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RESUMEN

“Evaluacion de la actividad antibacteriana in vitro de nanoparticulas de cobre frente a

Enterococcus faecalis”

Introduccién

La patologia pulpar y periapical se origina de una infeccion bacteriana que invade
el sistema de canales radiculares, dando una respuesta inmunoinflamatoria en el
hospedero, la que posteriormente se traduce en la destruccion de los tejidos

perirradiculares.

Existen microorganismos que son capaces de resistir los procedimientos
endodonticos, identificandose dentro de éstos a Enterococcus faecalis,
responsable de fracasos de tratamiento y patologia endodontica persistente.
Por esta razon, existe la medicacion intracanal, la cual pretende eliminar
microorganismos remanentes, dejando un agente antimicrobiano entre sesiones
clinicas. En la actualidad, el medicamento mas efectivo y comunmente usado, es el
hidroxido de calcio. Sin embargo, se ha observado que esta bacteria, en algunos
casos, no es susceptible a su accion antimicrobiana.

Las nanoparticulas metélicas, como las de cobre, aparecen como una nueva
alternativa de antimicrobianos, cuyo efecto ya ha sido demostrado contra algunos
microorganismos orales, tales como Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Candida albicans y Streptococcus mutans. Sin embargo, no existen referencias de
estudios frente a patdogenos endoddnticos. En el presente proyecto, se propone
estudiar la actividad antibacteriana de las nanoparticulas de cobre frente a

Enterococcus faecalis.



Materiales y métodos

Se determind la concentracion minima inhibitoria y concentracion minima
bactericida de nanoparticulas de cobre frente a Enterococcus faecalis, a partir del
método de macrodilucion.

Para evaluar la efectividad antimicrobiana intracanal, se contaminaron especimenes
de dientes con Enterococcus faecalis y se procedio a medicar el canal radicular con
nanoparticulas de cobre a distintas concentraciones. Ademas, se utiliz6 como
control un grupo con hidroxido de calcio y un tercer grupo sin medicamento.
Dicha medicacion se dejé por 1 y 7 dias; posteriormente, se sembré y realizé

recuento de unidades formadoras de colonias.

Resultados

Las nanoparticulas de cobre presentaron acciéon antimicrobiana frente a
Enterococcus faecalis in vitro, con valores de concentracion minima inhibitoria y
concentracion minima bactericida de 150 ppm y 225 ppm, respectivamente. Al ser
utiizadas como medicacion intracanal en un modelo in vitro, su efecto
antimicrobiano a 150 ppm y 300 ppm fue equivalente a la accién de Ultracal XS®.
Observaciones mediante microscopia electronica de barrido, demostraron que las
nanoparticulas de cobre, ademas de tener un efecto bactericida, remueven

bacterias de la superficie radicular y alteran su morfologia.

Conclusiones

Mediante la determinacién de los valores de concentracion minima inhibitoria y
concentracion minima bactericida, se comprob6é la hipétesis de que las
nanoparticulas de cobre presentan actividad antimicrobiana frente a la bacteria
endodédntica Enterococcus faecalis. Al utilizar las nanoparticulas de cobre como
medicacion en un modelo intracanal presentan una accién antimicrobiana
equivalente a la presentada por Ultracal XS®. El Andlisis por microscopia

electrénica de barrido y microanalisis elemental por energia dispersiva de rayos X



sugiere que ademas del mecanismo bactericida de las nanoparticulas de cobre,
tendrian una accion antimicrobiana removiendo el biofilm desde el sistema de
canales radiculares mediante un efecto anti-fouling. Las actividad antimicrobiana
presentada por las nanoparticulas de cobre frente a Enterococcus faecalis sugiere
que podria ser evaluada en el futuro como alternativa de agente antimicrobiano en

procedimientos endodonticos.



Introduccién.

La patologia pulpar y periapical se origina de una infeccion bacteriana que invade
el sistema de canales radiculares (SCR), dando una respuesta inmunoinflamatoria
en el hospedero, que posteriormente se traduce en la destruccion de los tejidos

perirradiculares (Nair, 2004).

Existen microorganismos que, pese a la preparacion quimiomecéanica del SCR, son
dificiles de erradicar debido a la accion de factores de virulencia, como adhesinas,

enzimas o la formacion de biofilm (Lysakowska y cols, 2015).

