el

uso de concentraciones suficientemente altas de hidrégeno por 6xido (Rios-Castillo et al.,

2017).

4.5.2.3 Indicaciones y contraindicaciones

El uso del PH se indica en casos donde el paciente presenta una alta carga bacteriana,
presencia de un proceso infeccioso o de placa dentobacteriana. Incluso se puede utilizar
para el control de una hemorragia (Urban et al., 2019).

La contraindicacion para este compuesto son pacientes alérgicos al compuesto,

pacientes embarazadas o en estado de lactancia (Imai et al., 2018).

4.5.2.4 Ventajas y desventajas

El PH tiene la ventaja de ser una solucion antiséptica y antibacterial por su accidon
bactericida y bacteriostatica. Asi mismo, realiza trabajo de homeostasia en presencia de
sangrado excesivo, ayuda a la cicatrizacion de una herida contribuyendo en el proceso de

inflamacion, factor de crecimiento y reepitelizacion (Urban et al., 2019).

Entre sus desventajas, se ha demostrado que la exposicion a altas concentraciones de
PH puede causar dafio a los tejidos orales blandos y duros. La incorrecta aplicacion del
PH o abuso de este durante los procedimientos de desinfeccion intraoral puede generar

efectos adversos como quemaduras (Lin, 2019).

4.5.2.5 Uso en odontologia

El PH se ha utilizado por mas de 100 afios en el area de la odontologia. En 1930, se
inici6 el uso para el control de formacion de placa dentobacteriana (Gomathi, G., 2020).
Se ha utilizado el PH al 3 % como porcentaje promedio para el uso intraoral, dependiendo

del tratamiento a realizar. El principal uso en odontologia ha sido como coadyuvante para
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mantener y cuidar la higiene oral de los pacientes, ya sea en procedimientos quirdirgicos,
raspados y alisados radiculares o simplemente como colutorio (Marshall et al., 1995). Este
compuesto se utilizo de igual manera, como agente blanqueador y se encuentra presente
dentro de las pastas dentifricas. (Alkahtani et al., 2020). Se ha mostrado que en
concentraciones elevadas y por un periodo largo de tiempo, el PH puede generar toxicidad

oral localizada (Marshall et al., 1995).

Actualmente, en Periodoncia, se ha incorporado el uso de PH en gel con diferentes
concentraciones. El motivo de su uso es que la oxigenacion de la bolsa periodontal, al
tener contacto con peroxido de hidrégeno, modifica el microambiente presentando
anaerobios grampositivos en lugar de anaerobios gramnegativos (Keller & Buechel,
2017). Con el producto de nombre Perio Tray®, se ha utilizado PH a una concentracion
de 1.7 %, durante 15 min por 2 semanas, lo que llevo a reducir la profundidad de bolsa,
asi como, el sangrado al sondaje (Putt et al., 2012). Otros autores han utilizado el gel por
un periodo de 10 min (Cochrane & Sindelar, 2015) o 15 min repitiendo la aplicacion 2 o
4 veces al dia, obteniendo un tiempo de exposicion total de 30 o 60 min por dia. (Putt

etal., 2014)
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Diseiio del estudio

Se realiz6 un estudio comparativo, abierto, experimental, prospectivo y transversal.

5.2 Universo del estudio

Se realizd un ensayo in vitro enfocado en la evaluacion de antisépticos, los cuales
constaron de geles de perdxido de hidrogeno a diferentes concentraciones (0.18, 0.25, 0.38
y 0.75 %, v/v), gel de clorhexidina al 0.1 % y gel sin sustancia activa (sin perdxido de

hidrégeno) como grupo control negativo.

5.3 Tamaio de la muestra

En el estudio comparativo para evaluar la citotoxicidad del gel de peroxido de
hidrogeno se obtuvieron 3 grupos muestra. El primero es el experimental, incluyendo los
geles de peroxido de hidrégeno al 0.18, 0.25, 0.38 y 0.75 % (v/v). El control positivo
incluy6 el gel de clorhexidina al 0.1 % y el grupo control negativo constd del gel sin

sustancia activa. Las pruebas del estudio se realizaron por septuplicado.

