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1.- RESUMEN

Introduccion

La rehabilitacion mediante protesis removible es una de las opciones mas usada
para devolver funcionalidad a pacientes desdentados. Sin embargo, su uso continuo
y deficientes medidas de higiene lleva al desarrollo de estomatitis subprotésica
(ESP), asociada a levaduras del género Candida. Los tratamientos actuales
consistentes en antimicoticos tienen efectos adversos y no previenen la enfermedad.
Se ha desarrollado una tecnologia antimicrobiana de protesis acrilicas con
nanoparticulas de cobre (nCu), que cumplen las normas para su uso biomeédico y
poseen alta capacidad antimicrobiana contra C. albicans demostrada in vitro. De
esta forma, surge la pregunta de investigacion, si el uso de protesis acrilica con nCu
en pacientes disminuye el recuento de Candida spp. en comparacion con el uso de
prétesis convencional.

El presente estudio clinico evalué el recuento de Candida spp. en pacientes
gue usaron prétesis con nCu comparado con portadores de protesis convencionales

Material y métodos

Se realiz6é un ensayo clinico durante 2017-2018 en 25 pacientes de la Unidad de
trabajo del estudiante (UTE) del Adulto Mayor Il y area Proétesis Totales de la Clinica
Odontologica Universidad de Chile. Se conformaron dos grupos, un grupo control
rehabilitados con protesis convencionales y un grupo estudio con proétesis con nCu.
Se realizaron controles al momento de la instalacion y posterior a ella, alos 4, 7 y
12 meses; para la toma de muestras de prétesis, paladar y saliva con el fin de
evaluar recuentos de Candida spp. (UFC/mL) en cada grupo. Los datos obtenidos
fueron analizados mediante el programa GraphPad Prism7 aplicando t- Student con
un nivel de significancia de 95% (p<0,05).



Resultados

Se encontrd en general que los recuentos de Candida spp. fueron menores en
pacientes con prétesis con nCu respecto a aquellos con protesis convencional.
Particularmente a los 12 meses no se detectaron recuentos en la superficie de la
prétesis ni en paladar de los pacientes con proétesis con nCu, mientras que en saliva

no existieron diferencias significativas respecto al grupo control.

Conclusién

Los pacientes rehabilitados con prétesis con nCu presentaron una significativa
disminucién del recuento de Candida spp. respecto a los que utilizaron proétesis
convencional, especificamente en la superficie de la protesis y paladar. Este efecto
antimicrobiano se puede correlacionar directamente con la disminucion de
incidencia y severidad de ESP reportado en otro trabajo para este mismo grupo de

pacientes.



2.-INTRODUCCION

A nivel mundial existe un envejecimiento rapido de la poblacion y Chile no se encuentra
exento de este cambio, viendose reflejado en el aumento de la proporcion de adultos
mayores (Instituto Nacional de Estadisticas, 2017). Para rehabilitar adultos mayores
edéntulos, el tratamiento brindado por el sistema de salud publico chileno consiste
en realizar todos los procedimientos odontoldgicos para devolver salud bucal, entre
los cuales se encuentra la confeccidn de protesis acrilicas removibles (Ministerio de
Salud Chile, 2010). Esta solucion rehabilitadora es usada ampliamente a nivel mundial,
sobre todo en aquellos pacientes de estrato socioecondmico medio o bajo. Sin embargo,
su uso continuo, sumado a una deficiente higiene predispone a la aparicion de una
enfermedad llamada estomatitis subprotésica, que consiste en la inflamacion
cronica de la mucosa del paladar. Si bien la etiologia es definida como multifactorial,
su agente etiologico principal son levaduras del género Candida, la mas frecuente
segun la literatura es C. albicans (Lee y cols., 2015). Para el tratamiento de esta
patologia, son diversos los tratamientos propuestos, tales como: extremar las
medidas de higiene, uso de colutorios y aplicacion de antimicoticos tépicos y/o
sistémicos. Si bien, estos tratamientos disminuyen la sintomatologia, son variados
los efectos adversos que poseen. Lo que se traduce finalmente en la

descontinuacioén del tratamiento (Lyu y cols., 2016).

Se propone actualmente apuntar hacia la modificacién de los materiales usados en
la confeccidon de las protesis, de tal forma de prevenir la proliferaciéon de estos
hongos reduciendo los signos y sintomas de la estomatitis subprotésica. Se ha
estudiado la incorporacion de elementos metalicos a las protesis acrilicas, entre los
cuales estan las nanoparticulas cobre, cuyo estudio in vitro ha demostrado la

eficacia antimicrobiana que poseen (Gendreau & Loewy, 2011).

En el presente estudio se propuso evaluar los recuentos de levaduras del género
Candida en pacientes portadores de protesis dentales acrilicas modificadas con
nanoparticulas de cobre y compararlos con aquellos que portaban protesis

convencionales.



3.- MARCO TEORICO

Debido al explosivo aumento de esperanza de vida y a la disminucion de la tasa global
de fecundidad, la poblacion de los paises esta envejeciendo rapidamente (United
Nations Department of Economic and Social Affairs Population Division, 2015). Por su
parte Chile, ha experimentado un aumento de la proporcién de adultos mayores de
mas de 65 afnos, del 6,6% al 11,4% entre los afios 1992 y 2017 (Instituto Nacional de
Estadisticas, 2017). Esta transformacion demografica, plantea un desafio considerable

para la salud publica.

El envejecimiento trae consigo que tanto la funcionalidad como la calidad de vida se
vea disminuida, ya sea por la presencia de enfermedades cronicas, bajo estado
nutricional o situaciones socioecondémicas desfavorables (Minsal, 2014). En cuanto al
estado de salud bucal del adulto mayor, se pueden apreciar altos porcentajes de
pérdida dentaria, caries dental, enfermedad periodontal, xerostomia y uso de protesis
parciales removibles. Porcentajes que se deben a una deficiente higiene oral sumado
a una baja posibilidad de acceder a tratamientos dentales (Arteaga y cols., 2009).

La denticion no funcional total del pais, entendiéndose como denticién no funcional
aquella donde existen menos de 20 dientes en boca ,es del 27%, y en mayores de 65
anos sube a 81,7%. No existen diferencias estadisticamente significativas entre
hombres y mujeres, sin embargo, el nivel de estudios juega un rol importante (Ministerio
de Salud Chile, 2018).

El desdentamiento en adultos mayores trae como consecuencias una baja eficiencia
masticatoria, limitada eleccion de comida, baja de peso, alteracion de la comunicacion
oral, baja autoestima y menor bienestar. Generalmente para rehabilitar pacientes
desdentados, ya sean parciales y/o totales, provenientes de niveles socioeconomicos
bajos se utilizan protesis removibles. De hecho, en Chile, esta es la principal forma de
rehabilitacion oral en servicios de salud publica (Ministerio de Salud Chile, 2010). En
cuanto al uso de prétesis dentales totales, el 65,8% de adultos mayores son portadores,

encontrandose mayor porcentaje en mujeres (Ministerio de Salud Chile, 2018).
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Su uso altera las condiciones orales de los pacientes, causando queratinizacion de las
mucosas, eritema, Ulceras traumaticas y lesiones fibrosas irritativas en zonas
edéntulas. Otros factores, tales como: higiene deficiente, irregularidades superficiales
de la protesis, desajustes y presion negativa en la zona de contacto protesis-mucosa
favorecen la formacién de la biopelicula permitiendo la accién de microorganismos en

la mucosa (Lee y cols., 2015).

En general, las prétesis dentales estan fabricadas en base a una resina acrilica llamada
polimetilmetacrilato (PMMA). Este material posee algunos inconvenientes que resultan
problematicos para la practica clinica, particularmente sus propiedades superficiales de
rugosidad y porosidad que actuan como reservorio para microorganismos (Gad y cols.,
2017). Estos microorganismos forman una biopelicula sobre la superficie de la protesis,
algunos de ellos pueden provocar un proceso inflamatorio crénico de la mucosa en
contacto con la protesis, conocida como estomatitis subprotésica (ESP) que se
caracteriza por la inflamacion y eritema persistente de la mucosa de soporte que cubre
la prétesis. ESP se encuentra presente en un rango que varia entre 20-67% de los
pacientes portadores de protesis removibles (Gual-Vaqués y cols., 2017). En Chile, se
observa una situacion similar; se reporta una prevalencia del 22,3% en adultos mayores
(Espinoza y cols., 2003). Mientras que en otros paises de América como Venezuela se
encuentra en un 18%, en Brasil un 60% (Mujica y cols., 2008) y en Estados Unidos un
28% (Rivera-Hidalgo y cols., 2004).