Se identifica a Enterococcus faecalis (E. faecalis) como uno de los microorganismos
responsables de fracasos de tratamiento endodontico, ademas de la existencia de
patologia endododntica persistente. Por esta razon, existe la medicacion intracanal,
gue consiste en aplicar y mantener un agente antimicrobiano en el canal radicular
entre sesiones clinicas, cuyo objetivo es eliminar los microorganismos que puedan
permanecer luego de realizar la preparacion quimiomecanica. El agente mas
utilizado es el hidroxido de calcio, que alcaliniza el medio por su elevado pH,
alterando el ADN y desnaturalizando las proteinas bacterianas. Sin embargo, se ha
observado que esta bacteria, en algunos casos, no es susceptible de su accion
antimicrobiana (Torabinejad y Walton, 2010).

En la busqueda de un antibacteriano mas efectivo se comenzé a sintetizar
nanoparticulas metalicas, dentro de las cuales se han estudiado las nanoparticulas
de plata y de cobre, estas Ultimas probadas contra Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Correa, 2012), Candida albicans (Gonzalez, 2013) y
Streptococcus mutans (Soler, 2015; Trepiana, 2015) con resultados favorables. Sin
embargo, no existen estudios aplicados a microorganismos causantes de patologia

endodontica.

El mecanismo de accion de las nanoparticulas de cobre (CuNPs), no esta
totalmente dilucidado, pero se cree que en contacto con el medio fisiologico, se

generarian iones de cobre con carga positiva, que serian atraidos por la carga



negativa de la membrana celular bacteriana, provocando alteraciones en la
estructura de la membrana, asi como en la replicacion de ADN y proteinas
necesarias para la sobrevida del microorganismo (Sondi y Salopek, 2004;
Chatterjee y cols, 2014).

En el presente proyecto, se propone estudiar la actividad antibacteriana de las
CuNPs frente a E. faecalis. Para este propdsito, se determinaran pardmetros
microbiologicos fundamentales como la concentracion minima inhibitoria vy
concentracion minima bactericida de las CuNPs frente a este patdégeno. De acuerdo
a estos resultados, se escogeran las concentraciones de CuNPs que seran

utilizadas en un modelo de medicacién intracanal in vitro.



Marco teérico

Generalidades de la infeccion endoddntica

La cavidad pulpar corresponde al espacio que existe dentro del diente, y que
contiene la pulpa dental, la cual, otorga irrigacion terminal e inervacién al 6rgano
dentario. Se caracteriza por ser inextensible, ya que esta rodeada por tejidos duros
como esmalte, dentina y cemento. Se puede dividir en camara pulpar y sistema de
canales radiculares; donde la camara pulpar es Unica y central, situada en la porcién

coronal del diente y desde donde emerge el SCR.

El SCR, se describe como tal, debido a que estd conformado por una serie de
canales que pueden seguir a las raices en toda su longitud, comunicarse entre si,
bifurcarse o volver a unirse; ademas, existe una serie de espacios y
comunicaciones, dentro de los cuales encontramos los istmos, los que se definen
como una estrecha comunicacion entre canales radiculares que se originan a partir
de un mal cierre de las proyecciones de la formacion de las raices durante el
desarrollo embrionario (Figura 1). Su importancia radica en que constituyen zonas
de dificil dominio instrumental, pudiendo contener tejido pulpar, remanente vital y/o
necrético, restos de preparacion quimiomecanica y microorganismos que podrian
determinar una falla en el control de la infecciéon y, finalmente, un fracaso en la

terapia endodontica (Ricucci & Siqueira, 2010).

Figura 1: Seccion transversal raiz mesial de molar inferior
(Ricucci & Siqueira, 2010). Se observa presencia de istmo que comunica ambos canales,

determinando una zona intermedia no instrumentable (x8).



4

En salud, la pulpa dental se encuentra aislada del ambiente séptico de la cavidad
oral, donde la presencia de liquido dentinario y el contenido tubular son capaces de
dificultar una posible invasion bacteriana. Cuando esta expuesta al medio oral, por
caries, fracturas o sacos periodontales, puede ser invadida por microorganismos
que provocan inflamacién y necrosis del tejido pulpar, estableciéndose en los
canales radiculares una infeccion endodéntica con propiedades como antigenicidad,
actividad mitogénica, quimiotaxis, destruccion tisular mediada por enzimas y

activacion de células del hospedero (Nair, 2004).