5.4 Criterios de seleccion

Los criterios de inclusion constaron de: gel puro de carbomero con tritanolamina como
vehiculo, perdxido de hidrogeno al 30 % (v/v) (Sigma Aldrich), clorhexidina al 0.2 %y
fibroblastos dérmicos humanos ATCC PCS-201-012. Los criterios de exclusion fueron
los siguientes: cultivo de fibroblastos de cepa diferentes a la seleccionada, asi como
concentraciones de gel de peroxido de hidroégeno distintias a las seleccionadas. Los

criterios de eliminacién se constituyeron de muestas donde se excedia el tiempo de
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exposicion del gel de perdxido de hidrogeno en los fibroblastos y cultivos celulares que

se contaminaron durante el proceso de manipulacion.

5.5 Descripcion de procedimientos

5.5.1 Formulacion de las concentraciones en gel

Preparacion del gel base

Se peso 1 g de carbomero con 3,000,000 de unidades por cadena y se disper6 en 99 ml
de agua estéril bajo agitacion magnética hasta la completa incorporacion del polimero.
Posterior a la agitacion, la dispersion presentd un aspecto turbio y de baja viscocidad. A
continuacion, se prepard una solucidon de trietanolamina y se incorpord, bajo agitacion
mecanica, a la dispersion de polimero hasta que se obtuvo un gel translicido con alta

viscosidad.

Preparacion de geles con peroxido de hidrogeno

Se tomaron 9 g de gel sin sustancia activa (gel base) y se incorpocd el volumen
necesario del reactivo de perdxido de hidrogeno (Sigma Aldrich) hasta que se obtuvo una
concentracion de 0.75 % de perdxido de hidrogeno en el gel. Se agitd durante varios
minutos garantizando la distribucion homogénea del peréxido de hidrégeno en el gel.
Dicho procedimiento se repitié con otras muestras de 9 g de gel, agregando diversos
volumenes del reactivo de peroxido de hidrogeno para obtener geles en concentraciones
de 0.18, 0.25, 0.38 y 0.75 % (v/v). En cada muestra se adicion6 agua estéril hasta obtener
el peso final de 10 g de gel. Se dejo reposar el producto dos horas que posteriormente se

utilizo en los ensayos in vitro para viabilidad celular de fibroblastos.

5.5.2 Incubacion de fibroblastos

Dia 1: Se prepard Tripsina al 10X diluyendo 1 volumen de 9 ml de PBS y 1 ml de
Tripsina. Se atempero la tripsina hasta que se observo dicho material de color cristalino.
Se colocd en un tubo de ensayo de 50 ml, 44.5ml de DMEM previamente preparado, 0.5

ml de antibiotico y 0.5 ml de suero, obteninendo un volumen total de 50ml.
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Se extrajo la caja del cultivo, se retir6 todo el CO2 y el medio de la incubadora, se
agregaron 2 ml de PBS y se distribuyd lentamente, colocandose del lado opuesto de la
tapa. Se volted posteriormente y se retir6 el PBS. Se coloc6 1 ml de Tripsina directamente
a las células y se introdujo a la incubadora por 5 min. Pasando este tiempo, se observo una
consistencia grumosa/condensada visualizada a contra luz. Se neutralizd el medio de
cultivo preparado en relacion 1:1 (1 ml de cultivo por cada ml de Tripsina). Se disgrego

lentamente con uso de pipeta.

Posteriormente, se coloco 1 tubo de 15 ml estéril, se centrifugd a 600 rpm durante 5
minutos y se retird el sobrante. Del pellet se tom6 1 ml de medio y se pipete6 lentamente
para re suspender suavemente. Se tomaron 10 pl del concentrado y 10 pl de Azul Tripano.
Se coloco 10 pl de la combinacion, se observo en el microscopio 5000 celulas por ml, la
cantidad ideal para realizar el estudio. El volumen final de cada pozo fue de 100 pl, 55.5
pl de células y 44.5 ul de diluente. Se colco el contenido en un tubo madre y se incub6

por 24 h.

5.5.3 Colocacion de geles a cultivo

Dia 2: Se extrajeron las células de la incubadora y se observaron en el microscopio
para el control. Se colocaron los 100 de la muestra de fibroblastos y 100 pl del gel de
peroxido de hidrogeno en las concentraciones establecidas (0.18, 0.25, 0.3% y 0.75 %) el
gel de clorhexidina al 0.1% para el grupo control positivo y gel sin sustancia activa para

el grupo control negativo.