3.1- Etiologia de la Estomatitis Subproétesica

Su etiologia es multicausal, que comprende tanto factores sistémicos como locales.
Las levaduras del género Candida se presentan como el factor mas relacionado a ESP
(Lee y cols., 2015). Sin embargo, son levaduras comensales que residen en las
membranas mucosas de cavidad oral y vaginal, asi como en el tracto gastrointestinal
de los humanos (Schaller y cols., 2005). La transformacion de Candida de comensal a
patégeno depende de una serie de combinaciones, tales como: factores del hospedero,
modificadores del microambiente de cavidad oral y factores de patogenicidad del hongo
(Aguirre, 2002).
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Candida spp. compone del 25 al 50% de la microbiota oral de individuos sanos,
aumentando al 80% en pacientes portadores de prétesis removibles (Nagaral
y cols., 2014). No obstante, las levaduras del género Candida se encuentran en
prétesis y en mucosa oral de los pacientes con o sin signos clinicos de estomatitis
subproétesica, siendo una de las principales causas de la formacion de biopelicula

en las protesis removibles (Zomorodian y cols., 2011).

En cuanto a los recuentos de Candida spp. se ha encontrado que son mayores en
aquellos pacientes con estomatitis protésica, tanto antes como después del
tratamiento. Ademas, el recuento disminuye significativamente al instalar prétesis
funcionales, sin embargo, permanece alto en aquellos pacientes con ESP
diagnosticada previamente al tratamiento rehabilitador. Un recuento > 400 UFC/mi
de Candida spp. se considera como predictor de la aparicion de ESP o factor
predisponente de recurrencia en personas con recuentos iniciales altos y diagnosticados
con ESP (Lee y cols., 2015). La especie del género Candida que comunmente
produce infecciones orales es C. albicans, comprendiendo hasta el 70% de los
aislados. Ademas, especies no C. albicans, como C. glabrata, C. tropicalis, C.
krusei, C. parapsilosis, C. dubliniensis, también puede contribuir al desarrollo de

esta infeccion (Gleiznys y cols., 2015).

Candida expresa varios factores de virulencia, en los que se incluyen biomoléculas
de reconocimiento del hospedero (adhesinas) y morfogénesis, que es la transicion
entre las células de levaduras unicelulares y las formas de crecimiento filamentosas.
Ademas, se suma la secrecion de fosfolipasas y aspartil proteinasas (Calderone &
Fonzi, 2001). El uso de protesis removible altera la efectividad de los mecanismos
defensivos. La mucosa oral presenta propiedades antifungicas que la protegen
contra la invasidén, como son su capacidad de barrido mecanico que dificulta la
adhesion del hongo, la presencia de proteinas y otros componentes defensivos
como lisozimas, lactoferrina, lactoperoxidasas y glucoproteinas (Calderone & Fonzi,
2001).



7

Candida albicans se presenta en forma de biopelicula sobre la superficie del acrilico de
protesis dentales, formando una matriz cerrada de microcolonias de levaduras e hifas,
conteniendo un gran numero de bacterias, como Streptococcus spp., polimeros
extracelulares, e incluso un fenotipo distinto al que se presenta en estado plancténico
(Aguirre, 2002).

Fig.1 Hifas y blastosporas de C. albicans usando microscopia electronica de barrido (SEM)
(Farkash y cols., 2018).

Las biopeliculas de bacterias orales y levaduras pueden causar una serie de
enfermedades en cavidad oral, como caries dental, enfermedad periodontal y
multiples tipos de candidiasis (Marsh & Bradshaw, 1995). Debido a la biopelicula
estos microrganismos son mas resistentes a agentes antimicrobianos (Douglas,
2003). La mayoria de los procesos infecciosos se establecen a través de la mucosa
cuando la continuidad del epitelio se ve sobrepasada, todo lo que altere su
integridad, como ocurre en los portadores de protesis removibles, favorecen la

adhesion de hongos y su invasion (Aguirre, 2002).

El uso de prétesis removible altera el microambiente de cavidad oral dificultando
que lleguen anticuerpos procedentes de la saliva , de esta forma se genera un medio
acido y anaerobio que favorece la proliferacion y adhesion de hongos (Brevis y cols.,
2008). Este ambiente activa las fosfolipasas extracelulares y las proteinas acidas
de Candida, promoviendo la adhesion de la levadura a la superficie mucosa y
aumentando su potencial patégeno (Budtz-Jorgensen & Lombardi, 1996).
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La ESP se clasifica segun Newton en 3 subtipos dependiendo de la severidad
(Samaranayake y cols., 2009).

¢ Tipo I: Inflamacion localizada simple, areas hiperémicas localizadas o puntos
eritematosos.

e Tipo lI: Lesion francamente inflamatoria, se observa el dibujo de los contornos
de la protesis, mucosa color rojo brillante, areas eritematosas difusas. Es la mas

comun.

e Tipo lll: Tipo granular o papilar que involucra alteraciones maximas en la parte

central de la mucosa palatina y reborde alveolar.

Existen factores predisponentes para la aparicion de estomatitis subprotésica, estos se
clasifican en la Tabla 1 en factores sistémicos y factores locales (Gleiznys y cols.,
2015).

Tabla 1. Clasificacion de factores predisponentes para ESP.

Desordenes endocrinos e inmunoldgicos, depresion, xerostomia, farmacoterapia

de amplio espectro, inmunomoduladores y drogas. Edades extremas y deficiente

Factores Sistémicos nutricion. Discrasias sanguineas, quimioterapia y radioterapia, que producen una
alteracion de la respuesta inmune.

Traumas generados por desajustes mecanicos de protesis. Bajos niveles de

calidad salival y del pH, que cambian la microbiologia comensal hacia la

proliferacion de especies patogenas y favorecen la adhesion y proliferacién de C.

Factores Locales albicans. Ademas, la permeabilidad de las resinas acrilicas y la facil adhesion de
microorganismos a ellas. Protesis con prolongado e ininterrumpido tiempo de uso y

presencia de placa microbiana en la superficie de éstas. Alergias al mondmero y/o

acrilico. Habito tabaquico y el sexo, relacionandose mas a las mujeres.



3.2.- Tratamientos actuales de Estomatitis Subprétesica

Referente al tratamiento de la estomatitis asociada a proétesis removibles, se han
propuesto variados tratamientos; la Guia Clinica “Salud Oral Integral para adultos
de 60 anos”, recomienda como esquema de tratamiento, controlar los factores
irritativos y extremar las medidas de higiene tanto de la boca como de la protesis,
indicacion antimicéticos sistémicos y topicos especificos, generando una carga
economica al servicio responsable de la atencidon (Ministerio de Salud Chile, 2010).

Los tratamientos antimicrobianos actuales consisten en uso de antifungicos tanto
topicos como sistémicos, en estos ultimos se incluyen triazoles, como fluconazol e
itraconazol usados en pacientes que no responden a tratamientos tdépicos o que son
intolerantes a ellos, con un alto riesgo de desarrollar infecciones sistémicas. Sin
embargo, poseen numerosas interacciones farmacologicas y existe resistencia de
algunas especies de levaduras del género Candida como C. albicans, C.
parapsilosis y C. tropicalis hacia los azoles, lo cual limita su uso (Aslani y cols.,
2018). Los agentes antifungicos topicos que se indican tipicamente como
tratamiento de primera linea son la nistatina, la anfotericina B, el miconazol y el
clotrimazol. El tratamiento con antimicoticos trae efectos adversos como nauseas,
mareos, dolor de cabeza y un sabor amargo desagradable, lo que conlleva a una

descontinuacioén del tratamiento (Lyu y cols., 2016).

Se debe tener en cuenta respecto al uso de antifungicos sistémicos, que la
poblacién geriatrica sufre cambios en su metabolismo, entre los que se distinguen
disminucién de la funcidn hepatica y renal (Barranco y cols., 2011). Ademas, se
producen alteraciones farmacocinéticas como resultado de patologias concomitantes
o interacciones inducidas por la polifarmacia. Por consiguiente, el margen terapéutico
se vuelve estrecho y se deben individualizar las dosis de los medicamentos, de tal

forma de obtener eficacia con una minima o nula toxicidad (Calvo y cols., 2002).
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Ademas, existen métodos quimicos como colutorios de gluconato de clorhexidina al
0,2% que disminuye la cantidad de placa en protesis y el uso de hipoclorito de sodio
al 0,02%, que si bien logran reducir estas levaduras, causan efectos adversos sobre
las caracteristicas fisicas de la protesis. Otro método es la irradiacidon con microondas,
siendo rapido y efectivo para la desinfeccién de la prétesis, no obstante, produce
cambios conformacionales que se traduce en cambios dimensionales de la proétesis

(Gleiznys y cols., 2015).

Se ha demostrado que los métodos mecanicos no son efectivos para reducir por
completo los patdégenos de la superficie de la prétesis y que el uso de antimicéticos
es una terapia a corto plazo, pero no siempre efectiva (Tripathi, 2008).