Tipos de infeccion endoddntica

Segun el momento de entrada de los microorganismos al SCR, podemos identificar
las infecciones endododnticas primarias, secundarias y persistentes. La infeccién
endododntica primaria esta constituida por una microbiota polimicrobiana mixta, con
predominio de anaerobios Gram negativo (Tabla 1). Sin embargo, es posible
encontrar otros tipos de bacterias, hongos, virus e incluso archeas (Hernandez y
cols, 2015).

La infeccién endodontica secundaria se refiere a la causada por microorganismos
ausentes en la infeccion primaria, que colonizan el SCR durante el tratamiento o
una vez que éste ha finalizado. Es causada principalmente por microorganismos

Gram positivo (Siqueira, 2003).

La infeccion endodontica terciaria se refiere a la infeccion persistente, causada por
microorganismos involucrados en la infeccién primaria o secundaria que han
resistido los procedimientos realizados durante el tratamiento. Puede originarse por
adaptacién a las condiciones ambientales, capacidad bacteriana de sobrevivir al
antimicrobiano o disponer de libre acceso a los tejidos periapicales para ejercer su

patogenicidad (Siqueira, 2003).

Dentro de los determinantes ecoldgicos que permiten la sobrevida de ciertos
patégenos en el canal radicular encontramos al potencial de 6xido-reduccion, que
permite el paso de un ambiente aerobio a uno anaerobio. Esto ocurre producto del
metabolismo bacteriano y la deficiencia de irrigacion en la zona, con el consecuente
déficit de oxigeno, lo cual permite que puedan establecerse gradualmente

microorganismos anaerobios (Estrela, 2005).

Ademas, gracias al sinergismo se produce una agregacion bacteriana por funciones

metabdlicas o protectoras (Estrela, 2005).



Tabla 1: Microbiota en infecciones de origen pulpar

Anaerobios estrictos*

Cocos Gram (+)

Streptococcus

Peptostreptococcus

Cocos Gram (-)

Veillonella

Bacilos Gram (+)
Actinomyces
Eubacterium
Propionibacterium
Bacilos Gram (-)
Porphyromonas
Fusobacterium
Prevotella
Selenomonas
Treponema

Campylobacter

*spp (Estrela, 2005; Nair, 2004)

Anaerobios facultativos*

Cocos Gram (+)
Streptococcus

Enterococcus

Cocos Gram (-)

Neisseria

Bacilos Gram (+)
Actinomyces
Corynebacterium
Lactobacillus
Bacilos Gram (-)
Capnocytophaga
Eikenella



Enterococcus faecalis

Forman parte del género Enterococcus, encontrandose en la microbiota oral y del
tracto gastrointestinal. Son cocos Gram positivo que se disponen en parejas y en
cadenas cortas. Su tamafio oscila entre 0,5 a 0,8 um; son facultativos y crecen en
un rango de temperatura entre 10 ° a 45 °C. Sin embargo, su temperatura 6ptima
de crecimiento es de 35 °C. Para su desarrollo requieren medios con vitamina B,
bases de acidos nucleicos y una fuente de carbono como la glucosa. Ademas,
pueden crecer en ambientes toxicos, con altas concentraciones de cloruro de sodio
(6,5%) (Silva y cols, 2006).

Por otra parte, se ha visto que pueden crecer en medios con pH acido y alcalino. El
pH critico para su erradicacién debe ser mayor a 11, esto se debe a que genera
alcalino resistencia debido al transporte de protones vinculado a ATP (Nakajo y cols,
2006).

Se reconoce que E. faecalis se encuentra en el 33% de los dientes con infeccién
endodontica primaria, es 9 veces mas factible ser encontrado en dientes con
infeccion secundaria, y es dificil de erradicar. Es uno de los patdégenos responsables
de patologia endoddntica persistente, debido a que se encuentra en el 60% a 90%
de los dientes tratados endodonticamente (Lysakowska y cols, 2015; Torabinejad y
Walton, 2010). Esto se explica por sus factores de virulencia (Tabla 2), dentro de
los que se destaca la formacion de biofilm en la superficie dentaria interna,
permitiéndole ser hasta mil veces mas resistente a la accion de antimicrobianos;
tener capacidad tamponante y adhesinas de unién al colageno que le permiten la
invasion de los tubulos dentinarios desde una profundidad de 250 hasta 400 pum

(Haapasalo y cols, 1987; Zhang y cols, 2015; Lysakowska y cols, 2015).



Tabla 2: Factores de virulencia de Enterococcus faecalis.

