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RESUMEN

INTRODUCCION: En el biofilm dental se encuentran diversas bacterias, de las
cuales Streptococcus mutans (S. mutans) es considerada como una de las de
mayor potencial cariogénico. Existen diversos métodos para el control del biofilm,
entre los que se encuentran los métodos quimicos. Estos métodos se basan en el
uso de sustancias antisépticas y/o antibiéticas que son utilizados como colutorios
orales y que permiten disminuir o retardar la formacion de la placa bacteriana. En
la actualidad no existe un agente quimico antimicrobiano ideal. Es por esto que
constantemente se estan realizando cambios a los agentes terapéuticos
actualmente conocidos, ya sea mejorando sus propiedades antimicrobianas, sus
propiedades de adhesion (sustantividad) o disminuyendo sus efectos adversos. Es
aqui donde la Nanotecnologia y el desarrollo de nanomateriales han adquirido
especial importancia debido a la posibilidad de sintetizar materiales con
propiedades antimicrobianas. Es sabido que nanoparticulas de quitosano (QuitNP)
y nanoparticulas de cobre (CuNP) presentan propiedades antimicrobianas frente a
diversas bacterias, tanto Gram negativas como Gram positivas. Sin embargo no se
ha probado la efectividad de las CuNP sobre S. mutans. Por otra parte estudios
demuestran que nanoparticulas metdlicas, como el cobre, soportadas en una
matriz de quitosano, presentarian mejoras en sus propiedades de adhesion. El
objetivo de este trabajo de tesis es la sintesis de nanopaticulas de cobre y

quitosano, y evaluar sus propiedades antimicrobianas frente a S. mutans.

MATERIAL Y METODOS: Se sintetizaron CuNP c/a utilizando almidén como
agente reductor y estabilizante, CuNP s/a sin utilizar almidén, QuitNP y una
nanoparticula hibrida (CuNP/QuitNP). Para esto se usaron reactivos
biocompatibles, que permitieron la reduccion a nanoparticulas metélicas, y la
gelificaciébn i6nica de nanoparticulas poliméricas. Las muestras fueron
caracterizadas mediante espectrofotometria de absorcion molecular, microscopia
electronica de barrido (SEM), difraccion de rayos X (DRX), espectroscopia
infrarroja de reflectancia total atenuada (FTIR-ART) y analisis termogravimétricos



(TGA). Se realizaron ensayos de actividad bactericida, para lo cual se determiné la
concentracion inhibitoria minima (CIM) utilizando el método de incubacién de
medio de cultivo liquido, y la concentracién bactericida minima (CBM) realizando
el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en placas de agar BHI,
para las nanoparticulas sintetizadas. Ademas se realizaron pruebas de actividad
bactericida sobre un biofilm formado en superficies dentarias. Para esto se
utilizaron fragmentos de terceros molares, con un biofilm formado, los que fueron
tratados con distintas soluciones antimicrobianas y suspensiones de

nanoparticulas.

RESULTADOS: Utilizando el concepto de “quimica verde”, se sintetizaron y
caracterizaron las particulas de caracter nanométrico; CuNP c/a, QUuIitNP vy
CuNP/QUuIitNP. Por otro lado, las particulas CuNP s/a presentaron dimensiones
micrométricas. En los ensayos de actividad bactericida, las CuNP c/a fueron las
que presentaron la menor CIM (20 pg/ml) y CBM (30 pg/ml) en comparacion a las
otras suspensiones. En los ensayos sobre un biofilm formado sobre una superficie
dentaria, aquellas nanoparticulas que tenian quitosano como parte de su
composicion fueron las que presentaron mejores resultados, siendo la
nanoparticula hibrida (CuNP/QuitNP), que al probarla frente a S. mutans, se

obtuvo el menor recuento de UFC.

CONCLUSION: ElI método estudiado en este trabajo, utilizando reactivos
biocompatibles permitié la formacion de nanoparticulas de cobre y quitosano de
manera satisfactoria y con caracteristicas compatibles para futuros estudios en
control de biofilm. La incorporacion de CuNP c/a durante el proceso de formacion
de las QuitNP, permitié la sintesis de una nanoparticula hibrida cobre-quitosano
(CuNP/QUuitNP). Tanto las nanoparticulas de cobre, de quitosano y sus
combinaciones presentaron actividad antimicrobiana frente al patégeno
Streptococcus mutans. Por otra parte, todas las suspensiones de nanoparticulas
presentaron un efecto antibacteriano al tratar un biofilm de S. mutans previamente

formado sobre una superficie dental.
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INTRODUCCION

Dentro de las enfermedades cronicas mas frecuentes en nuestro pais se
encuentran las patologias bucales. Las cuales representan un grave problema
para la Salud Publica debido a su alta prevalencia, como también al impacto que
generan tanto en los individuos como en la sociedad, y el alto costo que
representa el tratamiento de dichas enfermedades (ENS, 2009-2010).

La caries dental se caracteriza por ser una patologia crénica con componente
infeccioso. Esta enfermedad se genera a través de una compleja interaccion entre
bacterias cariogénicas productoras de 4&cidos, factores individuales que
incluyen las piezas dentarias, saliva, la dieta y el tiempo necesario para que se
genere una desmineralizacion del diente. El desarrollo y progresion de esta
patologia se produce tanto en la superficie del esmalte como en tejidos dentarios
mas profundos como la dentina y pulpa dental (Selwitz R y cols., 2007).

En el proceso de caries actian diversos factores, entre los cuales, desde el
punto de vista infeccioso, encontramos las bacterias. Estas se encuentran
inmersas en el biofilm oral, y debido a su virulencia se adhieren a la superficie del
diente, generando acidos como producto metabdlico y provocando la pérdida de
minerales de la estructura dentaria (Featherstone J, 2008). Entre de estas
bacterias podemos encontrar el grupo Streptococci mutans, del cual
Streptococcus mutans ha sido considerado uno de los agentes involucrado en el
inicio de la caries (Marsh P, 2006).

Numerosos estudios se han destinado a investigar sobre la prevencién de
enfermedades bucales, en especial la caries dental. Se ha puesto especial énfasis
en las medidas que controlan la formacién de placa bacteriana, con el fin de
reducir la presencia de agentes patdgenos; utilizando diversos compuestos
antimicrobianos. Es asi como, paralelo al desarrollo tecnolégico de la industria

farmacéutica, existe un gran interés por parte de los investigadores en estudiar
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materiales en la forma de nanoparticulas que posean propiedades antibacterianas.
Es en este sentido que la Nanotecnologia y el desarrollo de nanomateriales han
adquirido especial importancia debido a la posibilidad de contar con nuevos

agentes antimicrobianos (Pelgrift R, Friedman J, 2013).

La nanotecnologia se ha definido como: “la creacion de materiales, sistemas y
dispositivos funcionales a través del control de la materia en la escala nanométrica
y la explotacion de nuevos fendmenos y propiedades (fisicas, quimicas y

bioldgicas) a esa escala” (Delgado G, 2009).

El interés que ha tomado en este Ultimo tiempo el desarrollo y caracterizacion de
compuestos nanoestructurados, como las nanoparticulas, proviene del hecho que
estos elementos adquieren propiedades fisico-quimicas nuevas al encontrarse en
una escala de dimensiones nanométricas. En la actualidad son una herramienta
de suma importancia en el &mbito de la industria tecnoldgica, y estan presentando
gran interés en diversos ambitos de aplicacion, tales como ingenieria de
materiales, energia, medioambiente, alimentos, almacenaje y reproduccion de

informacion y aplicaciones biomédicas, entre otras (Pelgrift R, Friedman J, 2013).

Las nanoparticulas por definicion son entidades con un tamafio entre 1-100 nm y
con propiedades especificas que dependeran de su tamafio. Existen diferentes
formas de obtener nanoparticulas, las cuales se clasifican en dos grandes grupos:
el método top-down, en las que se va reduciendo el tamafio de las particulas
hasta alcanzar la escala nanométrica y las de bottom-up que consiste en la
construccion de nanomateriales a partir de sus constituyentes (Tolaymat T y cols.,
2010). Por otro lado, la obtencion de nanoparticulas se puede clasificar en

métodos de sintesis fisicas, quimicas o bioldgicas (Cruzat C, 2010).

Los métodos quimicos son los mas utilizados debido a su potencial para controlar
adecuadamente el tamafio, la distribucion de tamafio y la forma de las
nanoparticulas. Los métodos quimicos tradicionales utilizan agentes reductores y

estabilizadores durante la sintesis, que en alguna medida son téxicos y
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contaminantes. La tendencia desde hace afios se ha focalizado en desarrollar
métodos de sintesis bajo el concepto de “Quimica Verde”, que es aquella que
utiliza quimicos no toxicos y amigables con el medio ambiente (Usman M vy cols.,
2012).

Actualmente, las nanoparticulas metalicas y algunas obtenidas a partir de
polimeros, estan siendo exploradas y ampliamente investigadas como potenciales
antimicrobianos. La actividad antimicrobiana de estas nanoparticulas se relaciona
con el area de superficie en contacto con los microorganismos. (Ravishankar R,
Jamuna B, 2011).

Existen numerosas publicaciones cientificas que evidencian las propiedades
antimicrobianas de nanoparticulas metalicas como el cobre (Chatterjee A, 2014. Li
X'y cols., 2014). Se ha probado su poder antimicrobiano frente Bacillus subtilis,
Psudomona aeruginosa, Salmonella choleraesuis y Candida albicans (Li X y cols.,
2014). Ademas, hay evidencia que demuestra las propiedades bactericidas de
nanoparticulas fabricadas a partir de polimeros naturales como el quitosano. Se
ha encontrado que estas particulas de biopolimero presentan actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Listeria monocitogenes,
Salmonella typhimurium y Escherichia coli y Streptococcus mutans (Ikinci G y
cols., 2002. Rhim J y cols., 2006). En la literatura disponible, existe evidencia de la
actividad antimicrobiana nanoparticulas de Oxido de cobre (CuONP) frente a
Streptococcus mutans, sin embargo no existen reportes de nanoparticulas de

cobre puro sobre este microorganismo (Farzaneh Ay cols., 2015).

Ademas, estudios demuestran que nanoparticulas metalicas, como el cobre,
soportadas en una matriz de quitosano, presentan mejoras en sus propiedades
(Cruzat C, 2010). Estos sistemas combinados quitosano-cobre podria tener
mejores propiedades de sustantividad en la cavidad oral, por otra parte hasta
ahora no existen estudios relacionados a la preparacién de nanoparticulas

hibridas cobre-quitosano.



MARCO TEORICO

Caries dental

La OMS la ha definido como: “un proceso patolégico localizado de origen
multifactorial que comienza después de la aparicion de los primeros dientes en
boca, determinando el reblandecimiento del tejido duro del diente y que

evoluciona hasta formar una cavidad” (Peterson P y cols., 2005).

Por otro lado, la caries dental se define como una enfermedad cronica,
microbiolégicamente inducida y multifactorial, en la que un amplio grupo
de factores biologicos, socioecondmicos y culturales interactian, directa o
indirectamente en el establecimiento y desarrollo de ésta. Es producida por
microbiota cariogénica (acidogénica) presente en la placa bacteriana dental, la
cual por sus factores de virulencia, se adhiere a la superficie del diente
produciendo &cidos, los que provocan la pérdida de minerales desde su
estructura, generando un desequilibrio i6nico en el proceso de desmineralizacion
y remineralizacion. Dicho desequilibrio i6nico resulta del metabolismo de los
carbohidratos por parte de las bacterias presentes en el biofilm dental. Esto
determina una disminucion en el pH por debajo del valor critico (5,0-5,5) que
conduce a la desmineralizacién de los cristales de hidroxiapatita del esmalte
dental. La desmineralizacion puede ser revertida en sus primeras etapas mediante
el aporte de calcio, fosfato y fluoruro (Featherstone J, 2008. Selwitz R y cols.,
2007).

Por otra parte, la remineralizacion natural del diente, es el mecanismo de
reparacion que consiste en la difusion de minerales desde la saliva a la superficie
porosa del diente que se encuentra desmineralizada (Marsh P y cols., 2011). El
proceso de remineralizacion ocurre cuando el pH es restaurado por la saliva,
que actia como buffer. Por lo tanto, el pH del medio ambiente bucal es el
principal determinante de los cambios que se producen en la microbiota. Se

considera un pH normal de la saliva de 6 a 7, lo que significa que es ligeramente
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acida. Para poder revertir la acidificacion del medio, la saliva posee la funcion de
amortiguacion a través de los siguientes componentes: bicarbonato, fosfato,
urea, proteinas y enzimas, siendo el bicarbonato el sistema tampon mas
importante. Ademas, se genera amoniaco y aminas que también sirven como un

amortiguador neutralizando acidos (Featherstone J, 2008).

El proceso de desmineralizacién y remineralizacion ocurre de manera continua
desde la aparicidén de las primeras piezas dentales. Con el transcurso del tiempo
esto conducira ya sea a una cavitacién dentaria o0 a una reparacion y regresion de
la lesion, dependiendo del balance existente entre ambos procesos (Selwitz R y
cols., 2007).

Biofilm o placa bacteriana

Las bacterias existen en la naturaleza bajo dos formas o estados, bacterias
plancténicas o de libre flotacion, y bacterias agrupadas en biofilm. Tan solo una
pequefia fraccidén de las bacterias se hallan en forma planctdnica. Se postula que
el 99% de todas las células bacterianas existen en calidad de biofilm, y el 1%

restante en estado planctonico (Nazar J, 2007).

En el afio 2002, Dolan efectué una descripciébn ampliamente aceptada de un
biofilm, estableciendo que “es una comunidad sésil, caracterizada por células que
estan adheridas de manera irreversible a un sustrato o unas a otras, encerradas
en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares que ellas mismas han
producido y que exhiben un fenotipo alterado en relacibn con la tasa de

crecimiento y transcripcion génica” (Dolan R, 2002).

En un biofilm se exponen propiedades que no son expresadas en cultivos

plancténicos. No constituyen la suma de expresion de cada microorganismo que la
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compone, sino mas bien establecen una verdadera comunidad que es capaz de

establecer vias de comunicacion. (Fejerskov O, 2004).

Los biofilms estan estructurados principalmente por grandes colonias de bacterias
sésiles inmersas en una matriz polimérica extracelular o glicocalix. La matriz es
muy hidratada debido a que incorpora grandes cantidades de agua a su
estructura, llegando a representar hasta el 97% de esta. Ademas de agua y
bacterias, la matriz esta formada por exopolisacaridos (EPS), producido por los
propios microorganismos (Struzycka |, 2014). En menor cantidad se encuentran
otras macromoléculas como proteinas, acidos nucleicos y diversos productos de la
lisis bacteriana. También pueden hallarse materiales no bacterianos, tales como
cristales de sales minerales, particulas de corrosibn o componentes sanguineos,
todo esto segun sea el medio ambiente en el cual se estén desarrollando (Li J y
cols., 2004).