Otra alternativa es el uso de plantas y aceites esenciales, como son Pelargonium
graveolens, Satureja hortensis y Zataria multiflora y aceites como a-terpineol y tyrosol,
carva- crol; que por sus propiedades antifungicas y fungicidas podrian ser incluidos
en colutorios o pastas dentales (Gleiznys y cols., 2015). A pesar que existen algunos
estudios de toxicidad de carva-crol, esta pendiente comprobar todavia su efecto en
humanos (Sharifi-Rad y cols., 2018).

Debido a lo anteriormente expuesto, se propone modificar los materiales de
fabricacion de la prétesis, proveyendo una superficie en el acrilico con propiedades
biocidas y/o que prevengan la adhesién de los microorganismos, reduciendo su
exposicion a la mucosa que esta en contacto intimo con la protesis (Gendreau &
Loewy, 2011).

3.3.- Nanoparticulas metalicas y su aplicacion

Los materiales de tamano nanométrico han contribuido a aplicaciones avanzadas
en el campo de la nanomedicina y las ciencias biomédicas debido a sus brillantes
propiedades fisicas y quimicas. En la odontologia son multiples sus usos, desde
materiales de impresién y pulido hasta resinas compuestas y ceramicas moldeables
(Gad y cols., 2017).
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Entre las nanoparticulas, se encuentran las de plata, cobre y los 6xidos metalicos,
que se caracterizan no solo por su amplia variedad de propiedades fisicas y
quimicas, sino también, por su efecto antibacteriano. La reactividad quimica y la
energia superficial de las nanoparticulas juegan un papel central en la definicion de
las propiedades antibacterianas y antifungicas.

3.4.-Nanoparticulas de Cobre

Con el avance de la nanotecnologia también ha sido posible producir particulas de
cobre con tamafio nanométrico. Este metal es conocido desde hace mucho tiempo
por sus propiedades antimicrobianas. Debido a su reducido tamafio y a su gran
superficie de contacto en relacién con su volumen, las nanoparticulas de cobre
(nCu) presentan excelentes propiedades bactericidas y antifungicas, ya que estas
caracteristicas fisicas les permiten interactuar facilmente con las membranas de los
microorganismos (Covarrubias y cols., 2018). La muerte celular por contacto es uno
de los mecanismos antimicrobianos mas aceptado (Figura 2), en el que el cobre
tiene como principal objetivo el dafio a la membrana celular, posteriormente los
iones ingresarian a la célula e interactuarian con peroxidos de hidrégeno
produciendo especies reactivas de oxigeno (ROS), causando estrés oxidativo y
dafo al DNA con la consecutiva muerte celular (Grass vy cols., 2011; Matamala,
2016).

Nano scaled Copper
Copperion

Membrane protein

Fig.2 Mecanismo antimicrobiano de nCu. Ingreso de Cu a la célula, generacion de ROS,

dafo al DNA y muerte celular (Matamala, 2016)
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Existe otro antecedente respecto a su mecanismo antibacteriano, en un estudio se
observd cambio en la morfologia de Escherichia coli, siendo esta mas filamentosa
y produciendo muerte celular. Lo anterior, se explicaria por la sobreproduccion de
especies reactivas del oxigeno, lo que resulta en una considerable peroxidacion

lipidica, oxidacion de proteinas y degradacion de DNA (Chatterjee y cols., 2014).

A pesar de lo descrito, varios autores concluyen que es probable que no exista un
s6lo mecanismo de accidn antimicrobiano, sino que se deba tanto al agente activo de
la particula misma como a los iones que se liberan al medio desde ella. La actividad
antimicrobiana de las nCu ha sido estudiada in vitro, y se ha demostrado frente a
algunos patégenos orales tales como Streptococcus mutans, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Enteroccus faecalis (Matamala,
2016).

Esto nos lleva a pensar en la incorporacion de nCu en materiales acrilicos, como
las protesis dentales, con el fin de evitar la adhesion de C. albicans y prevenir su
proliferacion en ellos. Esta alternativa podria reducir el recuento de colonias obtenidas
desde la superficie de la prétesis, mucosa palatina y saliva.

3.5.- Prétesis acrilicas con Nanoparticulas de Cobre

El laboratorio de Nanobiomateriales de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile, ha estudiado sistematicamente en los ultimos afios el uso de
nanoparticulas de cobre en diferentes aplicaciones odontolégicas. Las nCu
destacan por ser reconocidas como antimicrobianos de amplio espectro y de poseer
una propiedad que evita la adhesidn de bacterias sobre superficies, denominada
“antifouling”. Ademas, las investigaciones han demostrado que las nCu son
excelentes antibacterianos frente a bacterias cariogénicas como S. mutans evitando
la adhesion de estas bacterias sobre el esmalte dentario y/o siendo bactericida
(Covarrubias y cols., 2018). Las nCu también han demostrado ser efectivas frente
a bacterias asociadas a procesos infecciosos tanto periodontales como
endodonticos (Galleguillos, 2015) y frente a levaduras responsables de estomatitis
(Correa, 2012).
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Entendiendo el comportamiento y las propiedades que presentan las nCu en
condiciones del medio oral, se desarroll6 una patente de invencidén sobre materiales
acrilicos dentales a base de nanoparticulas de cobre. Esta patente involucra el
proceso de preparaciéon de materiales acrilicos a base de nCu con propiedades
antimicrobianas y biocompatibles, manteniendo las caracteristicas estéticas y
mecanicas de las protesis convencionales. Ademas, cumple con las exigencias de
bioseguridad para su uso en biomedicina (Covarrubias y cols., 2017). Se debe
destacar también, que la patente se encuentra con proteccién tanto nacional (N°
3781-2015) como internacional (PCT/CL2016/050079, 2017).

El cobre es un oligoelemento necesario en la dieta humana, el valor recomendado
de ingesta diaria es de 900 ug/dia, mientras que el promedio por persona se
encuentra entre 1,0-1,6 mg/dia (Institute of Medicine, 2001). Sumado a esto, el
cobre se encuentra presente en el agua potable en concentraciones maximas de 2
mg/L (NCh409-INN, 2005). Se debe destacar que los valores anteriormente citados
son bastante elevados en comparacion a los muy bajos niveles de cobre liberados
al medio (5,8 x10-® ug/ml/40 dias) por las protesis modificadas con nCu, ya sea en
contacto con saliva u otro fluido fisiologico. Las prétesis modificadas con nCu
inhiben el 92% de C .albicans, logrando su efecto antimicrobiano sin causar dafio a
células fibroblasticas humanas, caracteristica que se debe a los bajos contenidos
de nanoparticulas que posee el material (Matamala, 2016).

Respecto a estudios clinicos acerca de la evaluacion de protesis dentales
antimicrobianas, solo se reporta un trabajo reciente en la literatura (Liu y cols.,
2016), donde acrilicos fueron preparados con un monémero antimicrobiano (silicato
metacriloxi amonio cuaternario, QAMS). El estudio fue realizado utilizando discos
del acrilico antimicrobiano insertados en la superficie del acrilico de aparatos
ortodoncicos. En el analisis microbiologico se midié la cantidad de bacterias
vivas/muertas en la superficie de los discos utilizando microscopia de fluorescencia,
encontrandose que en los grupos antimicrobianos aumento la cantidad de bacterias

muertas.
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En cuanto a estudios in vitro, se reportan casos como la utilizacion de
nanoparticulas de 6xido de zirconio (nZr) en el material acrilico (Gad y cols., 2017)
para evitar la adhesion de Candida albicans. El resultado arrojé que la adhesion de
C. albicans disminuy0 significativamente en las muestras acrilicas modificadas con
nZr en comparaciéon a las de acrilicos convencionales. Otro estudio in vitro,
incorporo el uso de nanoparticulas de plata (nAg) al 5% en acrilico protésico (Li
y cols., 2016), encontrandose una reduccion de la adhesion de C. albicans en las
muestras acrilicas modificadas con nAg. La literatura sin embargo no reporta
estudios clinicos de protesis antimicrobianas con nanoparticulas de cobre u otro tipo
de agente antimicrobiano, tampoco orientados al problema especifico de estomatitis
causada por C. albicans.

En una primera tesis del presente proyecto se evalu6 el efecto de la prétesis con
nCu en la incidencia y severidad de ESP (Miranda, 2019). En el presente trabajo de
tesis se presentan los resultados del efecto de la protesis antimicrobiana con nCu
respecto a su capacidad para reducir los recuentos de levaduras del género
Candida en pacientes portadores de prétesis.
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4.- HIPOTESIS

El uso de protesis acrilica modificada con nanopatrticulas de cobre en pacientes

desdentados disminuye el recuento de levaduras del género Candida en la superficie

de la prétesis, mucosa palatina y saliva en comparacion con el uso de proétesis

convencional.