Factor de
virulencia
Sustancia de
agregacion
Proteina

enterococica de

superficie

Adhesinas
hidrocarbonadas

Acido lipoteicoico

Gelatinasa

Hialuronidasa

Citolisina

Efecto bioldgico

Convierte la superficie de la bacteria donadora en superficie adherente
para células receptoras, facilitando su agregacion, el intercambio de

plasmidos y la unién a las células epiteliales (Kayaoglu y cols, 2004).

Proteina de superficie enterocécica (ESP): Formacion de biofilm.
Adhesina de unién a colageno (ACE): Media la union al colageno tipo

I, IV'y laminina (Dentina radicular) (Kayaoglu y cols, 2004).

Median la unién con la célula del hospedero (Portenier y cols, 2003)

Vinculante de E.faecalis, actla como receptor para la sustancia de
agregacion.
Estimulan a linfocitos a liberar mediadores inflamatorios y enzimas

lisosomales (Portenier y cols, 2003)

Metaloproteinasa que hidroliza colageno, fibrinbgeno, hemoglobina.
Los péptidos producidos son fuente de nutrientes para colonizar el
SCR (Portenier y cols, 2003)

Abastece de nutrientes al microorganismo, por medio de la
degradacion del acido hialurénico.
Facilita la proliferacion bacteriana en el hospedero (Kayaoglu y cols,
2004)

Hemolisina, destruye eritrocitos, neutréfilos y macrofagos.
Inhibe el crecimiento de las bacterias Gram positivo (favorece la
colonizacién)

Produce dafio tisular local ( Portenier y cols, 2003)



Terapia endoddnticay medicacion intracanal.

La terapia endododntica busca controlar la infeccién intracanal y prevenir su
reinfeccion, con el fin de lograr la reparacion de los tejidos periapicales. Para cumplir
con este objetivo, existe la preparacién quimiomecénica del SCR, con diferentes
instrumentos y agentes antisépticos. Sin embargo, se hace dificil la erradicacion de
todos los microorganismos, debido a la existencia de accidentes anatbmicos como
istmos e irregularidades, los que resultan de dificil acceso con el instrumental
utilizado; de hecho, se ha probado que la preparacion quimiomecanica sélo elimina
el 90% de la microbiota residente (Bystrom y Sundqvist, 1981, Siqueira y cols,
1999).

La medicacion intracanal consiste en aplicar y dejar un agente antimicrobiano en el
SCR entre sesiones clinicas, con el fin de disminuir los microrganismos remanentes

que persistan en el SCR.

Los objetivos de este procedimiento son la eliminacion de las bacterias que puedan
persistir luego de la preparacién quimiomecanica, la neutralizacion de residuos
téxicos, la reduccion de la inflamacion de los tejidos periapicales, la disminucion de
los exudados apicales y la constitucién de una barrera mecéanica ante una posible

filtracion de la obturacién temporal (Chong y cols, 1992).

Dentro de los agentes utilizados para este fin, se encuentra el hidréxido de calcio,
base fuerte, que en medio acuoso se disocia en iones calcio e hidroxilo,
alcalinizando el medio; esto alteraria la membrana citoplasmatica bacteriana,
induciendo destruccion de fosfolipidos y acidos grasos insaturados,
desnaturalizacion de proteinas y dafio en el ADN bacteriano (Mohammadi y cols,
2012).

La accion antimicrobiana inicial del hidroxido de calcio esta dada por un pH inicial
de 12,5; que es capaz de Inducir la ruptura de enlaces ionicos de las proteinas
bacterianas, perdiendo actividad biolodgica de enzimas y alterando el metabolismo
celular. Sin embargo, debido a la capacidad buffer de la dentina, el pH inicial baja a

10,5; sin poder mantener el pH critico para erradicar a E. faecalis. Por otro lado,
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este microorganismo acidifica su citoplasma con bombas de hidrégeno, logrando

neutralizar ain mas el pH del medio (Brandle y cols, 2008).

Por este motivo, es necesario explorar un agente antibacteriano capaz de actuar de
mejor forma que los ya conocidos.
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Nanoparticulas

La nanotecnologia se refiere a la posibilidad de manipular los materiales a escala
de atomos y moléculas individuales. Una nanoparticula metélica se define como una
aglomeracion nanométrica (clusters) de unos pocos atomos del elemento metalico
en estado de oxidacion cero (Mahendra y cols, 2009; Thabet y cols, 2010), cuya
mejorada bioactividad (Propiedades antimicrobianas) estd dada por el area de
contacto o volumen que se ve aumentada al reducir el tamafio de la particula (menor
a 100 nm), lo que permite mayor interaccion con moléculas y proteinas de la

membrana celular (Cushing y cols, 2004; Wu y cols, 2014).