El proceso de formacion de biofilm sobre una pieza dentaria como se puede
apreciar en la Figura 1, comienza a los pocos de minutos de haber realizado una
profusa higiene. Inicia con el deposito sobre el esmalte dental de una capa
acelular, libre de bacterias, llamada pelicula salival adquirida. Esta fina capa es
una membrana de composicion quimica muy compleja y heterogénea. Mediante
procedimientos quimicos e inmunolégicos se ha demostrado la presencia de
proteinas, glucidos y lipidos (Martinez-Pabon M, 2013). Una vez establecida esta
pelicula, se da paso a la agregacion de colonizadores primarios como
Streptococcus sanguis y Actinomyces viscosus, que se adhieren mediante uniones
iGnicas, electroliticas o de tipo ligando-lectina. Estos microorganismos comienzan
a elaborar el dextran, un polisacarido extracelular de alto peso molecular, el cual
se produce exclusivamente a partir de sacarosa (Bernimoulin J, 2003). A
continuacion otras especies bacterianas como Streptococcus mutans se adhieren
a los colonizadores primarios. El crecimiento bacteriano posterior es en volumen,
permitiendo que otros microorganismos como bacterias filamentosas y espirales
se adhieran, ya que de otro modo no podrian fijarse a la superficie dentaria (Marsh
P, 2006).



Figura 1. Estados de formacion de placa bacteriana supragingival. (a) Paso 1:la
evoluciéon de la placa bacteriana comienza con la formacion de la pelicula salival
adquirida. En esta imagen, se ve como una linea negra. (b) Paso 2: colonizadores
primarios se unen a la pelicula y forman colonias. Esta imagen muestra una placa
bacteriana de 2 dias de evolucion sobre el esmalte de un diente humano. Ellas han
crecido en angulo recto a la superficie dentaria. (c) Paso 3: en las etapas finales de
la maduracién de la placa bacteriana, aparecen formas espirales y espiroquetas, y la
placa bacteriana madura esta compuesta principalmente por organismos filamentosos
(Bernimoulin J, 2003).



Grupo Streptoccoci mutans

Es un grupo de bacterias genéticamente heterogéneo, que en base a su
composicion y enlaces de los polisacaridos presentes en la pared celular se
pueden clasificar en 8 serotipos: Streptococcus mutans (serotipos c,e,f,k),
Streptococcus rattus (serotipo c), Streptococcus cricetus (serotipo a), Streptococcus
sobrinus (serotipo d,g), Streptococcus ferus (serotipo c), Streptococcus macacae
(serotipo c) y Streptococcus downei (serotipo h) (Marsh P, 2006). Estas especies
son diferenciables mediante pruebas serolégicas y bioquimicas, cuyas

caracteristicas se detallan en la Tabla 1 (Coykendall A, 1989).

Tabla 1. Caracteristicas de los miembros del grupo Streptococci mutans.

s S— Hidl";:isis Fermentacion Produccién Creci'mi'ento Suscegtli:ilidad Hid:’(:isis

Arginina |Rafinosa | Melobiosa | deH o aarchico bacitracina | Esculina
S.mutans c.ef = + + = + = +
S. rattus b * + * = + = =
S. cricetus a - + + - - + +
S.sobrinus| d,g = = = + + = =
S.ferus c = = = = = + i
S.macacae o - + - - - + +
S.downei h - . - - - i -

Especies del grupo Streptococci Mutans se encuentran en el biofiim. Son
anaerobios facultativos, capaces de fermentar hidratos de carbono, de cuyo
metabolismo deriva la produccién de &cidos y la sintesis de polisacaridos extra e
intracelulares (Marsh P, 2006).

Dentro de este grupo, las especies Streptococcus mutans y Streptococcus
sobrinus son las mas fuertemente implicadas en el inicio de la lesibn de caries

dental.



Streptococcus mutans

Streptococcus mutans (S. mutans) es una bacteria cocacea, Gram positivo,
microaerofilica. Para poder crecer y desarrollarse “in vitro” necesita de medios
enriquecidos y un ambiente con baja tension de oxigeno. Posee los polisacéridos
antigénicos definidos para los serotipos c, e, f, y k, siendo el serotipo ¢ el mas

predominante de la cavidad oral en seres humanos (Seki M, 2006).

Su capacidad de virulencia esta asociada a varios factores, como son su poder
acidogénico, ya que metaboliza hidratos de carbono a acidos; poder acidofilico
debido a que es capaz de crecer a pH 5.2 y su caracter acidurico, ya que puede
mantenerse metabdlicamente activo a pesar de un pH bajo (Banas J, 2004). Las
propiedades de patogenicidad permiten su adaptacion y crecimiento sobre la
pelicula salival adquirida y asi la colonizacion del diente. En esta etapa también
influyen factores exdégenos como el mayor o menor consumo de sacarosa en la
dieta. Para que S. mutans se disemine entre las superficies dentarias debe estar
presente en cantidad suficiente en la saliva, para poder vencer la resistencia a la

colonizacion que opone la microbiota bucal normal (Park J, 2006).

La habilidad de S. mutans, en cuanto a su participacion en la formacion de placa
bacteriana, esta relacionada con la produccion de las glucosiltransferasas,
enzimas que tienen un rol principal en la adherencia y expresion de virulencia de
estos microorganismos debido a que catalizan la sintesis de polisacaridos
extracelulares (glucanos solubles e insolubles en agua) que promueven la
adhesion de estreptococos cariogénicos a la superficie del diente (Banas J, 2004.
Huerta J y cols., 2010). Dichas enzimas proporcionan a la célula un sustrato de
donde obtener energia y mantener la produccion de acido durante largos periodos
de tiempo. A partir del metabolismo de la sacarosa estos microorganismos
producen principalmente &cido lactico, el cual es fundamental en la virulencia
debido a que, aparentemente, es el acido mas potente que interviene en la
desmineralizacion del diente. Otra caracteristica del S. mutans es su corto efecto

post-pH, que puede definirse como el tiempo necesario para recuperar su
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actividad de crecimiento habitual tras estar sometido a un bajo pH. Es debido a
esto que estas especies bacterianas sean las que consiguen alcanzar mas
rapidamente el pH critico 4.5 necesario para iniciar el proceso de
desmineralizacion. S. mutans forma parte de la microbiota normal de la boca y
aparece junto con la erupcion de las piezas dentarias, pero se hace patdégeno al

aumentar su proporcion relativa en la boca (Selwitz R y cols., 2007).

Se ha demostrado que existe una asociacion entre un alto recuento de colonias de
S. mutans y la posibilidad de desarrollar nuevas lesiones de caries, sin embargo, en
ciertos casos es posible encontrar individuos con bajo recuentos de S. mutans que
desarrollan lesiones de caries 0 pacientes con altos recuentos de colonias de S.
mutans que no presentan lesiones de caries. Esto Ultimo se debe a que la caries
dental es una enfermedad multifactorial, en la que participan otros factores aparte
del numero de colonias, tales como: factores protectores individuales,
caracteristicas del medio ambiente oral y factores de virulencia microbiana (Aguilera
L y cols., 2005. Klein M y cols., 2015). Por otra parte estudios demuestran que el S.
mutans, es un microorganismo con una alta diversidad genotipica, lo que se veria
reflejado en que algunos serotipos son Mas cariogénicos que otros. Esto explicaria
porgue individuos con un alto recuento no presentan lesiones de caries (Pieralisi F y
cols., 2010).

Control de la placa bacteriana

El control de la placa bacteriana es la eliminacion de la placa o biofilm en forma
regular y la prevencion de su acumulacion sobre los dientes y superficies
gingivales adyacentes. Existen diversos métodos para la eliminacion del biofilm y
generar la muerte de los microorganismos que lo componen. El control
mecanico de la placa constituye la base para prevenir los problemas de salud
bucodental. Este mecanismo comprende la remocion de la placa por medio del
cepillado, la limpieza interdental y el raspado y alisado radicular, ya sea con

instrumentos manuales, soOnicos, ultrasonicos o rotatorios. El principio de la
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limpieza mecéanica consiste en eliminar regularmente los microorganismos, no en
esterilizar la superficie dentaria, sino en limitar la masa microbiana y por

ende, su complejidad (Claydon N, 2008) .

Por otra parte, existe un método para el control quimico de la placa, que se
basa en la utilizacibn de sustancias antisépticas y/o antibioticas que permiten
disminuir o retardar la formacion de la placa bacteriana, aunque dentro de sus
funciones también se encuentra la de evitar la adherencia de las bacterias a la
superficie dental. Este método es una medida efectiva en aquellos pacientes que
no colaboran en el tratamiento o0 que por razones sociales, culturales, creencias,
edad o limitacién fisica, no pueden llevar a cabo una prevencion adecuada (Platt
C, 2004).

Considerando la naturaleza microbiana de la placa, los agentes quimicos se
caracterizan por ser efectivos en el control de esta, debido a sus propiedades
bactericidas y su capacidad de reducir o retardar su formacién. Se establece que
algunos interfieren en la adsorcién de la pelicula salival adquirida y la adherencia

de bacterias (colonizadores primarios) a la superficie dentaria (Platt C, 2004).

Lindhe refiere que las sustancias quimicas influyen sobre la placa cuantitativa y
cualitativamente por varias vias. Estos mecanismos podrian ser los siguientes:
generar las lisis bacteriana (agentes bactericidas), evitar la adherencia bacteriana
(agentes antiadhesivos), detener o retrasar la proliferacion bacteriana, extraer la

placa establecida y alterar su patogenia (Lindhe J, Newman S, 2000).

El control quimico de la placa a nivel supragingival estd dado por diversas
sustancias quimicas que son utilizados como colutorios orales, entre los cuales

destacan:



12

Compuestos de amonio cuaternario

Entre ellos se encuentra el cloruro de cetilpiridinio. EI mecanismo de accién es
aumentar la permeabilidad de la pared bacteriana favoreciendo la lisis de la
misma, disminuyendo el metabolismo de las bacterias produciendo pérdida de
adhesion de ellas. Entre las desventajas de estos antimicrobianos estan:
presentan una menor sustantividad que la clorhexidina, generacién de tinciones y
aumento de formacion de calculo, sensacion de quemazén y algunos estudios

han reportado descamaciones en la mucosa oral (De Grado P y cols., 2007).

Fenoles y aceites esenciales

El producto comercial caracteristico de este grupo es el Listerine®. Este colutorio
estd compuesto por una mezcla de aceites esenciales como: fenol, timol,
eucaliptol y mentol combinados con metilsalicilato con un 26,9% de alcohol. El
mecanismo de accidén de fenoles y aceites esenciales es la ruptura de la pared
celular e inhibicion de enzimas bacterianas. Estos antimicrobianos pueden reducir
la placa entre 20 y 34% (Platt C, 2004). Entre las desventajas de estos
antimicrobianos estan: sensacion de quemazén y un sabor inicial amargo.
Ademés se describe cierto grado de tincion y céalculo supragingival (Bascones Ay
Morante S, 2006).

Triclosan

El triclosan es un derivado del fenol. Tiene una sustantividad antimicrobiana de
alrededor de cinco horas, cuya accion se ve reforzada por el agregado de citrato
de zinc o por el copolimero éter polivinilmetacrilico del acido maleico. Su
mecanismo de accion es interrumpir la sintesis de acidos grasos por inhibicion
de la enzima enoil-ACP reductasa, provocando la salida de sustancias celulares
al alterar la membrana plasmatica (Heath R y cols., 1999).
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Productos Naturales

Durante afios una gran cantidad de productos como hierbas y extractos de
plantas se han utilizado en productos para la higiene oral. Uno de los productos
gue se comercializa es la sanguinarina, un extracto alcaloide tomado de una
planta, Sanguinarina canadienses. Los estudios han mostrado resultados
contradictorios en su eficacia contra la gingivitis y no se conoce en profundidad
sus mecanismos de accién (Gonzélez M, 1999. Da Silveira A y cols., 2009). Los
efectos adversos asociados a su utilizacion son sensacion de quemadura y
tinciones (Platt C, 2004).

Clorhexidina (Bisguanidas):

El gluconato de clorhexidina corresponde a una bisbiguanida catidnica simétrica,
con dos cargas positivas en sus extremos, que le confieren gran actividad frente a
los aniones. Posee un amplio espectro de accion antimicrobiana, siendo
fuertemente activa contra un gran numero de bacterias Gram (-) y Gram (+),
ademas de ciertos hongos. Su mecanismo de accién deriva de una fuerte unién a
las membranas celulares bacterianas que en bajas concentraciones produce un
aumento de la permeabilidad con filtracidon de componentes intracelulares (efecto
bacteriostatico) y a mayores concentraciones ocasiona precipitacion del

citoplasma bacteriano y muerte celular (Stanley A y cols, 1989).

Una de las propiedades mas importantes de este agente es su elevada
sustantividad. La clorhexidina adsorbida se libera en su forma activa durante 8-12
horas y después de 24 horas aun es posible encontrarla en bajas
concentraciones, evitando la colonizacion bacteriana durante ese tiempo (Stanley
Ay cols, 1989).

Sin embargo su efecto adverso mas comun es la pigmentacion marron de los

dientes, de algunos materiales de restauracion y de las mucosas, sobre todo del
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dorso de la lengua. Ademas otro efecto secundario descrito frecuentemente es la
alteracion del gusto, que podria reducirse evitando enjuagarse con agua después
de la aplicacion de clorhexidina. Por lo que su aplicacion en productos de higiene

oral de uso diario es cada vez menos frecuente (Bascones A y Morante S, 2006).

En la actualidad no existe un agente quimico antimicrobiano ideal. Es por esto
gue constantemente se estan realizando cambios a los agentes terapéuticos
actualmente conocidos, ya sea mejorando sus propiedades antimicrobianas, sus

propiedades de adhesion (sustantividad) o disminuyendo sus efectos adversos.

Paralelo al desarrollo tecnoldgico de la industria farmacéutica, se ha desplegado
un gran interés de parte de los investigadores por estudiar materiales con
propiedades antimicrobianas. En este sentido la nanotecnologia y el desarrollo de
nanomateriales han adquirido especial importancia debido a la posibilidad de

contar con nuevos agentes antimicrobianos.

Nanotecnologia

El concepto de nanotecnologia fue presentado en 1959 por el fisico Richard
Feynman, quien exploré la posibilidad de manipular el material en la escala de
atomos individuales y moléculas, introduciendo la capacidad creciente de

examinar y controlar el material a escalas nanométricas (P4jaro N y cols., 2013).

La nanotecnologia se define como el disefio, creacion, sintesis, manipulacion y
aplicacion de materiales, aparatos y sistemas funcionales a través del control de la

materia a escala hanométrica (Brune H y cols., 2006).