5.5.4 Evaluacion de citotoxicidad

Se retir6 la solucion posterior a 24 h de incubacion a 37 °C y se colocd 100 pl de
DMEM con MTT. Se coloc6é nuevamente en la incubadora a una temperatura de 37 °C
grados y 5 % de CO2 durante 4 horas. Una vez formados los cristales, se retird el medio y
se colocaron 100 pl de DMSO, se adicion6 el MTT y se transport6 al lector de placas para

su evaluacion.
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5.6 Analisis Estadistico

La captura de datos y presentacion de resultados se realizd por medio del programa
excel. El modelo estadistico analitico del presente proyecto consiste en la aplicacion de la
prueba de Repetibilidad y Reproductibilidad (R&R) utilizando la incertidumbre de

medicion con la siguiente formula.

UBTem = AT Ji/V xpB
3

Con la prueba antes mencionada se evaluo el indice de confianza y grado de precision

del estudio.

El porcentaje de citotoxicidad de evalu6 con la siguiente formula una vez obtenida la

lectura microscopica:

(Muestra - Control positivo)
% citotoxicidad = 100 — {[ ]x100}
(Control negativo - Control positivo

5.7 Consideraciones Eticas

"Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de

la ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud”:

Titulo segundo, capitulo I, Articulo 17, Seccion I, investigacion sin riesgo, no requiere

consentimiento sinformado.

Titulo segundo, Capitulo VI De la investigacion en organos, tejidos y sus derivados,
productos y cadaveres de seres humanos articulos 59 (obtencion, conservacion, utilizacion
preparacion suministro y destino final.) y 60 (ademds del debido respeto al cadaver
humano, la observacion del titulo decimocuarto en cuanto a la materia de control sanitario

de la disposicion de organos, tejidos y cadaveres de seres humanos.).
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6. RESULTADOS

En el presente estudi6 se compard la citotoxicidad del gel de PH y el gel de clorhexidina
en fibroblastos. Las concentraciones utilizadas del PH fueron 0.18, 0.25, 0.38 y 0.75 %.
Las 4 concentraciones formaron parte del grupo experimental. El grupo control positivo
constd de gel de clorhexidina al 0.1 % y el grupo control negativo de gel sin sustancia

activa. El tiempo de exposicion fue de 24 h para permitir el crecimiento celular.

6.1 Analisis de laboratorio

En el andlisis de laboratorio que se realizo, se utilizaron geles a concentraciones de 0.7,
1, 1.5 y 3 %, que pasaron a ser diuidas al tomar dichas muestras con la micropipeta y al
entrar el medio de cultivo celular, obtienendo las concentraciones deseadas de 0.18, 0.25,

0.38 y 0.75 %. (ver tabla 1)

Tabla I: Resultados de crecimento y reduccion celular en relacion con el medio de
cultivo celular.

Tratamiento Lectura  Porcentaje de crecimiento Porcentaje de reduccion
celular respecto al MOCK  celular respecto al MOCK

Medio celular 1.083980 100.00 0.00

(MOCK)

CHX 0.122217 11.27 -88.73

0.750 % 0.222786 20.55 -79.45

0.375 % 0.226000 20.85 -79.15

0.250 % 0.248350 2291 -77.09

0.175 % 0.251200 23.17 -76.83

Vehiculo 0.714440 65.91 -34.09
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6.1.1 Resultados de la viabilidad celular en relacion el medio de cultivo celular

Como grupo experimental se utilizaron muestras del gel de PH de concentraciones del
0.18,0.25,0.38 y 0.75 %. Dichas concentraciones mostraron los porcentajes de viabilidad
celular con respecto al medio de cultivo de un 23.17 % a 20.55 %, siendo menos citotdxico
el gel de menor concentracion (0.18 %). En relacion al grupo control positivo (CHX) este
mostré el menor porcentaje de viabilidad celular con un porcentaje de 11.27 % en relacion
al medio de cultivo celular. En cuanto al grupo control negativo (vehiculo) a pesar de no
contar con sustancia activa, mostrd una reduccion de viabilidad celular de un 32.09 %

brindando un valor del crecimiento celular del 65.91 % (ver Figura I).

Vehiculo N 65.91%
0175% [ 23.17%
0.250% [N 22.91%
0375% N 20.85%
0.750% [N 20.55%
Clorhexidina [ 11.27%
Medio celvar | 100.00%

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%
Porcentaje de crecimiento celular respecto al Medio celular

Tratamientos

Figura 1: Viabilidad celular en relacién al medio de cultivo celular
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6.1.2 Resultados de la reduccion celular respecto al medio de cultivo celular

La reduccion celular dicta la citotoxicidad de los grupos en relacion al medio de cultivo
celular. El grupo control experimental mostré porcentaje de 76.83 a 79.45 %, teniendo
relacion con la concentracion de PH en el gel y la reduccion celular (Figura II). A mayor
concentracion de PH, mayor reduccion celular. Cabe sefialar, que el mayor porcentaje de
citotoxicidad se present6 con la CHX (control positivo) con un valor de 88.73 %. Un factor
influyente fue el vehiculo, a pesar de no contar con sustancia activa, mostrd un porcentaje
de 34.09 %. Entre el grupo control positivo y el gel de PH a una concentracion de 0.75 %,

se present6 una diferencia de 9.28 % de citotoxicidad.