Para la obtencion de nanoparticulas, existen diferentes técnicas basadas en la
estrategia de sintesis “bottom-up”. En este tipo de métodos, en general, se disuelve
una sal del metal en un solvente, se adiciona un compuesto reductor y un agente
organico para estabilizar y prevenir la aglomeracion de las nanoparticulas
formadas. Posteriormente, la mezcla reactiva se somete a un tratamiento térmico
(calor, microondas) que puede variar en tiempo y temperatura dependiendo del tipo
de particula metalica preparada (Thabet y cols, 2010). Ademas, recientemente se
han desarrollado métodos basados en el concepto de “quimica verde” que utilizan
reductores y estabilizantes con mayor biocompatibilidad para aplicaciones

biomédicas, como por ejemplo biopolimeros o carbohidratos (Usman y cols, 2012).

Las nanoparticulas metalicas aparecen como una nueva generacion de
antimicrobianos, demostrando este efecto con nanoparticulas de plata frente a
Streptococcus mutans (Trepiana, 2015), nanoparticulas de cobre frente a Candida
albicans (Correa, 2012); entre otros. Su mecanismo de accién no se conoce
totalmente, se cree que en contacto con el medio fisioldgico, se generarian iones
con carga positiva que serian atraidos por la carga negativa de la membrana celular
bacteriana (Sondi y Salopek, 2004). Asi, se produciria una acumulacién y disolucion
de nanoparticulas metalicas en la membrana plasmatica, generando un aumento
en su permeabilidad, cuya consecuencia seria liberar lipopolisacéaridos, proteinas
de membrana y biomoléculas intracelulares (Khany cols, 2012). Ademas, los iones

metalicos interferirian en la produccién de ATP, interrumpiendo la replicacion del
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ADN y generando radicales libres de oxigeno, que conlleva a un estrés oxidativo a
la célula bacteriana, provocando su muerte (Figura 2) (Fang y cols, 2007; Pelgrift
y cols, 2013).

Damage to . S
pepidoghycan sehuzmes Microbial
Pryy v C) o cell
Damage to DNA or : ] Y L,
inhibition of Damage inhibion Damage inhibition
transcription of DNA Damage to mRNA of nbosomes of proteins
4

Ag NP > Ag+

opper- Magnesium-
containing ZnO NP containing
k nanoparticles - nanoparticles )
A
Near-UV or UVA radiation -> TiO: NP Unknown antimicrobial mechanisms

Figura 2. Esquema de los mecanismos de accion de diferentes nanoparticulas metalicas

sobre células bacterianas. (Pelgrift y cols, 2013)



13
Nanoparticulas de cobre.

Las propiedades antimicrobianas del cobre, en general, han sido ampliamente
demostradas, considerando entre sus acciones, el efecto antimicrobiano frente a
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella entérica, Clostridium difficile vy
Mycobacterium tuberculosis. Por otro lado, presenta accion antiviral a bajas
concentraciones, contra virus influenza A y virus de inmunodeficiencia humana;
ademas, tiene accion antifungica demostrada contra Candida albicans (Quaranta y
cols, 2011). Esta caracteristica ha permitido que pueda ser utilizado y aplicado en
diversas areas como industrial, sanitaria y médica (Prado y cols, 2012; Ren y cols,
2009).

El efecto antimicrobiano de las CuNPs esta mediado por la interaccion con el
fosforo y azufre de la membrana celular bacteriana, permitiendo la formacién de
filamentos celulares, que permiten su disrupcion. Ademas, la despolarizacion de la
membrana lleva a un estrés oxidativo, que deriva en oxidacion de proteinas y
degradacion del ADN; presentando su mayor eficacia antimicrobiana cuando el

tamafo de la nanoparticula es menor a 12 nm (Chatterjee y cols, 2014).

Las nanoparticulas de cobre se presentan como un material ventajoso respecto de
otras nanoparticulas metalicas, ya que, pese a tener caracteristicas quimicas y
antimicrobianas similares, tienen un menor costo econémico. Ademas, respecto de
las nanoparticulas de plata, presentan mayor facilidad para mezclarlas con
polimeros y son mas estables en sus propiedades quimicas y fisicas (Arsalan y
Cols, 2014).