Para entender el potencial de esta tecnologia es necesario saber que las
propiedades fisicas y quimicas de la materia cambian a escala nanométrica, lo
cual se denomina efecto cuantico. Esto se deberia al area de contacto/volumen
(razén de aspecto), en donde el area de contacto aumenta dramaticamente

permitiendo un mayor numero de interacciones con otras moléculas. La
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conductividad eléctrica, el color, la resistencia, la elasticidad, la reactividad, entre
otras propiedades, se comportan de manera diferente que en los mismos
elementos a mayor escala. Por lo tanto, cientificos utilizan nanotecnologia para
crear materiales, aparatos y sistemas mas eficientes y poco costosos con

propiedades unicas (Ruparelia J, Chatterjee A 2008).

Nanomateriales

Los nanomateriales son una clase de materiales (ceramicos, metales, polimeros, o
una combinacién de estos), en donde alguna de sus dimensiones se encuentran
entre 1 y 100 nm. Estos a su vez pueden ser de diferentes tipos, entre ellos
nanocristales, nanofibras, nanocables, nanoparticulas y nanotubos (Gajewicz A 'y
cols., 2012). Estos son una transicién entre moléculas y &tomos, y un material con

dimensiones de sélido volumétrico (Tolaymat T y cols., 2010).

Sintesis de nanoparticulas

Existen diferentes formas de obtener nanoparticulas, las cuales se clasifican
en dos grandes grupos, el método top-down, que es el continuo rompimiento de
un material y las de bottom-up que consiste en la construccion de nanomateriales
a partir de sus constituyentes. Por otro lado, la obtencion de nanoparticulas se
puede clasificar en métodos de sintesis fisicas, quimicas o biolégicas. Entre éstas

se encuentran los siguientes métodos (Cruzat C, 2010):

- Métodos fisicos: condensacién con un gas inerte, descarga al arco eléctrico,

corte por laser, pirdlisis y pirélisis por aerosol.

- Métodos quimicos: reduccién del metal, sintesis solvotermal, sintesis
fotoquimica, sintesis electroquimica, rutas termoliticas, rutas sonoquimicas,

micelas y micro emulsiones, interfaces liquido-liquido.
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- Métodos bioldgicos: microorganismos son los reactores y realizan la sintesis

de las nanoparticulas.

- Métodos hibridos: es una mezcla de los métodos anteriores; como la sintesis
laser, el procesamiento selectivo de tamafio post sintético y la dispersion

atomica de metal solvatados (DAMS).

En la gran mayoria de los métodos y rutas sintéticas, la formacion
de las nanoparticulas depende de la nucleacién que se efectia al momento de la
sintesis de éstas y la estabilidad que se le otorgue a la particula nanométrica
cuando se forma. Es por esto que los métodos quimicos son los mas utilizados
debido a su potencial para controlar adecuadamente el tamafio, la distribucién de
tamafo y la forma de las nanoparticulas. Los métodos quimicos tradicionales
utilizan agentes reductores y estabilizadores durante la sintesis que en alguna
medida son toxicos y contaminantes. La tendencia desde hace afios se ha
focalizado en desarrollar métodos de sintesis bajo el concepto de “Quimica
Verde”, que es aquella que utiliza quimicos no toxicos y amigables con el medio

ambiente (Usman M y cols., 2012).

Caracterizacion de nanomateriales

La caracterizacion de elemento de estructura nanométrica se puede llevar a cabo

mediante diversas técnicas, dentro de las cuales destacan:

Espectrofotometria de absorcion molecular

La espectrofotometria es una técnica que se basa en el analisis de la cantidad de
radiacion electromagnética (en el rango de longitudes de onda del ultravioleta y
visible) que puede absorber o transmitir una muestra en funcién de la cantidad de
sustancia presente. La apariciéon de bandas de absorcion en el espectro alrededor
de longitudes de onda de 550 a 600 nm permite identificar la naturaleza

nanometrica de particulas metalicas. Estas bandas se deben a la absorcion del



17

plasmén de resonancia superficial (una caracteristica fisica de las nanoparticulas

metalicas) debido a flujo de electrones en la superficie del metal).

Microscopia Electrénica de barrido con microanalisis de energia dispersiva

de rayos X y electrones retrodispersados (SEM-EDX-BS)

La microscopia SEM es una técnica que utiliza un haz de electrones en lugar de
un haz de luz para formar una imagen ampliada de la superficie de un objeto. El
microscopio electronico de barrido ademas de magnificar una imagen tiene dentro
de sus funciones el microanalisis de energia dispersiva de rayos X (EDX). Este
andlisis se realiza mediante un receptor de rayos X incorporado, con el cual se
captan los rayos X provenientes de cada uno de los puntos de la superficie sobre
los que pasa el haz de electrones. Como la energia de cada rayo X (ka) es
caracteristica para un elemento en particular, podemos obtener informacion
analitica cualitativa y cuantitativa de la superficie analizada. A su vez el analisis
EDX, tiene la opcidon de mapeo quimico de superficie, la cual permite identificar
con distintos colores los diferentes elementos presentes en una muestra de tal

modo de identificar la distribucion de estos.

Difraccion de Rayos X (DRX)

La DRX es una técnica que permite analizar la estructura cristalina de los
materiales. El principio se basa en medir los angulos de difraccion del rayo X que
se producen por los diferentes planos de la estructura del cristal, que genera un
patrén caracteristico para cada tipo de sdlido cristalino

Espectroscopiainfrarroja de reflectancia total atenuada (FTIR-ATR)

El FTIR-ATR es una técnica que permite la identificacion de grupos funcionales de

la estructura quimica de los materiales.
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Andlisis Termogravimétrico (TGA)

El TGA es una técnica en la cual se mide la variacién de masa de una muestra
mientras se somete a un programa de temperatura controlado en una atmésfera
especifica. EI TGA permite observar la descomposicion térmica de los materiales,
en especial cuando esta descomposicién ocurre a temperaturas muy separadas,
permite calcular la pérdida en porcentaje de masa a distintas temperaturas de

descomposicion.

Nanoparticulas metélicas con propiedades antimicrobianas

Se sabe que la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas metélicas, es una
funcion del area de superficie en contacto con los microorganismos. Se ha
demostrado una relacion inversa entre el tamafio de las nanoparticulas y su
actividad antimicrobiana, donde las nanoparticulas en el rango de tamafio de 1-10
nm han mostrado tener la mayor actividad antibacteriana (Tolaymat T y cols.,
2010). La transicion de microparticulas a nanoparticulas involucra un incremento
en la relacion area de contacto/volumen (razén de aspecto), en donde el area de
contacto aumenta draméticamente permitiendo un mayor nimero de interacciones

con moléculas organicas, inorganicas y bacterias (Zhang L y cols., 2010).

Existen reportes de actividad antimicrobiana de distintas nanoparticulas metalicas
como el oro, plata, cobre, titanio y zinc (Chatterjee A, 2014. Rai M, 2009. Li X y
cols, 2014). Pese a esto, los mecanismos bactericidas de estas aun no se
entienden completamente. Tres mecanismos hipotéticos son los mas aceptados y

reportados en la literatura:

e Acumulacién y disolucién de nanoparticulas metalicas en la membrana
plasmatica generan un cambio en su permeabilidad, con la consecuente
liberacion de lipopolisacéaridos, proteinas de membrana y biomoléculas

intracelulares (Khan S y cols., 2012).
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e Generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) generando dafios
oxidativos a las estructuras celulares como el DNA, la membrana

plasmética y las proteinas de membrana (Fang J y cols., 2007).

e Adsorcién de iones metalicos derivados de las nanoparticulas o las mismas
nanoparticulas en el interior de las células, seguido por el agotamiento de
la produccién de ATP intracelular y la interrupcién de la replicacion del ADN
(Lok Cy cals., 2006).

En la Figura 2 se esquematizan las interacciones entre las nanoparticulas de plata

(AgNP) y los iones de plata con una célula bacteriana.

\ N /f . °* gam
\ROS o 55 s o Nano-scaled silver
= @ s @ Silverion
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Figura 2. Esquema de la interaccién entre AgNP y células bacterianas. Las AgNP pueden
liberar iones de plata y generar ROS; interactuar con proteinas de membrana; afectando
su permeabilidad; y entrar en la célula, donde puede generar ROS, liberar iones de plata y
afectar el DNA (Neal A, 2008).



20

Nanoparticulas de cobre (CuNP)

En el contexto de los estudios del cobre como biocida surge el interés por las
CuNP. Estas nanoparticulas como todo compuesto nano, tienen una gran area
superficial con respecto a su volumen lo que hace resaltar las propiedades del
cobre y favorece la liberacion de iones cobre siendo aln mas nocivo para

microorganismos patogenos.

Varias son las publicaciones cientificas que evidencian las propiedades
bactericidas de las CuNP (Chatterjee A, 2014. Rai M, 2009, Li X y cols, 2014). Se
ha probado su poder antimicrobiano frente Bacillus subtilis, Psudomona
aeruginosa, Salmonella choleraesuis y Candida albicans (Li X y cols, 2014). Sin
embargo en la literatura disponible, no hay evidencia de la actividad
antimicrobiana que pudiesen tener estas nanoparticulas frente a Streptococcus

mutans.

Son escasos los estudios que reportan sobre el mecanismo bactericida especifico
de las CuNP. Algunos autores sugieren que los iones Cu provenientes de las
nanoparticulas pueden interactuar con fosforo y azufre. Es por esto que
biomoléculas como el ADN y proteinas pueden distorsionar sus estructuras y por
lo tanto perturbar los procesos bioquimicos frente a la presencia de las CuNP
(Raffi M y cols., 2010. Ruparelia J y cols., 2008).

Un estudio realizado por Chatterjee reveld6 que se genera una filamentacion
bacteriana, causada por la despolarizacién de la membrana celular mediada por
las CuNP vy los iones de Cu ?*. Por otra parte la muerte celular se produce por
generacion de ROS en las células, lo que resulta en peroxidaciéon lipidica,

oxidacion de proteinas, y degradacion del ADN (Chatterjee A, 2014).
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Nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas se definen como particulas de tamario inferior a 1
pum generalmente entre 10 y 500 nm, elaboradas a partir de materiales poliméricos
de diferente naturaleza. EI método de fabricacion y la composicion quimica de

éstos influenciaran su funcionalidad y efectividad (Brigger | y cols., 2002).

Las nanoparticulas poliméricas fueron elaboradas por primera vez durante la
década de los 70, pensando en desarrollarlas como medio de liberacion de
moléculas activas y vacunas (Kreuter J, 2007). Actualmente sus aplicaciones
terapéuticas son tan diversas como las vias por las cuales pueden ser
administradas, destacando dentro de ellas las vias oral, pulmonar, oftalmica,
endovenosa, intramuscular, intraocular e intraarticular, entre otras (Viswanathan S
y cols., 2010).

Existen diversos materiales empleados como componente principal de la matriz
que formara las nanoparticulas biodegradables encapsulantes de moléculas
terapéuticas, dentro de éstos se incluyen fosfolipidos y acidos grasos, proteinas
(gelatina, albumina) y polimeros, naturales (dextrano, quitosano), semisintéticos
(derivados de celulosa) o sintéticos poli(acrilatos), poli(anhidridos),

poli(acrilamidas) y poli(ésteres) (Brigger | y cols., 2002).

El quitosano es el segundo biopolimero més abundante en la naturaleza,
corresponde a un polisacarido transformado que se obtiene por la desacetilacion
de quitina natural (N-acetilglucosamina), constituyente del caparazéon de los
crustaceos y de muchas paredes celulares (Dash M y cols, 2011). El quitosano ha
adquirido mucha atencién, porque es un polisacarido con excelentes propiedades,
como biocompatibilidad, biodegradabilidad, poca toxicidad, ademas de poseer
propiedades de adsorcién, resultando en muchos casos sintetizado como

microesferas, hidrogeles, peliculas, entre otras (Cafaggi S, 2007).



22

Existe evidencia que demuestra que nanoparticulas fabricadas a partir de
polimeros naturales como el quitosano (QuitNP) poseen propiedades
bactericidas. Se ha evaluado la efectividad de estas nanoparticulas frente a
Staphylococcus aureus, Listeria monocitogenes, Salmonella typhimurium,
Escherichia coli y Streptococcus mutans (lkinci G y cols., 2002. Rhim J y cols.,
2006).

El mecanismo de accion de las QuitNP no ha sido estudiado en profundidad,
escasos son los reportes que hablan de método que tienen estas nanoparticulas
para interactuar con las bacterias. Se propone que existe una interaccion entre la
carga positiva de las moléculas de quitosano, proveniente de los grupos amino y la
carga negativa de la membrana plasmatica de los microorganismos. Esto
determinaria un aumento en la permeabilidad de la membrana bacteriana,
conduciendo a una fuga de proteinas y otros elementos intracelulares (Chavez de
Paz L y cols., 2011).

Si bien las QuitNP pueden ser utilizadas como un material antimicrobiano, estas
nanoparticulas al igual que otras nanoparticulas poliméricas también son utilizadas
como un vehiculo para ciertas moléculas terapéuticas. Dentro de los objetivos que
se pueden alcanzar empleando nanoparticulas cargadas con moléculas

terapéuticas destacan (De Jong W, Borm P, 2008):

* Mejorar la estabilidad fisica y quimica de los principios activos encapsulados.

* Aumentar la absorcion de moléculas activas, lo que se traduce en una mejor
biodisponibilidad.

» Actuar como sistemas de liberacién controlada, reduciendo fluctuaciones de
concentracion de principios activos en sangre.

* Alcanzar tejidos/barreras especificas y penetrar células inalcanzables por
principios activos convencionales gracias a su pequefio diametro.

» Disminuir los efectos adversos y toxicidad asociada a la administracion de

farmaco libre.
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Variados son los usos comerciales que actualmente tiene el quitosano, dentro de
ellos destacan su aplicaciébn en la industria cosmética (espumas de afeitar y
cremas para la piel), productos dietéticos (adelgazantes) y la industria alimentaria
(espesante de alimentos y agentes preservantes) (Velasquez C. 2003). Sin
embargo en el ambito odontolégico no existen referencias de productos
comerciales que lo incorporen como un ingrediente principal. Estudios preliminares
de quitosano en sistema acuosos investigan su capacidad de adhesion a mucosas
orales, para la liberacion controlada de farmacos. Esto se deberia a que el
quitosano posee una carga positiva, por lo que interactia con moléculas cargadas
negativamente, incluidas proteinas, polisacaridos aniénicos y acidos nucleicos y la
membrana plasmatica de bacterias, todos presentes en la superficie de las

mucosas orales (Senel S y cols., 2000).

Actualmente no existe evidencia de la sintesis de una nanoparticula de quitosano
(hasta 1000 nm) cargada con nanoparticulas metalicas (hasta 100 nm). Es por
esto que resulta atractiva la idea de sintetizar una nanoparticula hibrida cobre-
guitosano, ya que la combinacién de las CuNP con las QuitNP podria mejorar la
capacidad de adhesion a los tejidos orales de las nanoparticulas metélicas y a su
vez obtener una particula con propiedades antimicrobianas potenciadas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

Suspensiones compuestas a base de nanoparticulas metélicas (CuNP) vy
poliméricas (QuitNP) presentan propiedades bactericidas frente a Streptococcus

mutans.