Vehiculo -34.09%

wv
S 0.175% -76.83%
[ =
]
‘€ 0.250% -77.09%
o
E 0.375% -79.15%

0.750% -79.45%

Clorhexidina -88.73%
-110% -90% -70% -50% -30% -10%

Porcentaje de reduccidn celular respecto al Medio celular

Figura 2: Citoxicidad en relacion al medio de cultivo celular
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6.1.3 Comparativa grupo control positivo y grupo experimental

De acuerdo con la informacion proporcionada en los apartados anteriores, se realizo la
comparativa de resultados del grupo control positivo (CHX) y los grupos experimentales
(geles de PH) para determinar el porcentaje de citotoxidad del gel de PH en relacion con
la CHX. Se toma en referencia el 100 % de citotoxicidad de la clorhexidina para
determinar el porcentaje del PH. Para el gel de mayor concentracion del PH (0.75 %) se
obtuvo que dicha muestra es un 17.66 % menos citotoxico con respecto al gel de CHX al

0.1 % (Tabla 2).

Tabla II: Comparativa de viabilidad y citotoxicidad en relacion a la clorhexidina

CHX PH 0.75 %
Viabilidad 11.27 % 20.55 %
A 9.28%
Citotoxicidad en 100 % 82.34 %
relacion a CHX
Viabilidad en 0% 17.66 %
relacion a CHX
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7. DISCUSION

En el presente estudio se evaluaron porcentajes de citotoxicidad de diversas
concentraciones de geles de PH comparandolos con CHX, gel vehiculo y medio de cultivo
celular. Se decidi6 utilizar las concentraciones de 0.18, 0.25, 0.38 y 0.75 % (v/v), ya que,
en el estudio publicado por la Dra. Alejandra Baltazar (2021), geles con bajos porcentajes
de PH presentaban inhibicion  bacteriana contra el  microorganismo

A.actinomycetemcomitans igual o mayor que el gel de CHX.

Distintos articulos se han publicado acerca de la citotoxidiad de antisépticos como la
CHX y el PH. El equipo de Manuel Rueda realiz6 un estudio in vitro comparando diversos
antisépticos en fibroblastos dérmicos. Se evalud la viabilidad celular, necrosis, apoptosis
y apoptosis tardia. Después de 24 h, los resultados de exposicion a antisépticos mostraron
que la CHX al igual que el PH generaron necrosis en dichas células. Sin embargo, ambas
soluciones mostraron mayor viabilidad celular en comparacion a hexetidina, povidona

yodada, eosina y hexetidina (Rueda-Fernandez et al., 2022).

En el afio 2020, Sruthy Madhusudanan y Ambili Renjith publicaron en la revista
Journal of Clinical and Dianogis Research un estudio in vitro realizado en el
Departamento de Periodoncia de la universidad de PMS Collage and Dental Sciences and
Research ubicada en Thiruvananthapuram, India. En el estudio compararon el efecto
citotoxico de clorhexidina al 0.12 y 0.2 %, perdxido de hidrégeno al 3 %, povidona yodada
al 2 % y solucion salina al 0.09 % a las 24 h de exposicion. Los resultados mostraron que
la solucion salina obtuvd una viabilidad celular del 87.11 % y la povidona yodada un
73.71 %. La CHX en ambas concentraciones y el PH obtuvieron una viabilidad alrededor

del 24 % (Madhusudanan & Renjith, 2020).

En la presente investigacion se compard la citotoxicidad de geles de PH con

concentraciones de 0.18, 0.25, 0.38 y 0.75 %, contra el gel de CHX al 0.1 %. Como en el
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estudio de Madhusudanan y Renjith del afio 2020, el PH presentd porcentajes de

citotoxicidad de 23.17 a 20.55 %, semejantes al 24 % que los autores publicaron.