Respecto a bacterias orales, en nuestro grupo de investigacion se ha demostrado
la actividad de las CuNPs frente a: Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
concluyéndose que sistemas de nanoparticulas de plata y/o CuNPs/biopolimero
presentan propiedades para inhibir su desarrollo (Gonzalez, 2013); Candida
albicans, donde se observo que las resinas acrilicas cargadas con CuNPs poseen
marcada actividad antimicrobiana frente a ésta, cuando entra en contacto con su

superficie (Correa, 2012); Streptococcus mutans, se concluyo que las CuNPs y sus
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combinaciones presentan actividad antimicrobiana para inhibir crecimiento y
desarrollo de peliculas de este microorganismo, sobre superficies de esmalte
dentario. Ademas, se determiné que la concentracion minima bactericida de CuNPs

sobre la bacteria ya mencionada es de 30 ppm (Soler, 2015; Trepiana, 2015).

De acuerdo a los resultados observados de CuNPs, en trabajos previos, frente a
diferentes bacterias y levaduras orales, y considerando las propiedades
antimicrobianas de amplio espectro conocidas para el cobre, se esperaria que
nanoparticulas de este metal tuvieran actividad antibacteriana frente a patégenos
endodonticos resistentes como E. faecalis. Sin embargo, a nuestro mejor
conocimiento de la informacién reportada en la literatura, no se han realizado

estudios de CuNPs frente a patdgenos endoddnticos.

En el presente proyecto, se propone estudiar la actividad antibacteriana de las
CuNPs frente a E. faecalis. Para este propdésito se determinaran parametros
microbiolégicos fundamentales como la concentracion minima inhibitoria (CMI) y
concentracion minima bactericida (CMB) de las CuNPs frente al patdégeno. De
acuerdo a estos resultados, se escogeran las concentraciones de CuNPs que seran
utilizadas en su evaluacion como agente de medicacion intracanal, en un modelo in

vitro.
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Hipotesis y objetivos.
Hipotesis

Las nanoparticulas de cobre tienen actividad antibacteriana in vitro sobre

Enterococcus faecalis.

Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de nanoparticulas de cobre frente a

Enterococcus faecalis.

Objetivos Especificos.

1. Determinar la concentracion minima inhibitoria de nanoparticulas de cobre sobre

Enterococcus faecalis.

2. Determinar la concentraciéon minima bactericida de nanoparticulas de cobre sobre

Enterococcus faecalis.

3. Determinar la actividad antimicrobiana de nanoparticulas de cobre, frente

Enterococcus faecalis en un modelo de medicacion intracanal in vitro.



16

Materiales y métodos

1. Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de cobre.

La suspension acuosa de CuNPs se formé mezclando 96,84 ml de 4cido ascoérbico
10%; 0,242 g de almiddn (estabilizante de las particulas) y 3,14 ml de una solucion
de acetato de cobre 0,2 M. Luego, se calent6 la mezcla en el microondas por 1
minuto en dos series de 30 segundos y se obtuvo la suspension de CuNPs.
Las CuNPs fueron centrifugadas durante 6 ciclos de 20 minutos, cada uno a 12.000
rpm, utilizando una centrifuga marca Hermle® modelo z 326. Entre cada ciclo, se
elimind el sobrenadante y las CuNPs fueron lavadas y re-suspendidas en agua
destilada. Esta solucion se congelé a -80°C durante 24 horas, en un congelador
marca llshinbiobase® modelo FD5508, y luego se realiz6 una liofilizacion para
obtener nanoparticulas en polvo (Figura 3).

Figura 3: (a)Suspension pura de CuNPs. (b) Nanoparticulas en polvo.

Las CuNPs preparadas fueron analizadas mediante microscopia electronica de

barrrido con analisis de dispersion de rayos- X (SEM/EDX).
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2. Evaluacién de la actividad antibacteriana.

2.1. Seleccién de la cepa bacteriana
Se utilizé una cepa de E. faecalis (ATCC 29212), liofilizada, que se cultivd en agar

sangre a 37° C por 48 horas.

2.2. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI).