Objetivo General

Sintetizar suspensiones basadas en nanoparticulas de cobre y quitosano, y
evaluar sus propiedades antimicrobianas sobre el patégeno Streptococcus

mutans.

Objetivos Especificos

1. Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de cobre y quitosano utilizando
reactivos biocompatibles.

2. Sintetizar y caracterizar nanoparticulas hibridas de cobre-quitosano.

3. Determinacion de la Concentracibn Minima Inhibitoria (CMI) de las
nanoparticulas sintetizadas frente a Streptococcus mutans.

4. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB), de las
nanoparticulas sintetizadas frente a Streptococcus mutans.

5. Evaluar las propiedades antimicrobianas de una superficie dentaria tratada con

nanoparticulas.
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MATERIALES Y METODOS

1. Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas

1.1 Sintesis de nanoparticulas de cobre y quitosano

Se sintetizaron nanoparticulas de cobre y quitosano bajo el concepto de “quimica
verde”, basados en métodos inicialmente desarrollados en el Laboratorio de
Nanobiomateriales para suspensiones acuosas de CuNP (Gonzalez J, 2012), los
que fueron adecuados y modificados en el presente trabajo para la obtencién de

nanoparticulas en polvo.

1.1.1 Sintesis de nanoparticulas de cobre sin almidén (CuNP s/a)

Se sintetizé una suspension de 1.000 ml de CuNP 1.000 pg/ml. Esta suspension
se formd mezclando 920,6 ml de acido ascorbico 10% y 79,4 ml de una solucion
de acetato de cobre 0,2 M. Luego se calent6 la mezcla en un microondas marca
Samsung® modelo M1610N (Malasia), a 600 W de potencia durante 10 minutos
en diez series de 60 segundos cada uno y se obtuvo la suspensién de CuNP.

La suspension de CuNP se dej6 decantar por 2 dias y luego se elimind el
sobrenadante. Las CuNP fueron centrifugadas durante 7 ciclos de 45 minutos
cada uno, a 12.000 rpm utilizando una centrifuga marca Hermle® modelo z 326
(Alemania). Entre cada ciclo se eliminé el sobrenadante y las nanoparticulas

fueron lavadas y resuspendidas en agua destilada.

La suspension de CuNP c/a se congelé a -80°C durante 24 horas en un
congelador marca iIShinBioBase® modelo DF8514 (Corea) y luego fue liofilizada
por 48 horas utilizando un liofilizador marca ilIShinBioBase® modelo FD5508

(Corea) hasta la obtencion de nanoparticulas en polvo.
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1.1.2 Sintesis de nanoparticulas de cobre con almidén (CuNP c/a)

Se sintetizé una suspension de 1.000 ml de CuNP c/a 1.000 pg/ml. Esta
suspension se formé mezclando 920,6 ml de &cido ascérbico 10 %, 10 g de
almidon y 79,4 ml de una solucion de acetato de cobre 0,2 M. Luego se calentd la
mezcla en un microondas por 10 minutos en diez series de 60 segundos y se

obtuvo la suspensién de CuNP c/a.

La suspensiéon de CuNP c/a se dej6é decantar por 2 dias y luego se eliminé el
sobrenadante. Las CuNP c/a fueron centrifugadas durante 7 ciclos de 45 minutos
cada uno, a 12.000 rpm. Entre cada ciclo se eliminé el sobrenadante y las
nanoparticulas fueron lavadas y resuspendidas en agua destilada para eliminar el
almidon presente en la suspensién. Para verificar esto se agreg6 tintura de yodo al

sobrenadante para detectar la presencia de almidon.

La suspension de CuNP c/a se congel6 a -80°C durante 24 horas y luego fue

liofilizada por 48 horas hasta la obtencion de nanoparticulas en polvo.

AT ¥ %
N e J( Acido ascorbico Tt S
nCu* + ‘ B & + (Vitamina C) S ]

Figura 3. Esquema de la sintesis de CuNP.

T: Temperatura: t: Tiempo; n: Cantidad de veces de Cu?".
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1.1.3 Sintesis de nanoparticulas de quitosano (QuitNP)

Las QuitNP se sintetizaron basandose inicialmente en el método reportado por Qi
L y cols., 2004 (figura 4). El procedimiento original descrito por el autor
consideraba la utilizacién de acido acético. Sin embargo en el presente trabajo se
opto por utilizar acido lactico, debido a su biocompatibilidad y el olor desagradable
del &cido acético, que no seria compatible en potenciales aplicaciones
odontologicas.

Se sintetizd una suspensién de 100 ml de QuitNP. Esta suspension se preparo
disolviendo 0,5 g de quitosano de alto peso molecular (310.000-375.000 Da,
Sigma-Aldrich) en 100 ml de &cido lactico 1%. Se ajusto el pH de la solucidn entre
4,6-4,8 utilizando hidroxido de sodio (NaOH) 10 N. Se agregé 25 ml de
polimetafosfato de sodio (NasP301p) 0,25 % a 75 ml de la solucion de quitosano en

agitacion y espontaneamente se formaron las QuitNP.

Las QUuitNP se centrifugaron durante 5 ciclos de 45 minutos cada uno, a 12.000
rom. Entre cada ciclo se elimind el sobrenadante y las nanoparticulas fueron

lavadas y resuspendidas en agua destilada.

La suspensién de QUuitNP se congel6 a -80°C durante 24 horas y luego fue

liofilizada por 48 horas, hasta la obtencion de nanoparticulas en polvo.

Quitosano CHy
CHqOH co

o o in ~ A Lactico + Polimetafosfato + Hidroxido
HO w de sodio de sodio
8]
NH, CH20H ©

Figura 4. Esquema de la sintesis de QuitNP.

t: Tiempo.
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1.1.4 Sintesis de nanoparticulas hibridas (CuNP/ QuitNP)

Se sintetiz6 una suspensién de 100 ml de CuNP/QuitNP. Esta suspensién se
prepard disolviendo 0,5 g de quitosano de alto peso molecular (310.000-375.000
Da, Sigma-Aldrich) en 100 ml de &cido lactico 1 %. Se ajusto el pH de la solucion
entre 4,6-4,8 utilizando NaOH 10 N y se agregd 0,4 g de CuNP c/a en polvo. Se
agrego 25 ml de polimetafosfato de sodio 0,25 % a 75 ml de la solucién de cobre-

quitosano en agitacion y espontaneamente se formaron las CuNP/QuIitNP.

Las CuNP/QUuIitNP se centrifugaron durante 5 ciclos de 45 minutos cada uno, a
12.000 rpm. Entre cada ciclo se elimind el sobrenadante y las nanoparticulas

fueron lavadas y resuspendidas en agua destilada.

Las CuNP/QuitNP se congelaron a -80°C durante 24 horas y luego fueron

liofilizadas por 48 horas, hasta la obtencion de nanoparticulas en polvo.

1.2 - Caracterizacion de las Nanoparticulas

1.2.1 Espectrofotometria de absorcién molecular

El espectro de absorcién se obtuvo usando suspensiones de CuNP s/a y CuNP
c/a en agua destilada, utilizando un rango de longitud de onda entre 400 y 800nm.
Para esto se utilizO un espectrofotémetro UV-Visible UNICAM modelo UV-2,

(Inglaterra).

1.2.2 Microscopia Electronica de barrido con microanalisis de energia

dispersiva de rayos X y electrones retrodispersados (SEM-EDX-BS)

Mediante analisis SEM se examind el tamafio y la morfologia de las CuNP s/a,
CuNP c/a, QuitNP y CuNP/QuitNP. Para la preparacion de los especimenes las

nanoparticulas en polvo fueron suspendidas en alcohol etilico 96 % y se dejaron
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en ultrasonido por 10 minutos. Luego se depositd una gota de cada suspension
sobre la grilla recubierta con un film de carbono para ser analizada una vez
evaporado el solvente. Mediante el analisis EDX se estudié la composiciéon
quimica de las diferentes nanoparticulas, y se realizd un mapeo quimico de
superficie a las CuNP/QuitNP para conocer la disposicion de los elementos
constituyentes. Para realizar todos estos andlisis se utilizd6 un Microscopio

electrénico de barrido/microandlisis EDX modelo Jeol 5410 (Republica Checa)

1.2.3 Difraccion de Rayos X (DRX)

Mediante DRX se identificé la presencia de la nanoparticulas metélicas, mediantes
sefales producidas en la estructura cristalina de la muestra en polvo. Para esto se
utilizé un difractometro de rayos X de polvo, SIEMES modelo D 5.000 con

radiacion CuKa (Alemania).

1.2.4 Espectroscopia infrarroja de reflectancia total atenuada (FTIR-ATR)

Mediante FTIR-ATR se analizé la estructura de las CuNP/QuitNP, identificando
sefiales con frecuencias que corresponden a la vibracibn de enlaces
especificos. Para esto se utilizé un espectrometro Agilent Technologies modelo
Cary 630 FTIR (Estados Unidos).

1.2.5 Analisis Termogravimétrico (TGA)

Mediante este analisis se determind el porcentaje de cobre presente en las
CuNP/QuitNP. Se midi6 la pérdida de peso producto de la calcinacién del
quitosano. Para esto 200 mg de CuNP/QuitNP fueron expuestos a un programa de
calentamiento desde 10 a 900 °C. Para este estudio se utilizé un analizador
termogravimétrico NETZSCH TG 209 F1 Libra® thermo-microbalance (Alemania).
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1.3.- Preparacion de una suspension basada en una mezcla fisica de CuNP y
QUuitNP (CuNP+QuitNP)

Se preparé una suspension de nanoparticulas de cobre-quitosano 1.000 ppm.
Para esto se realiz6 una mezcla fisica de CuNP c/a (polvo) y QUuitNP (polvo)
conservando la misma proporcibn de cobre y quitosano encontrada en las
CuNP/QUuIitNP.

2. Evaluacion de las propiedades bactericidas de las diferentes
nanoparticulas

Se utilizé en esta investigacion una cepa de Streptococcus mutans, American
Type Culture Collection (ATCC) 25175, con la que se hizo una suspension en
caldo BHI (Infusién Cerebro- Corazon). La suspension bacteriana se incubd en
jarras BBL gaspak jar (Estados Unidos), con un ambiente de microaerofilia y fue
dejado en estufa MEMMERT® modelo 400 (Alemania) a 37 °C por 48 horas. La
pureza bacteriana se comprob6 sembrando en placa Petri en Agar BHI, por las
caracteristicas morfolégicas propias de las colonias del S. mutans y ausencia de
contaminantes en la placa y observacion microscopica de frotis realizados de
colonias cultivadas en el Agar y de la suspension en BHI, tefiidos con Tincién

Gram.

La determinacion de la CMI y la CBM se realizaron basandose en los métodos

reportados por Andrews J, 2001.
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2.1 Determinacion de la CMI

Las bacterias se sembraron en condiciones estériles, bajo campana de flujo

laminar marca Labtec® en una serie de tubos de ensayos.

En cada tubo se deposito 1 ml de suspensiéon de nanoparticulas en diferentes
concentraciones (CuNP s/a 10-60 pg/ml, CuNP c/a 10-60 pg/ml, QuitNP 50-500
pg/ml, CuNP/QuitNP 10-60 pg/ml y CuNP+QuitNP 10-60 pg/ml), obtenidas por
diluciéon de una suspensién madre de 1.000 ug/ml. También se depositd 1 ml de
medio de cultivo BHI doble concentrado, y 100 ul de una suspension bacteriana
de 48 horas de crecimiento ajustado a un estandar de 0,5 Mcfarland (aprox. 10®
UFC/ml) de modo visual y con espectrofotometria utilizando un espectrofotémetro
JENWAY® modelo 63200 (Inglaterra). Los tubos se incubaron en jarras con un
ambiente de microaerofilia en estufa a 37 °C por 48 horas. Transcurrido este
periodo se identific6 de modo visual la concentracion mas baja de nanoparticulas
gue fue capaz de inhibir el crecimiento bacteriano. El ensayo se realizé 3 veces

por duplicado para cada una de las nanoparticulas.

10 ppm 20 ppm | 40 ppm 50 ppm &0 ppm

Figura 5. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima. Serie de tubos con medio

de cultivo liquido BHI doble concentrado, suspension bacteriana y distintas

concentraciones de nanoparticulas.
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2.2 Determinacién de la CMB

Se realizé una serie de tubos en cada uno de los cuales se deposité 1 ml de
suspension de nanoparticulas en diferentes concentraciones (CuNP s/a 10-60
pg/ml, CuNP c/a 10-60 pg/ml, QuitNP 50-500 pg/ml, CuNP/QuitNP 10-60 pg/ml y
CuNP+QUuIitNP 10-60 pg/ml), obtenidas por dilucion de una suspension madre de
1.000 pg/ml. También se deposit6 1 ml de medio de cultivo BHI doble
concentrado, y 100 ul de una suspension bacteriana de 48 horas de crecimiento
ajustado a un estandar de 0,5 Mcfarland (aprox. 108 UFC/ml) de modo visual y con
espectrofotometria utilizando un espectrofotometro. Los tubos se incubaron por 48
horas en estufa a 37° C en microaerofilia. Transcurrido este tiempo se realizé la
siembra sobre placas de Petri con agar BHI utilizando spots de 5 ul de las
diluciones 1/100, 1/1.000, 1/10.000 y 1/100.000 de cada tubo, preparadas en buffer
fosfato estéril pH 7,4. Las unidades formadoras de colonias (UFC) fueron contadas
utilizando un contador de colonias marca BOECO® modelo ccl. El recuento de

UFC se realiz6 3 veces por duplicado para cada dilucién de las nanoparticulas.

Figura 6. Determinacion de la concentracién bactericida minima. a) tubo con medio de
cultivo liguido BHI, suspensién bacteriana y nanoparticulas. b) crecimiento bacteriano en
medio de cultivo liquido. c) siembra de bacterias en medio de cultivo sdlido.

T: temperatura, t: tiempo.



33

2.3 Evaluacion de la capacidad antibacteriana de una superficie dentaria

tratada con las nanoparticulas

Para este ensayo se utilizaron terceros molares de pacientes a los cuales fue
indicada la extraccion por razones quirargicas, protésicas u ortodéncicas, sin
enfermedad periodontal ni otras enfermedades generales bajo previa firma del
consentimiento informado (anexo). Como se puede ver en la Figura 7, se cortaron
fragmentos de los terceros molares (caras mesiales y distales)(a) de 6x4x2 mm de
dimensiones (b), utilizando un disco de carburundum DENTORIUM bajo

refrigeracion.

Figura 7. a) area delimitada en tercer molar. b) fragmentos dentales cortados.