5.-OBJETIVO GENERAL

Evaluar el recuento de levaduras del género Candida en pacientes que usan

prétesis modificadas con nCu, tanto en la superficie de la protesis, mucosa palatina

y saliva en comparacion con pacientes que usan protesis convencionales.

6.-

1.

2.

3.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Medir el recuento de levaduras del género Candida en protesis, mucosa
palatina y saliva en pacientes que portan protesis convencionales.

Medir el recuento de levaduras del género Candida en protesis, mucosa
palatina y saliva en pacientes que usan protesis modificadas con CuNP.
Comparar el recuento de levaduras del género Candida de los portadores de

prétesis modificadas con nCu en aquellos que usan protesis convencionales.
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7.- METODOLOGIA

7.1.-Tipo De Estudio

Estudio experimental, ensayo clinico ciego simple.

7.2.- Participantes

Durante el ano 2017, los pacientes fueron reclutados de los cursos de Protesis
Totales y UTE Clinica Odontologica del Adulto Mayor Il de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile. Se aplicaron los criterios de inclusion y de
exclusion, de esta forma a los pacientes que cumplieron con los requisitos de
inclusion se les entrego el consentimiento informado (Anexo 1). Este fue leido y
explicado, antes de su firma. El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, cuya Acta
aprobacion es la N°:11/2017 (Anexo 2). Sumado a lo anterior, el estudio esta
adscrito al Proyecto FIOUCH 2016 DIFO 17/005 “Evaluacion de protesis removibles
antimicrobianas a base de nanoparticulas de cobre en la disminucion de la

severidad de la estomatitis subprotésica: Ensayo clinico controlado aleatorizado”.

Criterios de inclusion:

e Hombres y mujeres sano/as.

e Hombres y mujeres con enfermedad de base controlada y no incapacitante
(ASA1I).

e Pacientes sin signos clinicos de ESP.

e Desdentados totales superiores

e Portadores o no de protesis.

e Que aceptaran ingresar estudio clinico previa firma del consentimiento

informado.
Criterios de exclusion:

e Hombres y mujeres con enfermedad sistémica no controlada.
e Pacientes con signos clinicos de ESP.

e Hipersensibilidad a los metales, acrilico protésico y/o mondémero.
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e Pacientes desdentado parcial superior.
e Pacientes que no aceptaron participar en el estudio.
e Haber consumido antibidticos, antifungicos y/o esteroideos hasta 15 dias

antes a la toma de la muestra.

Cabe sefalar, que las fichas clinicas de cada paciente fueron revisadas para
obtener datos como: edad, sexo, enfermedades sistémicas, consumo de farmacos,
habitos nocivos, diagnostico clinico, uso previo de protesis e historia de ESP. Los
datos se consignaron en el Cuestionario 1 (Anexo 3).

7.3.- Tamaino Muestral

El tamafio muestral se determiné utilizando la calculadora de muestra WinEpi 2.0
(Working in Epidemiology, An Online Epidemiological Tool). Se calcul6 el tamafio
muestral de 50 pacientes, considerando un porcentaje de pérdida del 10%. Luego,

la muestra obtenida fue dividida en dos grupos:

o Grupo Control: 25 pacientes portadores de protesis acrilica convencionales.
o Grupo Estudio: 25 pacientes portadores de proétesis acrilica modificadas con
nCu.

7.4.- Distribucion de los participantes
La distribucién se efectu6 de forma alternada por los observadores, de esta forma
a medida que iban incorporandose los pacientes al estudio, se iba igualando el
tamafio muestral en ambos grupos. Es necesario indicar, que ningun paciente del
estudio fue informado del grupo al cual pertenecio durante todo el tiempo que duré

la investigacion.
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7.5.- Intervencioén
La intervencion se baso en la instalacion de prétesis modificadas con nCu en
aquellos pacientes que componian el grupo estudio. Todos los participantes de la
investigacion fueron examinados y tratados en las clinicas de Protesis Totales y
UTE Clinica Odontologica del Adulto Mayor Ill. Con el fin de devolver salud oral, los
alumnos tratantes realizaron procedimientos clinicos que consistieron en
destartrajes supra y subgingavales, restauraciones y exodoncias. Lo anterior,

estuvo en todo momento supervisado por su docente clinico.

Para la fabricacion de las protesis modificadas con nCu, se utilizé nanotecnologia
desarrollada por el Laboratorio de Nanobiomateriales de la Facultad de Odontologia
Universidad de Chile, cuyos detalles y especificaciones técnicas estan protegidos
tanto nacional (N° 3781-2015) como internacionalmente (PCT/CL2016/050079,
2017). En la patente se precisan los contenidos de cobre en el acrilico de la prétesis
y los requisitos de biocompatibilidad con los que cumple (Covarrubias y cols., 2015).
El Laboratorio Dental a cargo de la confeccién de las protesis acrilicas fue
Beraudent®, Santiago, Chile (Figura 3).

Fig. 3 Protesis removibles fabricadas en laboratorio dental comercial. a) Convencional y b)

modificadas con nCu (Olivares, 2018).
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Cuando se procedio a la instalacion de las protesis dentales acrilicas, se aplicé un
cuestionario de evaluacion técnica (Pennacchiotti, 2006) adaptado (Anexo 4).

Los miembros del equipo de investigacion, calibrados previamente, fueron quienes
lo realizaron. Lo anterior, tenia como propésito evaluar la calidad técnica de las
prétesis, de tal forma de instalar sélo aquellas que obtuvieron el puntaje maximo del
cuestionario. Las restantes que presentaron alguna deficiencia técnica y que no
alcanzaron el puntaje ideal, fueron informadas de inmediato al tratante y docente
clinico. Para estas situaciones se aplico un protocolo que consideraba la reparacion
o renovacion completa de las prétesis, dependiendo de cada caso.

Luego de ser instaladas, se procedio a dar instrucciones de higiene protesica a cada

paciente, las cuales se detallan a continuacién:

o El cepillado de la prétesis debe ser diario.

o La limpieza protesica debe ser realizada con agua y jabon liquido.

e Antes de dormir, debe retirar sus proétesis.

e Una vez por semana debe sumergir las protesis en una solucién de agua con
5 gotas de hipoclorito de sodio, esta solucion debe cubrir por completo las

protesis.

7.6.- Medicion Microbiologica

El propdsito del estudio fue evaluar los recuentos de levaduras del género Candida
tanto en pacientes portadores de prétesis acrilicas modificadas con nCu como en
aquellos portadores de proétesis convencionales. Se definieron 4 controles para la
toma de muestras microbiologicas, los cuales estan detallados en la Tabla 2.

Tabla 2. Frecuencias de toma de muestras microbiologicas.

CONTROL ABREVIACION MESES
INICIO TO O MESES
PRIMER CONTROL T1 4 MESES
SEGUNDO CONTROL T2 7 MESES
TERCERCONTROL T3 12 MESES
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A través del recuento de levaduras del género Candida expresadas en unidades
formadora de colonias (UFC/mL de saliva) fue posible realizar la medicién. Para la

evaluacion microbiologica se tomaron tres tipos de muestra por cada paciente:

1. Muestra de torulado de mucosa palatina utilizando torula estéril.

2. Muestra de la superficie de la protesis, considerando la zona que hace
contacto con la mucosa palatina en un area de 4 cm? usando torula estéril.

3. Muestra de saliva sin estimular y recolectada en tubos de centrifuga de 15

mL estériles.

Las torulas fueron introducidas en tubos tipo falcon que contenian 1 mL de buffer
fosfato de potasio (PBS) pH 7,4 estéril, todos los tubos con las muestras fueron
rotulados, sellados y trasladados refrigerados al Laboratorio de Microbiologia, de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (Figura 4a).

Fig.4 a) Muestras rotuladas en tubos Falcon. b) Materiales de procedimiento en Gabinete
de Bioseguridad clase Il tipo A Filtromet.

Cada una de las muestras se agité en vértex (IKA MS3 Digital) por 30 segundos.
Luego se realizaron diluciones en base 10 en buffer PBS; utilizando tubos eppendorf
estériles para cada dilucion. La siembra se llevo a cabo tomando de cada dilucion
100 pL y sembrandolos en placas de agar Sabouraud Cloranfenicol a pH 5,7 (Figura

5) previamente preparadas en la cabina de flujo laminar (Facmet).
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Ademas, se incluy6 una siembra directa, sin diluir, en el mismo medio de cultivo.
Los procedimientos de siembra se realizaron siempre bajo gabinete de bioseguridad
Filtromet, clase I, tipo A (Figura 4b).

Fig.5 a) Muestra en Agitador vortex (IKA MS3 Digital). b) Dilucion de muestra. ¢) Siembra
en placa agar Sabouraud.