Para la determinacion de la CMI se utilizé6 el método de macrodilucién (Picazo,
2000). Se dispuso una bateria de tubos de ensayo de vidrio del mismo calibre bajo
campana de bioseguridad, por triplicado. En cada uno de los tubos se depositd 1 ml
de solucion de CuNPs de distintas concentraciones segun Tabla 3, obtenidas por
dilucion de una solucion madre de 1000 ppm. Luego, se agrego a todos los tubos
por igual 1 ml de caldo cerebro-corazén (BHI), y 100 pL de la suspension bacteriana
de 48 horas de crecimiento, ajustada a un estandar de 0,5 Mc Farland, equivalente
a 1,5 x 108 unidades formadoras de colonias/ml, utilizando espectofotometro HALO
RB — 10 UV — VIS RATIO BEAM, leyendo a longitud de onda 550 nm, con una
densidad Optica igual a 0,125.

Los tubos se llevaron a estufa a 37°C por 48 horas. Transcurrido este periodo se
identific6 de modo visual la diluciobn que presentd ausencia de crecimiento
bacteriano previo al tubo que si presentd desarrollo bacteriano. El control positivo
fue el cultivo de E. faecalis sin CuNPs, mientras que el control negativo fue una

solucién de CuNPs con BHI.
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Tabla 3. Diluciones de CuNPs, a partir de una solucién madre de 1000 ppm,

utilizadas en la determinacion de CMI y CMB.

Tubo Concentracion de CuNPs (ppm)
1 500
2 400
3 300
4 200
5 150
6 100
7 75
8 50
9 Control +
10 Control -

2.3. Determinacién de la concentracion minima bactericida (CMB).

Por triplicado, se organiz6 una serie de tubos con diferentes concentraciones de
CuNPs por dilucion a partir de una solucion madre de 1000 ppm (Tabla 3). Cada
tubo contenia 1 ml de solucion de CuNPs, 1 ml de BHIy 100 pL de una suspension
bacteriana de 48 horas de crecimiento, ajustado a un valor Mc Farland 0,5. Los
tubos se cultivaron por 48 horas a 37 °C; transcurrido este periodo se sembro a
partir de cada uno de los tubos en los que no se observo crecimiento 100 pL sin
diluir, y 100 pl de diluciones 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000, hechas en
buffer fosfato estérii pH 7,4, en agar cerebro-corazon (BHA).
Las placas sembradas se llevaron a estufa a 37 °C por 48 horas. Transcurrido este
periodo, se contaron de modo visual las unidades formadoras de colonias (UFC)

bajo lupa estereoscopica.
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2.4. Determinacién actividad antimicrobiana de CuNPs como medicacién

intracanal en modelo in vitro.

2.4.1. Preparacion de los especimenes dentales.

Para este propésito se ocupé un modelo de medicacion intracanal reportado por
Orstavik & Haapasalo modificado (1987), respecto de longitud de la muestra de
especimenes y su fijacién a las placas de Petri.

Se obtuvieron 180 dientes extraidos por indicacion ortoddncica y/o periodontal en la
Clinica de Cirugia de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, previa
firma de un consentimiento informado (Anexo 1), que fue explicado por los
investigadores y una copia fue entregada a los participantes del estudio para su
lectura (seleccion de muestra tiene validez externa, Wu y cols, 2014).

Los criterios de inclusion fueron dientes uniradiculares y unicanaliculares sanos con
desarrollo apical completo. Se excluyeron del presente estudio aquellos dientes que

presentaron patologias reabsortivas.

Los dientes extraidos fueron mantenidos en una solucién de alcohol al 70% con

glicerina liguida (1:1) hasta su manipulacion, para evitar su deshidratacion.

Se removieron las coronas y los apices con piedras de diamante de alta velocidad
con refrigeracion, obteniéndose especimenes de 10 mm. Se removieron con cureta

los restos de tejido periodontal de la superficie externa del diente.

Se ampli6 cada canal radicular con fresa Gates Glidden # 3 para estandarizar el
diametro interno. Los especimenes se llevaron a bafio ultrasénico con Hipoclorito
de Sodio al 5,25% durante 10 minutos, lavado con solucién salina y luego se
llevaron a bafio ultrasénico con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 17% para
eliminar el barro dentinario. Se realizé un lavado final con solucion salina para
eliminar residuos. EI canal radicular se seco con puntas de papel y se sello la

superficie radicular externa con 2 capas de barniz de ufias.
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2.4.2. Infeccion de los especimenes dentales.