Las muestras se esterilizaron bajo luz ultravioleta durante 20 minutos por cada
lado. Luego fueron sumergidas por 45 segundos bajo agitacion magnética
utiizando un agitador magnético marca VETO® modelo 801, en distintas
diluciones de las nanoparticulas (CuNP c/a 40 pg/ml, CuNP s/a 40 pg/ml, QuitNP
60 pg/ml, CuNP/QuitNP 100 pg/ml, CuNP+QuitNP 100 pg/ml), como se puede ver
en la Figura 8. Se utilizaron también soluciones de clorhexidina 0,12% (CHX),
cloruro de cetilpiridinio 0,07% (CPC) y agua destilada. Los fragmentos se
incubaron en tubos de ensayos, los cuales contenian 1 ml de medio de cultivo BHI
y 100 ul de una suspension bacteriana de 48 horas de crecimiento ajustado a un

estandar de 0,5 Mcfarland de modo visual y con espectrofotometria.
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Figura 8. Fotografia de fragmento dental sumergido en agua destilada.

Los tubos se cultivaron por 48 horas en estufa a 37 °C, transcurrido este tiempo se
form6 un biofilm sobre los fragmentos (Zhu M, 2001). Las muestras fueron
removidas de los tubos y lavadas con suero fisiolégico (NaCl 0,9 %). Luego de
lavarlas cada una fue sumergida en un tubo con solucion surfactante estéril (Tween
80 al 1 % en NaCl 0,9%) durante 20 minutos. Pasado este tiempo se agité el tubo
en un Vortex QUIMIS® modelo Q-220286 (Brasil) durante 30 segundos. De la
suspension que contenia las muestras, se sembraron en placas de agar BHI spots
de 5 ul de las diluciones 1/100, 1/1.000, 1/10.000 y 1/100.000, hechas en buffer
fosfato (K,HPO,) estéril pH 7,4 para realizar el recuento bacteriano. Las placas se
cultivaron por 48 horas a 37 °C, en jarras con un ambiente de microaerofilia. En la
figura 9, se puede ver una representacion esquematica de la evaluacion de la
capacidad antibacteriana de una superficie dentaria tratada con las

nanoparticulas.
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Figura 9. Esquema de la evaluacion de las propiedades antibacterianas de una superficie
dentaria tratada con las nanoparticulas. a) En rojo, seccidén de la pieza dentaria que se
cort6. b) Fragmento dental sumergido por 45 segundos en la suspension de
nanoparticulas bajo agitacion magnética. ¢) Fragmento dental incubado con S. mutans a
37°C por 48 horas. d) Fragmento dental sumergido en tween 80 durante 20 minutos. €)

Siembra en agar BHI, para recuento bacteriano. T: temperatura, t: tiempo.

2.4 Evaluacién de la capacidad antibacteriana de las suspensiones de

nanoparticulas frente a un biofilm formado en la superficie dentaria

Se utilizaron los fragmentos obtenidos a partir de terceros molares. Estos fueron
esterilizados bajo luz ultravioleta durante 20 minutos por cada lado. Luego se
incubaron en tubos de ensayos, los cuales contenian 1 ml de medio de cultivo BHI
y 100 ul de una suspension bacteriana de 48 horas de crecimiento ajustado a un
estandar de 0,5 Mcfarland de modo visual y con espectrofotometria. Los tubos se
cultivaron por 48 horas en estufa a 37 © C, transcurrido el cual se formé un biofilm
sobre los fragmentos (Zhu M, 2001). Para comprobar esto, una de las muestra fue

tefida utilizando una solucion de cristal violeta.
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Cada muestra fue sumergida por 45 segundos bajo agitacion magnética, en
distintas diluciones de las nanoparticulas sintetizadas (tabla 3), ademas se
utilizaron soluciones de Clorhexidina 0,12 % (CHX), cloruro de cetilpiridinio
0,07 % (CPC), agua destilada y una muestra que no fue tratada. Los fragmentos
fueron lavados con suero fisiolégico (NaCl 0,9 %). Luego de lavar las muestras,
cada una fue sumergida en una solucion surfactante estéril (Tween 80 al 1 % en
NaCL 0.9%) durante 20 minutos. Pasado este tiempo se agito el tubo en Vortex por
30 segundos Y, de la solucion que contenia las muestras, se sembraron en placas de
agar BHI, spots de 5 ul de las diluciones 1/100, 1/1.000, 1/10.000 y 1/100.000,
hechas en buffer fosfato estéril pH 7,4 para realizar el recuento bacteriano. Las
placas se cultivaron por 48 horas a 37 °C, en jarras con un ambiente enriquecido
en diéxido de carbono. En la figura 10, se puede ver una representacion
esquematica de la evaluacion de la capacidad antibacteriana de las suspensiones

de nanoparticulas frente a un biofilm formado en la superficie dentaria

A
Tt 45 seg. \
| —
Agitacion /
O k/
a) b) c) d) e)

Figura 10. Esquema de la evaluacion de la capacidad antibacteriana de las suspensiones
de nanoparticulas frente a un biofilm formado en la superficie dentaria. a) En rojo, seccién
de la pieza dentaria que se cortd. b) Fragmento dental incubado con S. mutans a 37°C por
48 horas. ¢) Fragmento dental con biofilm formado, sumergido por 45 segundos en la
suspension de nanoparticulas bajo agitacion magnética d) Fragmento dental sumergido
en tween 80 durante 20 minutos. e) Siembra en agar BHI, para recuento bacteriano.

T: temperatura, t: tiempo.
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3. Andlisis estadistico

Se aplico el andlisis estadistico a los resultados obtenidos de las pruebas
microbioldgicas. Para esto se realiz6 la prueba estadistica de Shapiro Wilks con el
objetivo de comprobar la normalidad de distribucion. Debido a que la distribucion
de los datos no tuvo un comportamiento normal, se aplico el test de Kruskal Wallis,
para ver diferencias entre los distintos grupos de concentraciones de
nanoparticulas y las UFC formadas. Se considerd un nivel de significancia de
95 % (p<0.05 %). El analisis se realiz6 mediante el paquete de estadistica Stata
v11.1
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RESULTADOS

1. Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas

1.1 Sintesis de nanoparticulas de cobre y quitosano

Como se puede apreciar en la Figura 11, la formacion tanto de las CuNP c/a (a)
como de las CuNP s/a (b), se evidencié visualmente por la aparicién de un color
rojizo caracteristico y propio del cobre. La formacion de las QuitNP también se
evidencié de manera visual por la aparicién de un color blanco lechoso al afadir el
polimetafosfato de sodio a la solucion de quitosano (c), pero ademas por un

aumento en la densidad de la solucion.

Tanto la suspension de CuNP s/a como de CuNP c/a presentaron un pH &cido
debido al uso de acido ascorbico durante su sintesis. La primera registro un pH de
2,2 y la segunda un pH de 2,8. En el caso de la suspension de QuitNP, también
presento un pH acido, aunque ligeramente mas alcalina que las suspensiones de
cobre, registrando un pH de 4,8 debido a que el &cido lactico fue neutralizado

utilizando hidréxido de sodio 10 N.

Figura 11. Suspensiones sintetizadas. a) CuNP c/a 1.000 ug/ml,
b) CuNP s/a 1.000 pg/ml, c) QuitNP.
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Una vez sometidas las suspensiones al proceso de liofilizacion, se logré obtener
las nanoparticulas en forma de polvo, como se puede apreciar en la Figura 12.
Las CuNP s/a (a), presentaron un color rojizo, caracteristico del cobre. En cambio
las CuNP c/a (b) presentaron un color marrén oscuro. Por otro lado, como se
puede apreciar en la Figura 13, las QuitNP presentaron la apariencia de un
material sélido (a) que al tacto se deshacia facilmente. Se trituré el material sélido

utilizando un mortero (b) hasta la obtencién de nanoparticulas en forma de polvo

fino (c).

Figura 13. a) Material sélido obtenido del proceso de liofilizacién. b) trituracion de material
solido. ¢) QuitNP.



40

En la preparacion de las CuNP/QUuitNP, se utilizé las CuNP c/a en polvo obtenidas
anteriormente. La formacion de nanoparticulas hibridas se evidencié luego de
anadir el agente entrelazante a la solucion de cobre-quitosano por un cambio en la
densidad de la solucién como se puede ver en la Figura 14. La suspension de

nanoparticulas presenté un pH de 4,8.

Figura 14. Suspension CuNP/QuitNP.

Las CuNP/QuitNP al ser retiradas del liofilizador presentaron la apariencia de un
material solido al igual que las QuitNP. El material solido fue triturado utilizando un
mortero hasta la obtencién de nanoparticulas en forma de polvo fino como se

aprecia en la Figura 15.

Figura 15. Nanoparticulas en polvo CuNP/QuIitNP.

Se prepararon suspensiones en agua destilada de las 4 nanoparticulas obtenidas
en polvo. Con esto se logré obtener una suspensién de CuNP c/a 1.000 ug/ml, una
suspension de CuNP s/a 1.000 pg/ml, una suspension de QuitNP 1.000 pg/mly
una suspension de CuNP/QuitNP 1.000 pug/ml. Todas ellas con un pH de 6,5.
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1.2 Caracterizacion de las nanoparticulas

1.2.1 Espectrofotometria de absorcion molecular

Como se puede apreciar en la Figura 16 las CuNP c/a exhibieron un maximo de
absorcion a 593 nm correspondiente al plasmén de resonancia superficial
caracteristico de las nanoparticulas de cobre. Esta es una propiedad fisica que
Unicamente exhiben los materiales metélicos cuando presentan dimensiones de
tamafio nanométrico.
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Figura 16. Espectro de absorcién de suspension de CuNP c/a.

Para el caso de las CuNP s/a, no fue posible obtener el plasmon de resonancia
superficial.



42
1.2.2 Microscopia Electronica de Barrido (SEM/EDX)

1.2.2.1 Anédlisis SEM/EDX de particulas CuNP s/a

Con esta técnica se determind la morfologia y el tamafio de las CuNP s/a. En la
imagen SEM de la Figura 17, se aprecia que las nanoparticulas presentaron una
morfologia variable, con formas redondeadas a hexagonales (a) y un tamafio
promedio de las nanoparticulas mas pequefias era de 530 = 80 nm (b). En la
Figura 18 se muestra la distribucion de tamafio de las CuNP s/a.

Figura 17. Micrografias SEM; a) morfologia CuNP s/a. b) medidas diametro CuNP s/a

Tamario de particula CuNP sia

530+80 nm

Frecuencia

0,54

0,0~
380 570

Tamafio (hm)

Figura 18. Distribucion de tamafio particula CuNP s/a.
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En la Figura 19 se muestra el espectro EDX de las CuNP s/a, mediante el cual se

determind que la composicion elemental de la muestra correspondia en un 100% a

cobre.
cps/eV
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Figura 19. Espectro EDX zonal de CuNP s/a correspondiente al area de la Fig. 17a.
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1.2.2.2 Anédlisis SEM/EDX de particulas CuNP c/a

Como se puede observar en la imagen SEM de la Figura 20, las CuNP c/a
presentaron una morfologia ovalada a esférica y con un tamafio homogéneo entre
ellas(a), ademas se determiné el tamafio promedio de las nanoparticulas
estableciéndose que median aproximadamente 100+20 nm (b). En la Figura 21 se

muestra la distribucién de tamario de las CuNP c/a.

80 nm

W 00w

08

60 nm

Figura 20. Micrografias SEM; a) morfologia de CuNP c/a. b) medidas didmetro CuNP c/a

Tamano particula CUNP cla

100£20 nm

Frecuencia

100 110

Tamafio (nm)

Figura 21. Distribucion de tamafio particula CuNP c/a.
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En la Figura 22 se muestra el espectro EDX de las CuNP c/a, mediante el cual se

determind que la composicion elemental de la muestra correspondia en un 100 %

a cobre.
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Figura 22. Espectro EDX zonal de CuNP s/a correspondiente al area de la Fig. 20a.
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1.2.2.3 Anédlisis SEM/EDX de particulas QuitNP

Como se puede apreciar en la imagen SEM de la Figura 23, las QUuitNP
sintetizadas, presentaron una morfologia ovalada a esférica (a) y un tamafio
promedio de 93 £ 20 nm (b). En la Figura 24 se muestra la distribucién de tamafo
de las QuitNP.
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Figura 23. Micrografias SEM, a) morfologia de QuitNP b) medidas didmetro QuitNP

Tamafrio de particulas QuitNP

24

Frecuencia

80 a0 95
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Figura 24. Distribucion de tamafio particula QuitNP.
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En la Figura 25 se muestra el espectro EDX de las QuitNP, mediante el cual se
determiné que la composicion elemental de la muestra, encontrandose que los
elementos predominantes correspondian al carbono con 53,29 % y el oxigeno con
38,15 % de la masa total de las QuitNP. En menor porcentaje aparecen el fosforo
con 4,47 % y el sodio con 3,52 %, elementos provenientes del agente entrelazante

utilizado en la formacion de las QuitNP, el polimetafosfato de sodio.
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Figura 25. Espectro EDX zonal de QuitNP correspondiente al area de la Fig. 23a.



48
1.2.2.4 Andlisis SEM/EDX de particulas CuNP/ QuitNP

Como se puede apreciar en la imagen SEM de la Figura 26, las CuNP/ QuitNP
sintetizadas, presentaron una morfologia ovalada a esférica (a) y un tamafo
promedio de 131 + 36 nm (b). En la Figura 27 se muestra la distribucion de
tamafio de las CUNP/QUuIitNP.

Figura 26. Imagenes SEM, a) morfologia de CuNP/QuitNP b) medidas didmetro
CuNP/QuitNP

Tamario de particula CuNPIQuitNP

131 £ 36 nm

Frecuencia

75 a0 110 125

Tamafio (nm)

Figura 27. Distribucion de tamafio particula CuNP s/a.
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En la Figura 28 se ve la imagen SEM de las particulas CuNP/QUuitNP (a) y la
misma imagen tomada en modo de contraste de fase (b), la cual muestra zonas
de mayor densidad electrénica que se representan como areas de color blanco

difuso. Esto se debe a la presencia de cobre al interior de la nanoparticula hibrida.

1000'Am

Figura 28. a) Imagen SEM CuNP/QuitNP. b) imagen SEM/BS CuNP/QuitNP

En la Figura 29 se muestra el espectro EDX de las CuNP/QuitNP, mediante el
cual se determiné que la composicion elemental de la muestra, encontrdndose que
los elementos predominantes correspondian al carbono con 53,29 % y el oxigeno
con 38,15 % de la masa total de las CUNP/QuitNP. En menor porcentaje aparecen

el silicio con 4,47 % y el cobre con 3,52 %.
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Figura 29. Espectro EDX zonal de CuNP/QUuitNP correspondiente al &rea de la Fig. 26a.