En el estudio publicado por la Dra. Alejandra Baltazar, el efecto antimicrobiano del gel
de PH de 0.75 % present6 una inhibicidon bacteriana mayor que la CHX teniendo mas de
4 cm de inhibicion en comparacion a 2.5 cm de la CHX. Las concentraciones de geles de

PH menores a 0.5 % mostraban inhibicion similar a CHX.

De acuerdo con los resultados del presente estudio, se confirmo que el PH a una
concentracion de < 0.75 % presenta menor porcentaje de citotoxicidad celular en
fibroblastos en comparacion con del gel CHX al 0.2 %. La diferencia de viabilidad celular
entre el gel de PH a 0.75 % y CHX es del 9.8 %. La viabilidad celular del PH en relacion
con la CHX es del 17.66 %, reflejando que gel de PH es menos citotoxico que la CHX en
un 17.66 % (tabla 2).

El autor Marks Putt publico en el afio 2012 un estudio donde utilizan el Perio Tray®,
un producto que consta de un gel de PH a una concentracion de 1.7 % como coadyuvante
de la enfermedad periodontal, comparando el raspado y alisado convencional con el
raspado y alisado radicular con la colocacion de PerioTray®. Este gel se colocd con una
frecuencia de 4 veces al dia por 15 min hasta alcanzar los 3 meses con el uso de un guarda.
Los parametros clinicos fueron mas favorables en el grupo de pacientes donde se realizada
el alisado radicular en conjunto con el gel de PH. La profundidad de bolsa bajo en grupo
experimental 1.57 mm mientras que el grupo control redujo solo 0.58 mm. En cuanto al
sondaje el grupo control bajo 0.03 (de 15 % a 12 %) y en el grupo experimental 0.14 (de
23 % a9 %) (Putt et al., 2012).

El mismo autor en afio 2014 publicé un estudio donde compararon 3 tratamientos
periodontales: 1) raspado y alisado radicular, 2) raspado y alisado radicular con
PerioTray®, 3) raspado y alisado radicular con PerioTray® y doxicicilina. El gel de PH se
colocd 15 min 4 veces al dia por dos semanas; posteriormente, bajo la frecuencia de 2

veces por dia hasta concluir con los 6 meses de evaluacion. Los resultados entre el grupo
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del PerioTray® en conjunto con doxiciclina y el grupo de PerioTray® mostraron resultados
positivos, reduciendo la bolsa >1.10 mm, mientras, que el grupo control donde solo se
realizo el raspado y alisado radicular redujo 0.38mm. En cuanto al sangrado al sondaje,
para los dos grupos experimentales se mostré6 mayor reducciéon en comparacion al grupo

control (Putt et al., 2014).

Actualmente, la casa comercial Geistlich saco al mercado el producto Pocket-X-Gel, el
cual consta de un gel termosensible que contiene 0.8 % de acido oligo hialuronico
combinado con un sistema de conservacion de octenidina 0.625 % y fenoxietanol (Ariel
et al., 2022). El gel Pocket-X es utilizado como coadyuvante para la terapia periodontal
no quirurgica, asi como, para la fase de mantenimiento. Actia previniendo la
recolonizacion bacteriana y mejorando la cicatrizacion de la encia (Geishtlich, 2023).
Estudios han identificado que reduce el sangrado al sondaje en un 15 % posterior a 6
meses de aplicacion y reduccion de bolsas periodontales en un 46 % en bolsas iniciales de
5-6 mm, en comparacion con las bolsas periodontales tratadas solo con raspado y alisado
radicular. Se ha mostrado reduccion de >1 mm de reduccion de la profundidad media de
la bolsa y casi 1.5 veces mas que el raspado y alisado solo a los 6 meses posterior al

tratamiento (Ariel et al., 2022).
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8. CONCLUSIONES

Con los resultados plasmados en la presente investigacion se muestra que, el peroxido
de hidrégeno a una concentracion de 0.18 , 0.25, 0.38 y 0.75 % presentan menor porcentaje
de citotoxidad en fibroblastos que el gel de clorhexidina al 0.1%. El gel de peroxido de
hidrégeno al 0.75 % es 17.66 % menos citotoxico en relacion con el gel de clorhexidina

al 0.1 %.

Teniendo en cuenta las hipotesis presentadas en dicho documento, se mostrd asertiva
la hipotesis de investigacion, confirmando que el gel de peroxido de hidrogeno tiene
menos grado de citotoxicidad sobre fibroblastos en concentracion 0.18, 0.25, 0.38 y 0.75%

in vitro, en comparacion con el gel de clorhexidina al 0.1 %.
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