Las placas se cultivaron a 37 °C durante 48 h, en condiciones de aerobiosis. Una
vez finalizado el tiempo de incubacién se contaron las colonias que crecieron en las
placas de agar Sabouraud Cloranfenicol, compatibles con levaduras del género
Candida (Figura 6). Paralelamente se confirmé la presencia de levaduras del género
Candida mediante tincién de Gram de las colonias crecidas en agar Sabouraud para

observar al microscopio 6ptico formas levaduriformes tefidas color azul-violeta.

Fig. 6 a) Placas en estufa a 37°C. b) Placa posterior a 48hrs con colonias de Candida spp.
c¢) Blastosporas de Candida spp. (Microscopio 6ptico Axiostar Plus ZEIS).
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7.7.- Métodos estadisticos

La informacidn obtenida previamente de las fichas clinicas sirvié para comparar
la heterogeneidad entre ambos grupos de estudio. Los recuentos obtenidos de la
siembra en placa de cada una de las muestras fueron recolectados y registrados
para cada control realizado. Con el fin de estandarizar los recuentos de colonias se
selecciond la dilucidn 1/10 de todas las diluciones realizadas a partir de las muestras
en cada uno de los controles. En el analisis de datos (recuentos de colonias), se
evaluo si la distribucion de las variables cuantitativas era normal, realizando la
prueba de Shapiro-Wilk. Para las variables con distribucion normal se utilizé la
media como medida de tendencia central y el rango como medida de dispersion.
Para las variables sin distribuciéon normal se utiliz6 la mediana. Los datos obtenidos
fueron analizados mediante el programa GraphPad Prism7 aplicando - Student con

un nivel de significancia de 95% (p<0,05).
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8.- RESULTADOS

El estudio clinico se realizé durante 12 meses. Al inicio del estudio se incorporaron
45 pacientes, sin embargo, se registréo una pérdida de 20 pacientes. Las pérdidas
se debieron a decisiones de parte de los alumnos tratantes y/o docentes por no
continuar en el estudio atribuyendo razones de cumplimiento de los tiempos de la
asignatura clinica, y en algunos casos de pacientes que por motivos personales no
continuaron.

En la figura 7 se muestra el flujo de pacientes durante el tiempo que duro el estudio.
En resumen, la cantidad de pacientes reclutados fueron 25, los cuales fueron
rehabilitados en las clinicas correspondientes. De los 25 pacientes, 12 fueron
portadores de proétesis convencionales y 13 portadores de prétesis modificadas con
nCu. Los pacientes fueron reclutados durante el mes de diciembre del afio 2017,
mientras que el primer control se realizé en abril de 2018, el segundo control en
julio, y el tercer control en diciembre del mismo afo. En la Tabla 3 se observa el

numero de asistentes de ambos grupos en cada control.
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Fig. 7 Diagrama de flujo pacientes durante el estudio.

Tabla 3. Asistencia a controles a los 4 meses (T1), 7 meses (T2) y 12 meses (T3).

TO Tl T2 T3
Grupo Control (n) 12 10 8 8
Grupo Estudio(n) 13 12 11 11
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8.1.- Caracterizacion de la muestra

Como se detalla en la Tabla 4, la muestra fue dividida en Grupo Control y en Grupo
Estudio; y se encuentra ordenada segun las siguientes caracteristicas: sexo, grupo
etario, enfermedades sistémicas, consumo de farmacos, habitos nocivos e historia

tanto prétesica como de ESP.

Tabla 4. Caracterizacion de la muestra del estudio clinico.

Grupo Control Grupo Estudio

n=12 n=12
Caracteristicas n(%) n(%)
Sexo Femenino 10 (83,3) 7 (53,7)
Sexo Masculino 2 (16,7) 6 (46.2)
Grupo Etario
45-49 afios 1(8,3) 0(0)
50-59 afios 1(8,3) 2 (15,3)
60-69 afios 4 (33,3) 6 (46,1)
70-79 afios 3(25) 4 (30,7)
80 afios 0 mas 3(25) 1(8)
Enfermedades sistémicas
Diabetes Mellitus, n(%) 3(25) 5(38,4)
Hipertension Arterial n(%) 7 (58,3) 5(38,4)
Depresion, n(%) 0(0) 2 (15,3)
Consumo de Farmacos, n(%) 8 (67,6) 6 (46,1)
Hdbitos Nocivos
Consumo de Alcohol 5(41,6) 8 (61,5)
Consumo de Tabaco 2 (16,6) 3(23)
Usuario de prétesis por primera vez 9(75) 5(38,5)

Historia de ESP previa 2 (16,6) 6 (46,2)
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8.2.- Analisis Microbiolégico

En los siguientes graficos se expondran los recuentos de unidades formadoras de
colonias de levaduras del género Candida obtenidos de las tres zonas analizadas
(saliva, mucosa palatina y proétesis) al tiempo de instalacion de la protesis (TO) y
luego de cuatro (T1), siete (T2) y doce (T3) meses de estudio.

8.2.1.- Recuentos de levaduras del género Candida en saliva
En la Figura 8 se presenta el recuento (UFC/mL) de levaduras del género Candida
de muestras extraidas desde saliva no estimulada de los pacientes. Para todos los
tiempos que se controlaron se registraron recuentos en ambos grupos, si bien
siempre fueron menores para el grupo portador de prétesis con nCu en comparacion
al grupo de protesis convencional, estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas para todos los periodos.

Saliva
30,000 _ _

Bl Protesis Convencional
I Protesis Nano-Cobre

- 20,000

E

o —

o

=~ 10,000

0,
TO T1 T2 T3
Controles

Fig. 8 Recuentos de Candida spp. en muestras obtenidas desde la saliva no estimulada de
los pacientes. Medidos al tiempo de instalacién de la protesis (TO) y posterior a su
instalacion 4(T1), 7(T2) y 12 (T3) meses.
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8.2.2.- Recuentos de levaduras del género Candida en paladar

En la Figura 9 se presenta el recuento (UFC/mL) de levaduras del género Candida
de muestras obtenidas de la mucosa palatina de los pacientes. Para el tiempo de
instalacion (TO) se encontro recuento cero para ambos grupos. Posterior a los 4
meses de instalacion (T1), si bien presentaron recuentos, estas diferencias no
fueron significativas entre ellos. En cambio, a los 7 meses (T2) el grupo portador de
prétesis con nCu registr6 menor recuento que el grupo control, siendo
estadisticamente significativo. Para el periodo 12 meses (T3), solo se presento

recuento en el grupo control (~ 12.000 UFC/mL), siendo cero para el grupo estudio.

Paladar

14,000 El Protesis Convencional
12,000 I Proétesis Nano-Cobre

UFC/mL

T T

TO0 T1

600- *
400 B T
200- a
0- - pp— \
T2 T3

Controles

Fig. 9 Recuentos de Candida spp. en muestras obtenidas desde la mucosa palatina.
Medidos al tiempo de instalacién de la protesis(TO) y posterior a su instalacion 4(T1), 7(T2)

y 12 (T3) meses.
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8.2.3.- Recuentos de levaduras del género Candida en proétesis

En la Figura 10 se presenta el recuento (UFC/mL) de levaduras del género Candida
de muestras obtenidas de la superficie de la prétesis de los pacientes. A los 4 meses
posteriores a la instalacion de la protesis (T1) no existen diferencias significativas
entre ambos grupos de estudio. Sin embargo, a los 7 meses (T2) el grupo portador
de protesis con nCu presentd un menor recuento de levaduras en comparacioén al
grupo control, esta diferencia fue estadisticamente significativa. Esta diferencia fue
aun mas marcada a los 12 meses (T3), en donde no se registré recuento para el
grupo estudio, mientras que el grupo control si presentdé recuentos (~30.000
UFC/mL).

Protesis
30,000 -
Hl Protesis Convencional
25,000 I Protesis Nano-Cobre
.J 20,000
g 15,000
= 10,000 :
-
5,000 L
*
0 = T T _Y_ T
TO T1 T2 T3
Controles

Fig. 10 Recuentos de Candida spp. en muestras obtenidas de la superficie de la protesis
acrilica convencional y modificada con nCu. Medidos al tiempo de instalacion de la protesis
(TO) y posterior a su intalacion 4 (T1), 7 (T2) y 12 (T3) meses.
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8.2.4.- Pacientes Descompensados

Los pacientes con enfermedades sistémicas (diabetes, hipertension) incluidos en el
estudio se trataban de pacientes controlados al inicio y durante el estudio. Sin
embargo, tres de estos pacientes con proétesis con nCu informaron que no siguieron
sus controles médicos y tampoco su terapia farmacoldgica. Por este motivo los
recuentos de estos tres pacientes especiales (PS5, P6 y P13) portadores de protesis
con nCu son analizados de manera separada en esta seccién al tiempo de 12 meses
(T3).
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Fig. 11 Recuentos de levaduras del género Candida a T3 de pacientes con protesis con
nCu Compensados versus No compensados.