Se realizé un mapeo de elementos quimicos a la muestra CuNP/QuIitNP, lo cual
permitié identificar mediante puntos de colores la radiacién (ka) emitida por los
distintos elementos, determinando la disposicion que tenian estos en la muestra
CuNP/QUuIitNP. Es asi como en la imagen SEM de la Figura 30 se pudo detectar
puntos de diversos colores (a), aunque se decidid quitar la identificacién del
carbono, debido a que su gran predominio en la imagen impedia distinguir otros
colores. La distribucion del carbono se representd con puntos de color rojo, los
cuales cubren casi por completo la imagen (b). El resto de los elementos que

componen la muestra se representaron de diferente color cada uno (c-h).
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P-KA

Map data 99

MAG: 20.3kx HV: 20kV WOD: 15.8em

Figura 30. Micrografias SEM-MAPPING CuNP/QuitNP. a) Mapeo quimico superficial
CuNP/QUuitNP. b) ka carbono. c) ka fosforo d) ka oxigeno. e) ka cobre. f) ka silicio. g) ka

sodio. h) ka calcio.
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En las micrografias SEM de la Figura 31, se puede ver una zona marcada con
linea amarilla (a) en la cual se encuentran un conglomerado de CuNP/QuitNP. En
el interior de esta zona se encuentra demarcada un area delineada que contiene
cuatro nanoparticulas (b). Estas particulas se delimitan con una linea punteada y
es posible observar en su interior puntos de color verde que corresponden a
densidades de atomos de cobre (c). Esto permite confirmar la naturaleza hibrida
de las CuNP/QuIitNP.

: . selfcd & O I ca

Map data 99 700 nm

e
SE MAG:20266 x HV: 20.0kV WD: 15.8 mnt PX 61 ¥ | MAG: 20.3kx HV: 20KV WD: 15.8‘ i h - ; i

Figura 31. Mapeo quimico de superficie CUNP/QUuIitNP.
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1.2.3 Difraccion rayos-X

En la Figura 32 se muestra el patron DRX de las CuNP c/a, QUuitNP vy

CuNP/QUuIitNP. En este intervalo aparecieron sefiales correspondientes al cobre y

al quitosano.
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Figura 32. Analisis DRX de particulas CuNP c/a, QuitNP y CuNP/QuitNP.

En el patron de las CuNP c/a se destaca la aparicion de 2 picos caracteristicos de
las nanoparticulas de cobre a 43,43 °y 50,38 © 20, correspondientes a las planos
(111) y (200) respectivamente de la estructura cristalina del cobre metéalico con

estado de oxidacioén cero.
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A partir del patron DRX de las CuNP c/a se realiz6 una estimacion del tamafio
medio de particula utilizando la sefial con mayor intensidad (Figura 33) y

aplicando la formula de Scherrer.

_ 094
" Acos

Ecuaciéon 1. Formula de Scherrer

Siendo:
A= Longitud de onda de los rayos (en este caso cobre, 0,1541 nm)

A= FWHM (Anchura total a la mitad de altura del pico de difraccion)
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Figura 33. Determinacion del pardmetro FWHM (anchura total a la mitad de altura del
pico méximo) para CuNP c/a
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Aplicando la formula de Scherrer a las CuNP c/a se tiene un tamafio medio de
particula en torno a los 70 nm. Este diametro es menor que el obtenido de las

medidas de microscopia SEM.

Para el caso de las QuitNP pese a estar compuestas por un polimero con
estructura semicristalina, se comportaron como una estructura amorfa. Debido a
esto no fue posible encontrar picos definidos y caracteristicos del quitosano en

polvo.

Para las CuNP/QuitNP las difracciones de rayos X, no fueron posibles de refinar
completamente, ya que al ser una particula metalica recubierta por una matriz
polimérica, se produce una difraccion que es una mezcla de las nanoparticulas
metalicas del cobre y el quitosano, mostrando picos no definidos y sefiales
amplias debido a la estructura semicristalina del polimero o provocados por
estructuras cristalinas muy pequefias para el caso de las nanoparticulas metéalicas
(CuNP). Pese a esto como se puede apreciar en la Figura 32 destaca la aparicion
de diversos picos. Entre ellos se evidencio la presencia de Cu,O debido a los
valores de 26 en los angulos 28,4 °, 38,0 ° y 47,2 ° correspondiente a los planos
(110), (111) y (200) respectivamente. También se encontré6 la presencia
de CuO en los angulos 34,4 °, 42,5 °, 56,1 ° y 59,4 ° correspondientes a los planos
cristalograficos (110), (111), (200) y (202).
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1.2.4 Espectroscopia infrarroja de reflectancia total atenuada (FTIR-ATR).

La Figura 30 muestra el andlisis FTIR-ATR para las muestras QUIitNP vy
CuNP/QuitNP. EI espectro del QuitNP presenta las bandas de absorcién
caracteristicas de la estructura del polimero. Se puede apreciar un pico ancho de
absorciéon en la muestra de QuitNP en los 3.258 cm™ correspondiente a la
vibracion de estiramiento del grupo —NH, y grupo —OH. La banda de absorcion a
los 2.870 cm™ corresponde a la vibracién de C-H. La banda de absorcién a los
1.680 cm™ es asignada al grupo acetamida en el quitosano de poco grado de

desacetilacién y la absorcion a los 1580 cm™ se le asigna al grupo amino libre.

Para el caso del analisis FTIR-ATR de las CuNP/QuIitNP, en general se mantienen
las mismas bandas, a excepcion de las correspondientes a los grupos -NH2 y -OH

que aparecen de menor intensidad a los 3.260 cm™.

CuNP/QuItNP
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QuitNP
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Figura 34. Analisis FTIR-ART de particulas QuitNP y CuNP/QuitNP
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1.2.5 Andlisis Termogravimétrico (TGA)

En la Figura 35 se puede apreciar el TGA realizado a las QuitNP. Estas
presentaron un primer evento o cambio de masa que es asociado a la
descomposicion del solvente en el quitosano (agua) o a cadenas de quitosano con
menor peso molecular. La muestra presento una temperatura de descomposicion
que comenzé a los 152,4 °C y termino a los 197,5 °C. El segundo evento
corresponde a la descomposicion de la materia organica que se produjo en el
rango de los 249,4- 318,4 °C.
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Figura 35. Andlisis TGA de particulas QuitNP
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En la Figura 36 se muestra la curva termogravimétrica obtenida de las
CuNP/QUuIitNP, la cual registré un primer evento asociado a la descomposicion del
solvente o cadenas de quitosano de menor peso molecular. El primer evento de
descomposicion ocurrié entre 213,9-280,6 °C. Un segundo evento se presentd y
correspondid a la descomposicion de la materia organica del polimero de

quitosano. Esta descomposicion se produjo a entre los 444,1-514 °C.
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Figura 36. Andlisis TGA de particulas CuNP/QuitNP

Utilizando ambas curvas gravimétricas, se puede apreciar que en la muestra
QUuIitNP hay una pérdida total de masa correspondiente al 67,79 %. En el caso de
las CuNP/QuitNP hay una pérdida total del 27,49 % de la muestra. Esto permitio
determinar que el cobre presente en la particula hibrida representa un 40,3 % de
la masa total de CuNP/QuitNP.
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1.3 Preparacién de una suspension basada en una mezcla fisica de CuNP y
QUIitNP (CuNP + QuitNP)

Como se puede ver en la Figura 37, se logré preparar una suspension
combinando CuNP c/a polvo y QUuitNP polvo. Para esto se prepard una
suspension de 1.000 pg/ml mezclando 60 mg de QuitNP con 40 mg de CuNP c/a
en 100 ml de agua destilada. De esta forma se obtuvo una mezcla fisica de ambas
nanoparticulas (CuNP + QuitNP) manteniendo la proporcion de cobre presente en

la nanoparticula hibrida.

Figura 37. Suspension CuNP + QuitNP 1.000 pg/ml.

2. Evaluacién de las propiedades bactericidas de las diferentes

nanoparticulas

Utilizando medio de cultivo solido agar BHI, se logré el crecimiento de la cepa
Streptococcus mutans ATCC 25175. Una vez transcurridas 48 horas desde su
incubacion a 37 °C, se obtuvieron colonias aisladas del microorganismo en
cuestion. Lo que permitié confirmar la pureza de la cepa mediante el analisis
morfologico de las colonias y la adherencia de estas al agar. Como se puede ver
en la Figura 38, las colonias se presentaban de forma redondeada, con un color
blanquecino caracteristico y una superficie rugosa, ademas se encontraban

fuertemente adheridas a la superficie del agar.



60

Figura 38. Placa sembrada con S. mutans; a) aislamiento por cuadrante. b) morfologia de
colonias aisladas.

En la Figura 39 se muestra el frotis realizado a partir de una colonia de
Streptococcus mutans tefiido con Gram, el cual mostré formas cocaceas, Gram
positivo y agrupadas en cadenas, caracteristico de bacterias del grupo
Streptococci Mutans.
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Figura 39. Tincion Gram efectuada a colonias de Streptococcus mutans. Se observan

formas cocaceas Gram (+), dispuestas en cadenas.
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2.1 Determinacion de la CMI

Como se muestra en la Figura 40, la CMI se determinG de modo visual
identificando la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano en el medio de
cultivo transcurridas 48 horas desde su incubacion a 37°C en presencia de las

distintas nanoparticulas.

a."‘«ﬁ*"“. : b i "/

Figura 40. a) Crecimiento bacteriano, b) ausencia de crecimiento bacteriano.

Al comparar las concentraciones inhibitorias minimas entre las 5 suspensiones de
nanoparticulas, se encontraron diferencias estadisticamente significativas con un
p=0,0001. Como se ve en la Figura 41, los valores para las CuNP c/a fue de 20
(10) pg/ml, para las CuNP s/a fue de 30 (5) pg/ml, para las CuNP/QuitNP fue 35
(3) pg/ml y para las CuNP + QuitNP fue 50 (4) ug/ml que corresponden a mediana
(recorrido intercuartil). Para el caso de las QuitNP no se logré determinar la MIC a
las concentraciones utilizadas. Por lo tanto las CuNP c/a lograron inhibir el
crecimiento de S. mutans a una menor concentracién en comparacion al resto de
las nanoparticulas. Por otra parte las QuitNP no lograron inhibir el crecimiento

bacteriano.
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Figura 41. Concentracion inhibitoria minima de las diferentes nanoparticulas. Diagrama

de Caja: Linea horizontal superior de la caja (percentil 75), linea horizontal inferior de la

caja (percentil 25), linea horizontal dentro de la caja de color rojo (mediana). Datos

analizados mediante el test de Kruskal wallis.



63

2.2 Determinacién de la CBM

2.2.1 Concentraciéon bactericida minima CuNP s/a

Al comparar las distintas concentraciones de CuNP s/a se encontr6 una
disminucion en el recuento de UFC a medida que aumentaba la concentracion de
nanoparticulas, siendo esta diferencia estadisticamente significativa con un
p=0,0001. Como se muestra en la Figura 42, la concentracion bactericida minima
se registré a los 40 pg/ml, siendo esta la menor concentracion en registrar un

recuento bacteriano de 0 UFC.
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Figura 42. Concentracion bactericida minima de las CuNP s/a. Diagrama de Caja:
Linea horizontal superior de la caja (percentil 75), linea horizontal inferior de la
caja (percentil 25), linea horizontal dentro de la caja de color rojo (mediana), las
barras de error indican los valores maximos y minimos, los circulos representan
los valores atipicos y las estrellas los valores extremos. Datos analizados

mediante el test de Kruskal wallis.



64

En la Figura 43 se muestran las placas de Petri con el recuento de unidades
formadoras de colonias para las CuNP s/a. Se puede ver que el crecimiento

bacteriano se detiene a los 40 pug/ml.
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Figura 43. Recuento bacteriano para las CuNP s/a. a) concentraciones 10, 20 y 30 pg/ml.
b) concentraciones 35, 38 y 40 ug/ml. c) concentraciones 44, 46 y 50 pg/ml.

d) concentracion 60 ug/ml.
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2.2.2 Concentracién bactericida minima CuNP c/a

Al comparar las distintas concentraciones de CuNP c/a se encontrd una diferencia
estadisticamente significativa con un p=0,0001. Como se muestra en la Figura 44,
la concentracion bactericida minima se registré a los 30 pug/ml, siendo esta la

menor concentracion en registrar un recuento bacteriano de 0 UFC.
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Figura 44. Concentracion bactericida minima de las CuNP c/a. Diagrama de Caja: Linea
horizontal superior de la caja (percentil 75), linea horizontal inferior de la caja (percentil
25), linea horizontal dentro de la caja de color rojo (mediana), las barras de error indican
los valores maximos y minimos, las estrellas representan los valores extremos. Datos

analizados mediante el test de Kruskal wallis.
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En la Figura 45 se muestran las placas de Petri con el recuento de unidades
formadoras de colonias para las CuNP c/a. Se puede ver que el crecimiento
bacteriano se detiene a los 30 pg/ml.
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Figura 45. Recuento bacteriano para las CuNP c/a. a) concentraciones 10, 20 y 30 pg/ml.
b) concentraciones 35, 38 y 40 pug/ml. c) concentraciones 44, 46 y 50 pg/ml. d)
concentracion 60 pg/ml.
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2.2.3 Concentracion bactericida minima CuNP/QuitNP

Al comparar las distintas concentraciones de CuNP/QUuitNP se encontré una
diferencia estadisticamente significativa con un p=0,0001. Como se muestra en la
Figura 46, la concentracion bactericida minima se registré a los 60 pg/ml, siendo

esta la menor concentracion en registrar un recuento bacteriano de 0 UFC.
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Figura 46. Concentracion bactericida minima de las CuNP/QuitNP. Diagrama de Caja:
Linea horizontal superior de la caja (percentil 75), linea horizontal inferior de la caja
(percentil 25), linea horizontal dentro de la caja de color rojo (mediana), las barras de error
indican los valores maximos y minimos, los circulos representan los valores atipicos y las

estrellas los valores extremos. Datos analizados mediante el test de Kruskal wallis.
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En la Figura 47 se muestran las placas de Petri con el recuento de unidades
formadoras de colonias para las CuUNP/QuitNP. Se puede ver que el crecimiento

bacteriano se detiene a los 60 pg/ml.
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Figura 47. Recuento bacteriano para las CuNP/QuitNP. a) Concentraciones 10, 20 y 30
pug/ml. b) concentraciones 35, 38 y 40 pg/ml. ¢) concentraciones 44, 46 y 50 ug/mi.

d) concentracion 60 pg/ml.
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2.2.4 Concentracion bactericida minima CuNP + QuitNP

Al comparar las distintas diluciones de CuNP + QuitNP se encontré una diferencia
estadisticamente significativa con un p=0,0001. Como se muestra en la Figura 48,
no se logré definir la concentracion bactericida minima para las CuNP + QUuIitNP,
ya que a 60 pug/ml (mayor concentracion utilizada) se registré un recuento de 9.000
(1.000) UFC.