En general este tipo de pacientes registraron recuentos variables durante el estudio.
La Figura 11 muestra que los valores obtenidos en pacientes descompensados
fueron mayores (~10.000 UFC/mL a T3) en comparacion a los encontrados en
pacientes compensados que no registraron recuentos a T3 para protesis y paladar.
Para el mismo tiempo, los pacientes descompensados también presentaron en
saliva recuentos superiores (~35.000 UFC/mL) respecto a los pacientes
compensados (~18.000 UFC/mL).
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9.- DISCUSION

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el recuento levaduras del género
Candida en pacientes portadores de protesis acrilicas modificadas con nCu versus
aquellos portadores de proétesis convencionales. Para ellos se realizd un
seguimiento durante 12 meses a partir de diciembre del 2017 de 21 pacientes
seleccionados de las clinicas UTE Adulto Mayor Ill y del area de Proétesis Totales
pertenecientes a la Universidad de Chile. Se conformaron 2 grupos, un grupo control
y un grupo estudio; el primero compuesto por pacientes portadores de proétesis
convencionales y el segundo por portadores protesis modificadas con nCu.

En general, en el recuento microbiolégico se pudo observar que no existieron
diferencias estadisticamente significativas para las muestras obtenidas desde la
prétesis, mucosa palatina y saliva al tiempo de instalacion (TO) y a los 4 meses
posterior a la instalacion (T1) entre ambos grupos. Sin embargo, alos 7y 12 meses
posterior a la instalacion (T2 y T3), los recuentos de Candida spp. en protesis con
nCu fueron estadisticamente menores respecto a los encontrados en el grupo
control, particularmente en las zonas de paladar y prétesis. Por otro lado, los
recuentos en saliva en todos los tiempos analizados, no arrojo diferencias

significativas entre ambos grupos de la investigacion.

La reduccion de los recuentos a T2 y T3 se puede atribuir directamente al efecto
antimicrobiano del acrilico protésico con nanocobre. La capacidad antimicrobiana
del acrilico con nanocobre fue demostrada en estudios previos (Correa, 2012;
Matamala, 2016), encontrandose que la superficie del acrilico inhibe el 92% del
recuento Candida albicans. Por lo tanto, los resultados de la presente tesis
demuestran que la capacidad antimicrobiana del acrilico con nCu permite reducir el
recuento de Candida spp. en pacientes portadores de protesis removibles. Se
encontro que este efecto antimicrobiano ocurre especialmente en la superficie de la
prétesis y en la mucosa palatina que se encuentra inmediatamente en contacto

intimo con la protesis, no asi en la saliva.
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Este resultado es esperable debido a que los niveles de iones de Cu liberados por
el acrilico al medio son extremadamente bajos (5,8 x10°% ug/mL/40 dias),
concentrandose en el liquido presente en la vecindad de la superficie de la protesis
y en la propia biopelicula (Matamala, 2016), lo que explica el significativo efecto
antimicrobiano observado tanto en prétesis como en paladar.

En la Figura 12 se muestra que en la biopelicula, las microcolonias de Candida spp.
se encuentran separadas por canales de agua que son claves para la circulacion de
nutrientes (Allaker, 2010). Todos estos espacios y canales generan un mecanismo
de transporte y comunicacion dentro de la biopelicula que estaria involucrado en el
transporte de nanoparticulas/iones liberados desde el nanocompdsito acrilico
(Matamala, 2016). Los iones de Cu tomarian contacto con Candida spp., ingresando
a su interior, causando estrés oxidativo y dafio en el DNA, produciendo muerte
celular de acuerdo con el mecanismo antimicrobiano ya conocido para el cobre
(Chatterjee y cols., 2014).
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Fig. 12 Esquema del mecanismo antimicrobiano propuesto de nCu al interior del biofilm de
C. albicans (Matamala, 2016).
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En la actualidad existe un creciente aumento de la resistencia a antifungicos por
parte de levaduras del género Candida, sin embargo, en la literatura no se describe
resistencia a nanoparticulas de cobre (Mudiar & Kelkar-Mane, 2018). De acuerdo a
la tendencia observada en el estudio la prétesis antimicrobiana con nCu aparece
como una nueva y prometedora medida para reducir el recuento de levaduras del

género Candida y de esta forma prevenir la ESP.

En una tesis paralela de este proyecto (Miranda, 2019), se evalué la incidencia y
severidad de sufrir ESP en este mismo grupo de pacientes. Se observé que el grupo
de pacientes con prétesis con nCu presentd un 55,5% menos de incidencia de ESP
a los 12 meses respecto al grupo control. Ademas, la severidad de ESP en los
pacientes con proétesis convencional fue de tipo I, Il y lll, mientras que en los
pacientes con nanocobre que presentaron ESP, ésta sélo alcanzo severidad tipo |
y Il. La disminucion de la incidenciay severidad de ESP del estudio de Miranda, se
podrian correlacionar directamente con la reduccién en los recuentos de Candida
spp. encontrados en la presente tesis. Confirmando que el efecto antimicrobiano de
la protesis con nCu en la superficie del acrilico y paladar seria responsable de la
disminucién de la incidencia de ESP.

Se debe sefnalar que a diferencia de otras sustancias antifungicas usadas para el
control de la proliferacion del hongo, que son fundamentalmente terapéuticas, las
prétesis con nCu ejercerian una acciéon fundamentalmente preventiva de la
enfermedad. Sumado a esto, posee varias ventajas sobre los tratamientos
antifungicos y antisépticos tradicionales, ya que no presenta efectos adversos, no
requiere la asistencia del paciente a la consulta de forma periddica para ser aplicado
y no depende de la efectividad de la técnica de higiene del paciente. Este ultimo
aspecto, es especialmente sensible en adultos mayores que presentan deterioro o
pérdida de la funcionalidad fisica, psiquica y social, lo cual afecta la eficacia de su
técnica de higiene oral (Ministerio de Salud Chile, 2014). Lo anterior también se
traduce en un ahorro econdmico, tanto para los pacientes como para los servicios

de salud publica que suplen estos tratamientos.
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Referente a estudios clinicos reportados en la literatura para disminuir recuentos de
Candida spp. en pacientes portadores de prétesis acrilicas, un meta-analisis sélo
reporta estudios sobre la aplicacion externa de agentes antimicrobianos como
antifungicos, colutorios antisépticos, antimicrobianos naturales y métodos de
desinfeccién como la terapia fotodinamica o microondas. Este estudio concluye que
no existen diferencias estadisticamente significativas al evaluar su efecto respecto

a lareduccion de recuentos de levaduras del género Candida (Emamiy cols., 2014).

En la literatura no se describen estudios clinicos sobre uso de nCu o de otra
nanoparticula para disminuir recuentos de Candida spp. en pacientes que usan
prétesis acrilica. Los estudios reportados hasta ahora sélo tratan de ensayos in vitro.
Por ejemplo, Jalal y cols., (2019) evalua el efecto de nCu biosintetizadas sobre C.
albicans resistente a Fluconazol, encontraron que a una concentracion de 5mg/mL
de nCu lograban controlar tanto la tasa de crecimiento de C. albicans como la
formacion de biopeliculas de esta levadura resistente. Otro estudio (Usman y cols.,
2013) investigo las propiedades antimicrobianas de nCu sintetizadas en medio de
polimeros de quitosano. Observaron actividad antibacteriana y antifungica,
especifico contra C. albicans, debido a que las nCu influyen en su tasa de
crecimiento. En cuanto al uso de otras nanoparticulas metalicas, un estudio de Gad
y cols.,(2017) utiliza nanoparticulas de 6xido de zirconio en el material acrilico para
evitar la adhesion de Candida albicans. El resultado arrojo que la adhesion in vitro
de C. albicans disminuy¢ significativamente en las muestras acrilicas modificadas
con nanoparticulas de o6xido de zirconio en comparacion a las de acrilicos
convencionales medidos a las 48 hrs. Otro estudio in vitro, incorporé el uso de
nanoparticulas de plata al 5% en acrilico protésico (Li y cols., 2016), encontrandose
una reduccion significativa de la adhesion de C. albicans a las 72 horas en las
muestras acrilicas modificadas con nAg. También se probo in vitro el efecto
antimicrobiano del compuesto organico DABCO, encontrandose una inhibicién del
100% de levaduras del género Candida después de 24 horas, actividad inhibitoria
que se mantuvo hasta los 2 meses. Sin embargo, los acrilicos modificados con
DABCO presentaron una citotoxicidad leve en células orales de mamiferos (Herman
y cols., 2017).
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En cuanto a estudios sobre la utilizacion de prétesis acrilicas antimicrobianas para
disminuir recuentos asociados a ESP, so6lo se reporta un estudio (Liu y cols., 2016).
En este trabajo se prepararon discos acrilicos polimerizados con un monémero
antimicrobiano (silicato metacriloxi amonio cuaternario, QAMS) y se insertaron en la
superficie del acrilico de aparatos ortodoncicos. Se encontré que la proporcién del
recuento total de bacterias muertas en la superficie de los discos antimicrobianos
respecto a los discos convencionales era menor y estadisticamente significativo
medidos a las 48 horas. Sin embargo, en este estudidé no se evaluo su efecto sobre
Candida spp., principal patégeno asociado a infecciones protésicas.