CBM CulNP + QuitNP

420000

370000

320000
280000

240000

200000

170000

140000

110000
90000

70000 -

50000 a
30000 * =

w
= == e

20000 = =
=" E

10000
=
5000 P

UFC (5 ul)

o 10 20 30 35 38 40 44 485 s0 &0
Concentraciéon (ugfml)

Figura 48. Concentracion bactericida minima de las CuNP + QuitNP. Diagrama de Caja:
Linea horizontal superior de la caja (percentil 75), linea horizontal inferior de la caja
(percentil 25), linea horizontal dentro de la caja de color rojo (mediana), las barras de error
indican los valores maximos y minimos, los circulos representan los valores atipicos y las

estrellas los valores extremos. Datos analizados mediante el test de Kruskal wallis.
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En la Figura 49 se muestran las placas de Petri con el recuento de unidades
formadoras de colonias para las CuNP + QuitNP. Se puede ver que el crecimiento
bacteriano se produjo en todas las concentraciones utilizadas.
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Figura 49. Recuento bacteriano para las CuNP + QuitNP. a) Concentraciones 10, 20 y 30
pg/ml. b) concentraciones 35, 38 y 40 pg/ml. ¢) concentraciones 44, 46 y 50 pg/ml. d)

concentracion 60 pg/ml.
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2.2.5 Concentracion bactericida minima QuitNP

Al comparar las distintas concentraciones de las QuitNP se encontré una
diferencia estadisticamente significativa con un p=0,0001. Como se muestra en la
Figura 50, no se logro definir la concentracion bactericida minima para las QuitNP,
ya que a 60 pg/ml (mayor concentracion utilizada) se registr6 un recuento de
50.000 (5.000) UFC, valores que corresponden a mediana (recorrido intercuartil).
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Figura 50. Concentracion bactericida minima de las QuitNP. Diagrama de Caja:
Linea horizontal superior de la caja (percentil 75), linea horizontal inferior de la
caja (percentil 25), linea horizontal dentro de la caja de color rojo (mediana), las
barras de error indican los valores maximos y minimos, los circulos representan
los valores atipicos y las estrellas los valores extremos. Datos analizados

mediante el test de Kruskal wallis.
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En la Figura 51 se muestran las placas de Petri con el recuento de unidades
formadoras de colonias para las QuitNP. Se puede ver que el crecimiento
bacteriano se produjo en todas las concentraciones utilizadas.
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Figura 51. Recuento bacteriano para las QuitNP. a) Concentraciones 50, 100 y 250 pg/ml.
b) concentraciones 350, 400 y 500 pg/mil.
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2.3 Evaluacion de la capacidad antibacteriana de una superficie dentaria

tratada con las nanoparticulas

Al comparar las distintas muestras utilizadas, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al recuento de UFC, con un p=0,0001. Como se
muestra en la Figura 52, las muestras que presentaron el menor recuento de UFC
fueron la clorhexidina 0,12% y el cloruro de cetilpiridinio 0,07%. De las
suspensiones de nanoparticulas utilizadas, las que contenian quitosano en su
composicion fueron las que presentaron un menor recuento de UFC, siendo la
particula hibrida la que redujo en mayor grado la cantidad de colonias sobre la
superficie dentaria. En la Tabla 2 se muestran los resultados de los recuentos
bacterianos obtenidos para cada muestra en la evaluaciéon de la capacidad

antibacteriana de una superficie dentaria tratada con las nanoparticulas
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Figura 52. Evaluacion de la capacidad antibacteriana de una superficie dentaria tratada
con las nanoparticulas. Diagrama de Caja: Linea horizontal superior de la caja (percentil
75), linea horizontal inferior de la caja (percentil 25), linea horizontal dentro de la caja de
color rojo (mediana), las barras de error indican los valores maximos y minimos. Datos

analizados mediante el test de Kruskal wallis.
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Tabla 2. Resultado de los recuentos bacterianos obtenidos para cada muestra en la
evaluacién de la capacidad antibacteriana de una superficie dentaria tratada con las

nanoparticulas

Muestra Concentracion Mediana Recorrido intercuartil
(ug/ml) UFC (5 ul) UFC (5 ul)
H,O - 90.000 15.000
1.200 0 0
CHX (0,12%)
700 400 300
CPC (0,07%)
CuNP c/a 40 12.000 3.000
CuNP s/a 40 41.500 8.000
QUItNP 60 11.000 4.000
CuNP/QuitNP 100 2.200 800
CuNP + QuitNP 100 2.500 500
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En la Figura 53 se muestran las placas de Petri con el recuento de unidades

formadoras de colonias para las distintas muestras utilizadas.
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Figura 53. Recuento bacteriano para las distintas soluciones antimicrobianas y
suspensiones de nanoparticulas utilizadas en el ensayo sobre una superficie dental
tratada con nanoparticulas. a) agua (H,O) clorhexidina 0,12% (CHX), cloruro de
cetilpiridinio 0,07% (CPC). b) CuNP c/a 40 pg/ml, CuNP s/a 40 pg/ml, QuitNP 60 ug/ml. c)
CuNP/QUuitNP 100 pg/ml, CuNP + QuitNP 100 pg/ml.
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2.4 Evaluacion de la capacidad antibacteriana de las nanoparticulas frente a

un biofilm formado en la superficie dentaria

Al comparar las distintas muestras utilizadas, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al recuento de UFC, con un p=0,0001. Como se
muestra en la Figura 54, las muestras que presentaron el menor recuento de UFC
fueron la clorhexidina 0,12% y el cloruro de cetilpiridinio 0,07%. De las
suspensiones de nanoparticulas utilizadas, las que contenian quitosano en su
composicion fueron las que presentaron un menor recuento de UFC, siendo la
particula hibrida la que redujo en mayor grado la cantidad de bacterias. En la
Tabla 3 se muestran los resultados de los recuentos bacterianos obtenidos para
cada muestra en la evaluacion de la capacidad antibacteriana de una superficie

dentaria tratada con las nanoparticulas
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Figura 54. Evaluacion de las propiedades antibacterianas de una superficie dentaria
tratada con las nanoparticulas. Diagrama de Caja: Linea horizontal superior de la caja
(percentil 75), linea horizontal inferior de la caja (percentil 25), linea horizontal dentro de la
caja de color rojo (mediana), las barras de error indican los valores maximos y minimos,
los circulos representan los valores atipicos y las estrellas los valores extremos; test de
Kruskal Wallis
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Tabla 3. Resultados de los recuentos bacterianos obtenidos para cada muestra en el
ensayo de la capacidad antibacteriana de las suspensiones de nanopatrticulas frente a un

biofilm formado sobre la superficie dentaria.

Muestra Concentracién Mediana Recorrido intercuartil
(ng/ml) UFC (5 ul) UFC(5 ul)
Sin tratamiento - 80.000 15.000
H,O - 52.500 10.000
1.200 1.500 1.000
CHX (0,12%)
700 2.500 1.000
CPC (0,07%)

CuNP s/a 40 36.500 5.000
CuNP c/a 40 9.200 1.000
QUuitNP 60 2.000 500
CuNP/QuitNP 100 1.750 1.000

CuNP + QuitNP 100 3.250 500
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En la Figura 55 se muestran las placas de Petri con el recuento de unidades

formadoras de colonias para las distintas muestras utilizadas.
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Figura 55. Recuento bacteriano para las distintas soluciones y suspensiones de
nanoparticulas utilizadas en el ensayo de la capacidad antibacteriana de las suspensiones
de nanoparticulas frente a un biofilm formado en la superficie dentaria. a) Sin tratamiento,
H,O, CHX 0,12%, b) CPC 0,07%, CuNP c/a 40 pug/ml, CuNP s/a 40 pg/ml, ¢c) QuitNP 60
pg/ml, CuNP/QuitNP 100 pg/ml, CuNP + QuitNP 100 pg/ml.
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DISCUSION

En el presente trabajo se sintetizaron suspensiones de nanoparticulas de cobre y
quitosano a diversas concentraciones. Se logré realizar una correcta sintesis y
caracterizacion de las nanoparticulas, y la determinaciéon de su CIM y CBM frente
al patégeno Streptococcus mutans. Ademas se realizaron pruebas preliminares de
actividad bactericida sobre piezas dentales, con el objetivo de analizar el
comportamiento de estas suspensiones sobre un biofilm de S. mutans formado en

una superficie dentaria.

La sintesis de CuNP c/a mediante el empleo de agentes reductores
biocompatibles como almidén y acido ascoérbico, permitieron la obtencion de las
nanoparticulas, mejorar la estabilidad de sus suspensiones y disminuir su tamafo.
En el caso de las CuNP s/a al ser sintetizadas sin almidon (agente estabilizante),
presentaron un tamafo considerablemente mayor al de las CuNP c/a; ya que el
proceso de nucleacién ocurri6 de forma ininterrumpida. Esto se determind
mediante la caracterizacion de las nanoparticulas, ya que los resultados obtenidos
de los analisis SEM mostraron que las CuNP c/a presentaban una morfologia
ovalada a esférica, y un tamafio promedio de 10020 nm. Por otro lado, las
CuNP s/a al analisis SEM presentaron una morfologia variable, con formas
redondeadas a hexagonales y un tamafio promedio de 520£80nm. Al comparar los
resultados obtenidos en este trabajo con los de otros autores que no se basan en
el concepto de quimica verde, y que utilizan agentes reductores altamente toxicos
como es el caso de la hidracina, se puede ver que logran la obtencion de
nanoparticulas mucho mas pequefias con un tamafio de hasta 6 nm (Zhu H Y
cols., 2005). El caracter nanométrico de las CuNP c/a se ratificO mediante
espectrofotometria debido a la obtencion del plasmoén de resonancia superficial,
propiedad fisica que Unicamente exhiben los materiales metalicos cuando
presentan dimensiones de tamafio nanométrico. El pico de absorbancia para las
CuNP c/a se produjo a los 593 nm, lo cual esta de acuerdo con los resultados
obtenidos por diversos autores (Dang T y cols., 2011. Chatterjee A, 2014. Usman
My cols., 2012). Para el caso de las CuNP s/a no fue posible obtener el plasmon
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de resonancia superficial, por lo que se confirmé que su tamafio no era de
dimensiones nanométricas. Esto influyo en la estabilidad de las suspensiones sin
almidon, ya que al tener un tamafio mayor, las particulas tendian a decantar
siendo necesario resuspenderlas mediante agitacion magnética previo a su
utilizacion. Estos resultados estan de acuerdo a los obtenidos por otros autores,
que utilizando un agente estabilizante, lograron obtener nanoparticulas de menor
tamafio y mas estables en suspension (Usman M y cols., 2012). Un estudio
reciente determind la concentracion inhibitoria minima y concentracion bactericida
minima de las CUONP frente a S. mutans, estableciendo una CIM de 12,5 pg/ml y
CBM de 25 pg/ml (Farzaneh A y cols., 2015). Estos valores obtenidos se
explicarian debido en los estados oxidados del cobre habria una mayor liberacion

de iones al medio (Theivasanthi T, Alagar M, 2011).

La preparacion de las QuitNP se fundamenta en la reaccién de entrecruzamiento
entre el quitosano cargado positivamente y polimetafosfato de sodio con carga
negativa. Estas nanoparticulas se presentaron en forma de polvo blanco e
insolubles en agua, similares resultados obtenidos por otros investigadores (Qi L y
cols., 2004). Las QuitNP presentaron una morfologia ovalada a esférica, con un
tamafo promedio de 93+10 nm. Resultados que concuerdan con lo reportado en
la literatura, por otros autores que sintetizaron nanoparticulas de quitosano con un

tamafio promedio de 90 nm (Rampino Ay cols., 2013).

En este trabajo se desarroll6 un método para la sintesis de nanoparticulas hibridas
compuestas de cobre y quitosano. Aunque en la literatura existen estudios en los
gue se logré la sintesis de microesferas de quitosano dopadas con nanoparticulas
de cobre, de un tamafio promedio de 5 pm (Cruzat C, 2010), y la sintesis de
nanoparticulas de cobre soportadas en una matriz macrométrica de quitosano
(Usman M y cols., 2012); no se ha reportado particulas hibridas cobre-quitosano
con dimensiones nanométricas. Mediante la caracterizacién por analisis SEM, se
determin6 que las CuNP/QuIitNP presentaron un tamafio promedio de 131+36 nm.

Si se considera que las CuNP c/a tenian un tamafio promedio de 100£20nm, la
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nanoparticula hibrida CuNP/QuitNP presentaria una capa de quitosano de

aproximadamente 31 nm de espesor, como se esquematiza en la Figura 56.

Figura 56. Representacion esquematica de la estructura CuNP/QuitNP

Por otra parte, los resultados obtenidos de los analisis de FTIR-ATR, mostraron
que la banda de absorcion 3.260 cm™® correspondiente a los
grupos —NH; y grupos —OH en la particula hibrida, presentaba menor intensidad
comparada a la misma banda en la QuitNP. Este resultado indica la existencia de
algun tipo de interaccion quimica entre la superficie del metal y los grupos
funcionales del polimero (Usman M y cols., 2012). De tal modo que el quitosano
no conformaria simplemente una recubierta, sino que junto al cobre formarian una
verdadera nanoparticula hibrida mediante interacciones covalentes, como se

esquematiza en la Figura 57.

Figura 57. Esquema de la Interaccion entre CuNP c/a y quitosano.

El analisis DRX realizado a las CuNP/QUuIitNP, revel6 que una parte de las CuNP

c/a se encontraria en estado oxidado (CuO, Cu,0). Esta aparente inestabilidad de
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las nanoparticulas se podria explicar por el mismo proceso de formacion de las
CuNP/QUuitNP. La Ecuacién 2 muestra la reaccién de reduccion del cobre. El
potencial redox expresado en Volts, indica la capacidad que tiene el ion metélico
para reducirse y formar el metal (en este caso la nanoparticula metéalica). Como el
cobre tiene un bajo potencial redox (0.34 V), reducir este metal representa una

mayor dificultad que oxidarlo.
Cu”™ + 2e——Cu’ 0.34v

Ecuacién 2. Semireacciéon de reduccién del cobre.