Aunque no estaba dentro de los objetivos de la presente tesis, también se detectd
un efecto en tres pacientes pertenecientes al grupo de estudio que presentaban
diabetes mellitus tipo Il (DMII) y/o hipertension arterial (HTA) y que en sus controles
declararon encontrarse sin farmacoterapia. Estos tres pacientes descompensados
presentaron recuentos de Candida spp. superiores al promedio. Existen algunas
investigaciones que relacionan estas patologias a recuentos mayores de Candida
spp. Para el caso de DMII, un estudio (Lydia Rajakumari & Saravana Kumari, 2016),
evaluo prevalencia de Candida spp. en pacientes con DMIIl y en individuos sanos
portadores de prétesis. Encontrando una mayor proporcion de Candida spp. en
pacientes con DMII. Otro estudio (Radovic y cols., 2014) asocia DMII a una mayor
riesgo de desarrollar ESP. En cuanto a la asociacion con HTA, (Marchi-Alves y cols.,
2017) evaluaron la presencia en saliva de Candida spp. en pacientes hipertensos y
normotensos portadores de protesis removibles, encontrando Candida spp. en
mayor porcentaje (71,4%) en aquellos pacientes con HTA. A pesar de estos
antecedentes, los pacientes portadores de prétesis con nCu con DMIly HTA que se
encontraban compensados para las patologias antes sefialadas, presentaron

recuentos equivalentes a los encontrados en pacientes sanos.

Es importante destacar que el presente estudio completd un seguimiento de 12 meses
en comparacion a otros estudios sobre recuentos de Candida spp. que no superan los
2 meses y constituye el primer ensayo clinico sobre el uso de nCu aplicadas al ambito
odontolégico. No obstante, se mencionan limitaciones como el uso de ciego simple y

la reduccion del numero de pacientes ingresados.
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La tecnologia acrilicos dentales con nCu ha sido actualmente expandida hacia otros
dispositivos de uso odontoldgico, como planos oclusales y aparatos ortodoncicos,
permitiendo la reduccion bacterias responsables de la caries y/o enfermedad
periodontal. Adicionalmente, se ejecutan nuevos estudios en la evaluacion de
acondicionadores de tejidos formulados con nCu, que permitira evaluar el efecto

terapéutico en pacientes con ESP.
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10.- CONCLUSIONES

Los pacientes rehabilitados con protesis acrilicas removibles modificadas con nCu
presentaron recuentos de levaduras del género Candida menores respecto a los
que portaban prétesis convencional.

Las prétesis con nCu ejercen un efecto antimicrobiano en la superficie de la protesis
y en la mucosa palatina, mientras que no se observan diferencias significativas en

los recuentos en saliva entre los grupos estudiados.

La disminucion de los recuentos de Candida spp. producida por la prétesis con nCu
se correlacionan directamente y explica la disminucion en la incidencia y severidad
de ESP de este grupo de pacientes estudiados clinicamente en paralelo en otro trabajo

del mismo proyecto.

Las prétesis modificadas con nanoparticulas de cobre surgen como una nueva
alternativa para disminuir la proliferacion levaduras del género Candida, agente

etiologico principal de ESP.
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Instituto de Investigacién en Ciencias odontoldgicas
Fono: 29781719, E-mail: ccovarrubias@odontologia.uchile.cl

Co-investigadores: Prof. Dra. Ximena Lee
Departamento de Protesis.
Fono: 29781845, E-mail: xlee@odontologia.uchile.cl

Prof. Dra. Madeleine Urzua
Instituto de Investigacion en Ciencias odontoldgicas.
Fono: 29781776, E-mail: murzua@odontologia.uchile.cl

Prof. Leyla Goémez
Departamento de Patologia -

P e
/os\PAD O

Fono: 29781832, E-mail: leylagomezcarranza@gmail.com /82— \

2
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[ comITE \™
Sede de Estudio: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile — Sergio Liw‘lli’hgstoneE )
\Z ETICA

943 — Independencia, Santiago. \o\ -

Nombre del Participante:
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Este Documento de Consentimiento Informado se aplicara a lo/as pacientes que se atiendan en la
Clinica odontoldgica de la Facultad de odontologia, especificamente en las UTEs Clinica
Odontoldgica del Adulto Mayor IV y Clinica Odontoldgica del Adulto IV, y consta de dos partes:

e Informacidn (proporciona informacién sobre el estudio para usted)

¢ Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar)

Ud. recibira una copia completa del Documento de Consentimiento Informado.

Solicitamos a Usted su colaboracién con este estudio. Antes de decidir si colabora o no,
debe conocer y comprender los aspectos que se exponen a continuacion. Siéntase con absoluta
libertad para preguntar sobre cualquier aspecto sobre el cual tenga dudas. Una vez que haya—-
comprendido el estudio y si usted desea colaborar, entonces se le pedira que firme; e?teiu-
formulario. / .:?/ﬁf =

[ *{ DE

=) <
\Z ETICA
\(\ e/ &

Explicacion del proyecto /\I
En Chile, hay una gran cantidad de adultos que ha perdido parcial o totalmente sus dlentes\Ef\ E’r- x&@
sistema publico de atencién, la solucién mas utilizada para la recuperacién de estos dientes son Ias =
protesis de dientes.

A estas protesis de dientes se pueden adherir unos hongos, llamados Candida albicans, que
provocan la inflamacién del paladar y los tejidos blandos de la boca, produciendo dolor y
molestias, enfermedad que se conoce como estomatitis subprotésica.

En los laboratorios de investigacion de la Universidad hemos desarrollado una prétesis de dientes

con propiedades antimicrobianas, que contiene pequefias cantidades de particulas de cobre en su
interior. Esta es una nueva tecnologia se encuentra en proceso de patentamiento (solicitud de
patente N2 3781-2015). La protesis con estas pequefias particulas produce un efecto
antimicrobiano que inhibe mas del 92% de microorganismos, incluyendo la C. albicans, pero al

mismo tiempo no dafia las células humanas y no cambia el color ni las resistencia mecanica de la
protesis.

Objetivo de la Investigacion

El objetivo del presente estudio es probar si la nueva prétesis con particulas de cobre disminuye el
crecimiento de los hongos en la persona que la usa y si con ello se evita o disminuye la posibilidad

de enfermarse de estomatitis en comparacién con la protesis actual que no tiene cobre. Lo hemos
contactado porque usted requiere rehabilitacion con protesis y quisiéramos solicitar a Usted, su
participacion.

Para esto se haran dos grupos de pacientes, uno que tendra la prétesis dental con particulas de
cobre, y otro grupo que recibira la protesis actual sin cobre. Ud. puede ser elegido al azar en
cualquiera de los dos grupos.

Si presenta algun problema o complicacién, se detendrd inmediatamente el estudio, y Ud. recﬁ)u‘aw Of
el tratamiento convencional. ,_>~/_ ) ’9

> uMlT
;‘?“ ICA )
\© /
Beneficio de la Investigacion. \L, /\/
Su participacidén permitird aproximarnos al conocimiento de la efectividad de las partlculas ’de nry

Fecha firma / / 2
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cobre incorporadas en prétesis de dientes para disminuir la aparicion de hongos e infecciones de
la boca.

El beneficio que conlleva la participacion en este estudio consiste en lo siguiente: a todos los
participantes se les hara entrega gratuita de un cepillo de dientes y una pasta dental, ademas de la
realizacidn de talleres de instruccion de higiene oral y cuidados con la salud bucal durante las
sesiones de examen oral, asi como seguimiento y control de sus prétesis de dientes.

Tipo de Intervencién y Procedimiento.

Si Ud. decide participar, el estudiante que le ha sido asignado junto al docente encargado del
grupo, realizardn un examen y los procedimientos necesarios para recuperar el estado de salud de
su boca (tapaduras, limpieza y extracciones si son necesarias) mas la confeccion e instalacién de su
protesis (impresiones dentales, pruebas de dientes, ajustes).