Por otra parte se evaluo la sensibilidad in vitro de un patégeno representativo del
biofilm oral, Streptococcus mutans, a las suspensiones de nanoparticulas
preparadas. Se determind la concentracion inhibitoria minima (CIM) para cada
una de las nanoparticulas. Los ensayos de dilucion en medio de cultivo liquido
para determinar la CIM, mostraron que el crecimiento bacteriano disminuye a
medida que aumenta la concentracion del biocida. Por lo cual fue posible la
determinaciéon de la CIM para CuNP c/a, CuNP s/a, CuNP/QuitNP y CuNP +
QUuitNP. En base a los resultados obtenidos se puede apreciar que existen
diferencias estadisticamente significativas entre la CIM de las CuNP c/a (20 pg/ml)
y las CuNP s/a (30 pug/ml). Estas diferencias estarian dadas por el tamafio de la
particula, ya que como estd documentado, la actividad antimicrobiana de las
nanoparticulas metalicas, es una funcién del area de superficie en contacto con
los microorganismos. Como se ha demostrado existe una relaciéon inversa entre el
tamafio de las nanoparticulas y su actividad antimicrobiana, donde las
nanoparticulas en el rango de tamafio de 1-10 nm han mostrado tener la mayor
actividad antibacteriana (Tolaymat T y cols., 2010). Es debido a esto que la
transicion de microparticulas (CuNP s/a) a nanoparticulas (CuNP c/a) involucra un
incremento en la relacion area de contacto/volumen (razén de aspecto), en donde
el area de contacto aumenta dramaticamente permitiendo un mayor nimero de
interacciones con moléculas organicas y elementos celulares (Zhang L y cols.,
2010).
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La diferencia existente entre la CIM de las CuNP/QuitNP (35 pg/ml) y las
CuNP + QuitNP (50 pg/ml) indicaria que el hecho de tener una nanoparticula
hibrida genera un aumento de las propiedades antimicrobianas del cobre y el
quitosano en comparacion a una mezcla fisica de ambas nanoparticulas. Una
posible explicacibn a este hecho estaria en los resultados obtenidos de la
difraccién de rayos X, ya que estos exhibieron la presencia de cobre oxidado en la
muestra CuNP/QuIitNP. La evidencia demuestra que en los estados oxidados del
cobre estaria aumentada la cantidad de iones liberados al medio, debido a que se
formaria una pequefia capa de 6xido mas reactiva en la superficie de la
nanoparticula. Adicionalmente se conoce que estos Oxidos de cobre aumentan el
efecto bactericida mediante interacciones bioeléctricas con las bacterias
(Theivasanthi T, Alagar M, 2011).

Para el caso de las QuitNP no fue posible lograr la inhibiciobn del crecimiento
bacteriano, ya que a la concentracibn mas alta utilizada (500 pg/ml) aln habia
presencia de crecimiento bacteriano. Esto indicaria que si siguiéramos
aumentando la cantidad de nanoparticulas de quitosano en el medio, en algun
momento se podria alcanzar “in vitro” tal inhibicion y asi poder determinar la CIM
frente a S. mutans. En la literatura disponible solo existe un reporte de la actividad
antimicrobiana de nanoparticulas de quitosano frente a S. mutans, sin embargo en
el trabajo realizado por Chavez de Paz L y cols., 2011, no lograron determinar
CIM ni CBM, sino que determinaron el porcentaje de dafio a nivel de membrana

plasméatica mediante el Kit de viabilidad bacteriana BacLight para microscopia.

La concentracion bactericida minima (CBM), se evalu6é mediante el recuento de
UFC en medio de cultivo solido Agar-BHI. Los resultados obtenidos mostraron que
el crecimiento bacteriano disminuye a medida que aumenta la concentracion del
biocida. Siendo posible la determinacion de la CBM para CuNP c/a, CuNP s/a,
CuNP/QuitNP y CuNP + QuitNP. En base al recuento de colonias se puede
apreciar que existen diferencias estadisticamente significativas entre las distintas

suspensiones, y que ademas concuerdan con los resultados obtenidos de las CIM,
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ya que las nanoparticulas que obtuvieron los mejores resultados fueron las CuNP
c/a, que a una concentracion de 30 pg/ml lograron eliminar la totalidad de las
bacterias inoculadas. Estos resultados se deberian al igual que en el caso de la
CIM, al alto poder biocida del cobre y a su reducido tamafo. El resto de las
nanoparticulas tuvieron un comportamiento similar, logrando su CIM a una
concentracibn mayor a la de la CuNP c/a, excepto para las muestras
CuNP + QuitNP y QuitNP, en las que las concentraciones mas altas utilizadas aln

se registro recuento de UFC.

En cuanto a los ensayos de actividad bactericida sobre piezas dentales, se
utilizaron las distintas suspensiones de nanoparticulas a concentraciones
especificas. Para las CuNP c/a (40 pg/ml) y CuNP s/a (40 pg/ml) se eligieron
concentraciones mayores a la CMI que registraron respectivamente. Las
concentraciones utilizadas en las muestras CuNP/QuitNP (100 pg/ml) vy
CuNP + QUuitNP (100 pg/ml) se eligieron debido a que contenian la misma
concentracién de cobre presente en las CuNP c/a 'y CuNP s/a, 40ug/ml. En el caso
de las QuitNP se utilizé 60 pg/ml, ya que las muestras CUNP/QuitNP (100 pg/ml) y
CuNP + QUuIitNP (100 pg/ml) contenian 60 pug/ml de quitosano.

El primer ensayo realizado fue la evaluacion de la capacidad antibacteriana de
la superficie dentaria tratada con las nanoparticulas. Todas las muestras de
dientes que fueron tratadas con nanoparticulas presentaron capacidad de inhibir la
formacién de biofilm, sin embargo aquellas que tenian quitosano como parte de su
composicion fueron las que obtuvieron mejores resultados; siendo la nanoparticula
hibrida la que presentd el menor recuento de UFC. Cabe destacar que las
CuNP/QuitNP  presentaron diferencias estadisticamente significativas en
comparacion a las CuNP c/a, pese a que ambas particulas contenian la misma
concentraciéon de cobre (40 pg/ml). Segun ciertos autores, esto se explicaria
debido a posibles interacciones entre la carga positiva de las moléculas de
guitosano, proveniente de los grupos aminos y la superficie externa del esmalte
dental que esta cargada negativamente debido a los grupos fosfatos, lo cual

permitiria una mayor adhesion de la nanoparticula hibrida a la superficie dentaria,
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manteniendo por mas tiempo el efecto bactericida, e impidiendo la formaciéon del
biofilm (Cafaggi S, 2007). Esta capacidad de adherirse a la superficie dentaria
indica que las nanoparticulas hibridas (CuNP/QuitNP) poseen una alta
sustantividad, la cual se define como la capacidad de un agente a unirse a
distintas superficies, para liberarse lentamente en forma activa manteniendo

niveles terapéuticos (Bascones A, Morante S, 2006).

Como referencia se utilizdé una solucién de clorhexidina 0,12% la que presento el
menor recuento, con un valor de 0 UFC. Esto se deberia a que una de las
propiedades mas importantes de este agente es su elevada sustantividad. La
clorhexidina se libera en su forma activa durante 8-12 horas y después de 24
horas aun es posible encontrarla en bajas concentraciones, evitando la
colonizacion bacteriana durante ese tiempo (Stanley A y cols, 1989), por lo cual
evito que se formara un biofilm sobre la superficie dental tratada. En el caso del
CPC 0,07% fue el que presenté el segundo menor recuento, con 400 (300) UFC.

Un segundo ensayo realizado fue la evaluacion de la capacidad antibacteriana
de las suspensiones de nanoparticulas frente a un biofilm formado sobre la
superficie dentaria. Todas las suspensiones de nanoparticulas presentaron un
efecto antibacteriano tratar un biofilm de S. mutans previamente formado sobre
una superficie dental. De las nanoparticulas sintetizadas, aquellas que tenian
quitosano como parte de su composicion fueron las que presentaron mejores
resultados; siendo la nanoparticula hibrida (CuNP/QUuitNP), la que presenté el
menor recuento de UFC. Esto se explicaria debido a una remocion mecanica del
biofilm, sumado a la actividad bactericida de la nanoparticula. La interaccién entre
la carga positiva de las moléculas de quitosano, proveniente de los grupos aminos
y la superficie externa del esmalte dental, también se da entre el quitosano y la
membrana plasmética cargada negativamente de las bacterias (Cafaggi S, 2007),
por lo tanto le permiten a la nanoparticula hibrida una mayor adhesion con el
patdgeno permitiendo un mayor niumero de interacciones con elementos celulares,

facilitando la accion de las CuNPs.
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Como referencia se utiliz6 la clorhexidina 0,12% la que presento el menor
recuento de UFC, con un valor de 1.500 (1.000) unidades formadoras de colonias.
También se utilizé CPC 0.07% el cual present6 el segundo menor recuento, con
2.500 (1.000) UFC. Estos resultados se podrian explicar debido a que tanto la
clorhexidina como el cloruro de cetilpiridinio, son compuestos quimicos y solubles
en medio acuoso, a diferencia de las nanoparticulas que corresponden a
materiales, y por lo tanto son capaces de difundir de manera mas facil en el biofilm
y generar la muerte de las bacterias. Ademas ambas sustancias se utilizan a
concentracion muy superiores (CHX 1200 pug/ml y CPC 700 pg/ml) a las utilizadas
en las suspensiones de nanoparticulas. En el caso del agua, ésta presenté un
recuento de 52.500 (10.000) UFC, lo que representa un aproximadamente un 34%
menos de UFC comparado con el control sin tratamiento, por lo cual el agua
presentaria cierta capacidad de remocion de biofilm, que estaria dado mas bien
por la remocion mecénica de las bacterias adheridas a la superficie dentaria o los

efectos del agua como solvente.

Si bien no es un objetivo de este trabajo de investigacion, un aspecto que deberia
considerarse en estudio futuros es la evaluacién de la citocompatibilidad de las
concentraciones optimizadas de las nanoparticulas. Estos estudios deberian
entregar informacion acerca de “la ventana terapéutica’” para posibles
aplicaciones, esto es, el rango de concentraciones que permite un efecto

antimicrobiano, manteniendo una adecuada biocompatibilidad.

La capacidad de inhibir la formacion de biofilm sobre una superficie dentaria
demostrada por las nanoparticulas de CuNP y la particula hibrida CuNP/QuiNP;
asi como su capacidad antibacteriana sobre una biopelicula ya formada; sugieren
gue estas nanoparticulas podrian ser consideradas para estudios futuros en

aplicaciones orientadas al control del biofilm oral.
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CONCLUSION

El método estudiado en este trabajo, utilizando reactivos biocompatibles
como almidén (reductor y estabilizante) y acido ascorbico, permitid la
formacion de nanoparticulas de cobre de manera satisfactoria y con
caracteristicas mas compatibles para aplicaciones biomédicas. Por otra
parte utilizar polimetafosfato de sodio como agente entrelazante del

quitosano permitié la formacién de nanoparticulas estables del biopolimero.

La incorporacion de CuNP c/a durante el proceso de formacion de las
QUuitNP, permiti6 la sintesis de wuna nanoparticula cobre-quitosano
(CuNP/QuitNP), la cual presenté interacciones quimicas entre sus

componentes, demostrando la naturaleza hibrida de la particula.

Tanto las nanoparticulas de cobre, de quitosano y sus combinaciones
presentaron actividad antimicrobiana frente al patdégeno Streptococcus
mutans. Las suspensiones de CuNP c/a fueron las mas eficaces,
presentando la CIM y CBM mas bajas en comparacion al resto de las

suspensiones de nanoparticulas.

La superficie dental tratada con nanoparticulas hibridas (CuNP/QuitNP) fue
la que presento la mayor efecto en la inhibicién de la formacion del biofilm.
Este efecto podria ser atribuido a la mejor adhesién de la nanoparticula a la
superficie dentaria (sustantividad) y al efecto sinérgico de las propiedades

antimicrobianas de ambas particulas.

Las nanoparticulas hibridas (CuNP/QUuitNP) presentaron la mayor eficacia al
tratar un biofilm de S. mutans previamente formado sobre una superficie
dental, lo cual también se podria atribuir a la mejor adhesion y el efecto

sinérgico de las nanoparticulas.
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e De acuerdo a los resultados obtenidos, suspensiones de nanoparticulas
sintetizadas en este trabajo presentan potencial para ser estudiadas en

futuras aplicaciones odontologicas para el control del biofilm oral.
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DOCUMENTO DE INFORMACION PARA EL PACIENTE

“Sintesis de suspensiones de nanoparticulas de cobre y quitosano, y evaluacién de

sus propiedades antimicrobianas frente a Streptococcus mutans”

Version 1, pacientes 18 afios 0 mas

Antecedentes generales:

Usted ha sido invitado a participar voluntariamente en un estudio titulado “Sintesis de suspensiones de
nanoparticulas de cobre y quitosano, y evaluacion de sus propiedades antimicrobianas frente a
Streptococcus mutans”. El objetivo del estudio es estudiar las propiedades antibacterianas de particulas de
cobre frente a una de las bacterias que produce caries. El cobre es antimicrobiano, sin embargo no se ha
estudiado su efecto contras una de las bacterias que produce caries.

En términos generales, el objetivo del estudio es usar terceros molares (“muelas del juicio”) para probar
sobre estas piezas la capacidad de la particula de cobre para matar las bacterias. Este formulario sera
explicado por el investigador y se entregara a los participantes para su lectura. El participante podra
retirarse del estudio en cualquier momento que lo desee y sus datos seran eliminados a partir de ese

momento.

Procedimiento:

Se incluirdn pacientes a los cuales ha sido indicada la extraccion del tercer molar por indicaciones
quirurgicas o protésicas u ortoddncicas, sin enfermedad periodontal ni otras enfermedades generales.
El financiamiento del tratamiento sera responsabilidad del paciente, mientras que los andlisis de muestras
seran financiados por el proyecto. La obtencién de estas muestras en si no presenta riesgos ni costos

adicionales para el paciente y una vez analizadas serdn descartadas.

Los datos personales e identificacion de los sujetos participantes seran confidenciales y se utilizaran
codigos para mantener oculta la identidad de los participantes. En caso de manifestar interés en los

resultados de los andlisis efectuados, los interesados pueden acceder a esta informacion solicitdndola al



98

investigador responsable. Los sujetos participantes pueden retirarse del estudio en cualquier momento

que estimen conveniente, sin perjuicio de su tratamiento odontolégico.

Ventajas

No existen ningln tipo beneficio para el paciente directamente involucrado ya que las piezas dentales

utilizas normalmente son desechadas.

Investigador Responsable:
Dr. Cristian Covarrubias Gallardo RUT: 12.756.705-0 Instituto de Investigacion en Ciencias Odontoldgicas,

Facultad de Odontologia, Universidad de Chile. Fono: 9781719 E-mail: ccovarru@u.uchile.cl



mailto:ccovarru@u.uchile.cl
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FACULTAD

3 ODONTOLOGIA

&
= UNIVERSIDAD DE CHILE

FORMULARIO CONSENTIMIENTO INFORMADO PACIENTES ADULTOS

Investigador responsable: Dr. Cristian Covarrubias Gallardo RUT: 12.756.705-0
Instituto de Investigacion en Ciencias Odontolégicas, Facultad de Odontologia,

Universidad de Chile. Fono: 9781719 e-mail: ccovarru@u.uchile.cl

D (o T Estoy dispuesto a participar en el
proyecto de investigacidn. He leido la informacién descrita y mis preguntas acerca del estudio han
sido respondidas satisfactoriamente. Al firmar esta copia, indico que tengo un entendimiento claro
del proyecto

Al sujeto de investigacion he entregado informacion sobre el estudio, y en mi opinion esta
informacion es precisa y suficiente para que el sujeto entienda completamente la naturaleza, los
riesgos y beneficios del estudio, y los derechos que tiene en tanto sujeto de investigacion. No ha
existido coercion ni ha actuado bajo influencia alguna.

He sido testigo que el sujeto firmo el documento.

Firma del Investigador: ........ccccooovevieevievie e, Fecha: .....cococeviieecee