Se realizara también una muestra de diferentes zonas de la boca del paciente y de la prétesis, con
una térula de algoddn, al momento del ingreso de su tratamiento, al mes, 4 y 8 meses de control.
Por ultimo, aplicaremos un cuestionario con algunas preguntas para tener informacion acerca de
habitos relacionados con el cuidado de su boca, protesis y satisfaccion de las mismas.

Riesgo de la Investigacidn.

Los riesgos del tratamiento de prétesis convencionales y con particulas de cobre son similares:
dolor al momento de la instalacion. En el caso de la prétesis con particulas de cobre, estas son
compatibles con encias, paladar, dientes y lengua, disminuye al menos un 90% el crecimiento de_
los hongos y presenta una muy baja liberaciéon del metal en contacto con saliva, lnferlore*s‘za;ﬁii
ingesta maxima permitida por la legislacion chilena. ,',;‘/“_.. -

{ UMIT r\'\
{ =
Ante cualquier signo, se evaluara si corresponde a una reacciéon esperada despt\e;s\deETéCA )éa
instalacién de sus proétesis, en caso contrario, se detendra el estudio y Ud. recibira el trafam?e&o /‘&@V
convencional. 0E o<

Criterios para seleccion de los participantes en el estudio

Personas que se atenderan en la Clinica Odontoldgica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile durante del afio 2017.

Se seleccionaran hombres y mujeres mayores de 45 afios, sano/as o con enfermedad de base
controlada. Que nunca hayan usado prdétesis removibles, con maximo 6 dientes remanentes, y que
acepten participar previa firma del consentimiento informado.

Se excluiran adultos con enfermedad de base no controlada o que no cuenten con el permiso de
su médico tratante, portadores de prétesis removible o con menos de 6 dientes en boca,
hipersensibilidad a los metales. También se excluyen aquellos pacientes que presenten un
deterioro cognitivo diagnosticado y que no acepten participar en el estudio. Haber consumido
farmacos antibidticos, anti-fungicos y/o esteroideos hasta 15 dias previo a la toma de la muestra.

Confidencialidad y difusion de datos.

La informacién obtenida de la Investigacidn, respecto de la identificacion de participantes, sera
mantenida con estricta confidencialidad por el investigador, para el uso exclusivo de este estudio y
no seran identificados publicamente. Los resultados seran utilizados estrictamente para el

Fecha firma / / 3
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cumplimiento del objetivo del estudio, y podran ser publicados en revistas cientificas y/o utilizados
en otras instancias de difusion, como clases, conferencias o congresos.

Aclaraciones
La colaboracién con el estudio es completamente voluntaria, y usted puede dejar de part|C|par,-~
I|bremente

No tendrda que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.
No recibird pago por su donacidn. ENCA /8
Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participacion, le solicitamos lema}eL_ﬁ@V/
Formulario de Consentimiento Informado anexo al documento. G
Si usted desea conocer los resultados o tiene cualquier pregunta puede hacerla ahora o mas tarde,
contactando al Dr. Cristian Covarrubias (Instituto de Investigacién en Ciencias Odontoldgicas,

Facultad de Odontologia, U. de Chile. Fono: 9781719, E-mail: ccovarrubias@odontologia.uchile.cl.

Fecha firma / / 4
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

He sido invitado a colaborar con la investigacién de evaluacidn clinica de la nueva protesis
antimicrobiana con pequeifas particulas de cobre. Entiendo que colaboraré participando
incorporandome en el grupo de pacientes que puede o no recibir la prétesis mejorada. Sé que no
existen beneficios para mi persona y que no se me recompensard por participar. Se me ha
proporcionado el nombre de un investigador que puede ser facilmente contactado y su direccién
de correo electrénico.
He leido la informacién proporcionada. He tenido la oportunidad de preguntar sobre ella y se
me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento
voluntariamente colaborar en esta investigacion donando mis dientes extraidos.

Nombre del Participante

Firma e

Santiago, / [/ ~—

Fecha firma / / 5
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Seccion a llenar por el Investigador o su representante: COMITE
He explicado @l Sr(@) ..ot la naturaleza —ret éa:ICA
investigacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntadoéf

alguna duda. Una vez concluida la sesién de preguntas y respuestas, se procedid a flrméfl\.t; ﬁg}\‘
presente documento =

Nombre y Firma del Investigador que toma el Cl Fecha

Dr. Cristian Covarrubias Gallardo (PhD) .
Nombre y Firma del Investigador Principal Fecha

Proyecto revisado y aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile.

Presidente CEC: Sr. Prof. Dr. Eduardo Fernandez
Presidente de la Comisidn de bioética de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile
Sergio Livingstone Pohlhammer 943, Independencia, Santiago.
Email: efernand@odontologia.uchile.cl

Fecha firma / /




12.2.- ANEXO 2: Acta de aprobacién de protocolo de investigacion

Sk Ed-Octubre 2017
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ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

Dr. Eduardo Fernandez Pte./ Dr.Marco Cornejo Vice presidente / Dra. Weronika Weil/ Dr.Mauricio Baeza/ Dr. Juan Estay/ Sr. Roberto La
Rosa/

INFORME N°:11/2017

1. Acta de Aprobacion del proyecto FIOUCH completo titulado “Evaluacion de protesis
removibles antimicrobianas a base de nanoparticulas de cobre en la disminucion
de la severidad de la estomatitis subprotésica: Ensayo clinico controlado
aleatorizado”.

2. Miembros del Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile participantes en la aprobacién del Proyecto.

Dr. Eduardo Fernandez Dr. Juan Estay Dr. Marco Cornejo
Presidente CEC Secretario CEC Vice Pdte. CEC
Dr. Mauricio Baeza Sr. Roberto La Rosa Dr. Alfredo Molina
Miembro permanente CEC Miembro permanente CEC Miembro permanente CEC

Dra. Weronika Weil
Miembro permanente CEC

Fecha de Aprobaciéon: 6/10/2017
4. Titulo completo del proyecto: “Evaluacion de prétesis removibles antimicrobianas a

base de nanoparticulas de cobre en la disminucion de la severidad de la estomatitis
subprotésica: Ensayo clinico controlado aleatorizado”
Investigador responsable: Dr. Cristian Covarrubias.
Institucion Patrocinante: Facultad de Odontologia — Universidad de Chile
Documentacion Revisada:

+ Proyecto FIOUCH

+ Consentimiento Informado (Cl) (Pacientes) aprobado por el CEC, con timbre.
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8.- Fundamentacion de la aprobacion

Este proyecto es aprobado luego que se realizaran las modificaciones en relacion al
siguiente aspecto:

Este estudio se realizara en la Clinica Odontoldgica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile.

En consecuencia, el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile, ha aprobado el Protocolo del estudio titulado “Evaluaciéon de
prétesis removibles antimicrobianas a base de nanoparticulas de cobre en la disminucién
de la severidad de la estomatitis subprotésica: Ensayo clinico controlado aleatorizado”.

5 N7 -
P / S / /,’
77 Pr-Eduardo Fernandez G.

7/

clc.: Investigador Principal y Secretaria C.E.C.
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12.3.- ANEXO 3: Datos Demograficos del paciente

Nombre:

Edad:

Sexo: Fecha:
Pregunta s No

1. ¢Presenta signos de Estomatitis Subprotésica?

2. ¢Qué tipo de ESP presenta?

- Tipol

- Tipo II

- Tipo III

3. ¢éHa usado prétesis previamente?

4. (Tiene alguna enfermedad? Indicar

- Diabetes

- Hipertensién

5. - Depresion

6. ¢Consume algin medicamento? Indicar

7. ¢éConsume alcohol?

8. ¢Es fumador(a)?




12.4.- ANEXO 4:

Cuestionario de Evaluacion técnica (CET) adaptado

N° de pregunta Pregunta Respuesta
Marque con (x) seguin corresponda
Extension de limite posterior Correcta (1) Incorrecta (0)
P.01 Superior
P.02 Inferior
Limite vestibular
P.03 Superior
P.04 Inferior
P.05 Limite lingual
Respuesta ante fuerzas intrusivas Buena (1) Mala (0)
P.06 Superior
P.07 Inferior
Respuesta ante fuerzas extrusivas
P.08 Superior
P.09 Inferior
Estabilidad Si (1) No (0)
P.10 Superior
P.11 Inferior
Zona de alivio de tejido blando
P.12 Superior
P.13 Inferior
Zona de alivio de tejido duro
P.14 Superior
P.15 Inferior




Margenes o bordes de la protesis se Delgados (1) Gruesos (0)
presentan:
P.16 Superior
P.17 Inferior
Margenes o bordes de la protesis se Romos (1) Filosos (0)
presentan:
P.18 Superior
P.19 Inferior
Superficie del acrilico Lisa (1) Regular (0)
P.20 Superior
P.21 Inferior
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