Los especimenes se colocaron en tubos con tapa rosca y se llevaron a autoclave
para su esterilizacion. Colonias de 48 horas de desarrollo de E. faecalis (ATCC
29212) crecidas en BHA, fueron suspendidas en 10 ml de caldo BHI y cultivado a
37°C por 48 horas.

A partir de este cultivo, se preparé otro ajustado a un estandar de 0,5 Mc. Farland,
equivalente a 1,5 x 108 UFC/ml, utilizando espectrofotometro HALO RB — 10 UV —
VIS RATIO BEAM, leyendo a longitud de onda 550 nm, con una densidad optica
igual a 0,125.

Bajo campana de seguridad se agreg06 a cada tubo con especimen 1 ml de caldo
con suspension bacteriana Mc. Farland 0,5. Los tubos con los especimenes
contaminados se cerraron y se mantuvieron a 37°C durante 7 dias, reemplazando
cada 48 horas 500 pL de BHI saturado por 500 pL de BHI fresco (Figura 4).

Figura 4: Especimenes de diente sumergidos en 1 ml de caldo con cultivo de Enterococcus

faecalis 0,5 Mc Farland.
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2.4.3. Medicacién de los especimenes dentales.

Completados los 7 dias de incubacién, los especimenes se lavaron con suero
fisiologico estéril 0,9%, y se seco cada canal con puntas de papel estéril. Luego, se
fijaron en placas de petri estériles utilizando cera estéril, que también obliter6 la
superficie apical del canal radicular (Figura 5). Estas placas de cultivo se llenaron

con agar corriente a 46°C hasta alcanzar la superficie superior de las muestras.

A continuacion se dividieron al azar 3 grupos para la aplicacion del tratamiento

intracanal:
Grupo 1: Control sin medicacion (n=50)
Grupo 2: CuNPs en suspension pura a diferentes concentraciones segun CMl y

CMB (n=50)

Grupo 3: Producto comercial Ultracal XS®  (Ultradent, EE.UU)
Compuesto por Hidréxido de Calcio 35% (n=50)

Figura 5: Especimenes fijados con cera y agar-agar en placas de Petri.

Se incluyd como referencia el producto comercial Ultracal XS®; utilizado

generalmente para este proposito (Gold standard).

El procedimiento de medicacién se realiz6 aplicando el agente (CuNPs o Ultracal
XS®) con jeringas y agujas de 27 gauge hasta completar el lumen del canal. Una

vez medicados, los especimenes fueron incubados a 37°C durante 1y 7 dias.
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2.4.4. Recuento de unidades formadoras de colonias.

Completado los tiempos de incubacion, los especimenes se lavaron con suero
fisiologico estéril 0,9% durante 30 segundos. Posteriormente, con el propdsito de
recolectar muestras de los microorganismos adheridos a la dentina radicular, las
muestras se sumergieron en una solucién surfactante (suero fisiolégico 0,9% +
tween 80 al 1%) durante 10 minutos. A partir de la solucion surfactante se
sembraron 100 pL de diluciones 1/10, 1/100 y 1/1000 en BHA ademas de una
alicuota de 100 pL sin diluir. Cada grupo de placas de agar se cultivo a 37°C durante
48 horas.

3.- Microscopia electrénica de barrido con microanédlisis elemental por
energia dispersiva de rayos X (SEM/EDX) de bacterias tratadas mediante
medicacion intracanal.

Los especimenes luego del primer dia de medicacion, se lavaron con suero
fisiolégico estéril 0,9% durante 30 segundos. Posteriormente se seco el lumen del

canal con puntas de papel estéril.

Para el procesamiento de muestras, se fijaron en glutaraldehido al 2,5% en Buffer
Cacodilato de sodio 0.1 M por 2 horas. Luego las muestras fueron lavadas en Buffer
cacodilato de sodio 0.1 M. Posteriormente se deshidrataron en una bateria

alcoholes ascendentes 50 °, 70 °, 95 °, 100 ° I y 100 ° Il por 5 minutos cada uno.

Para el secado punto critico se colocaron las muestras en el Secador de punto
critico AUTOSAMDRI-815, SERIES A OVERVIEW durante 45 minutos por cada

muestra, con el objetivo de remover todas las moléculas de agua a través de COx-.

Una vez secas las muestras, son montadas en portamuestras de aluminio y
posteriormente se metaliza con oro en METALIZADOR DENTON VACUMM DESK
V. Finalmente se Visualizaron al microscopio electronico de barrido Jeol Modelo
JSM- IT300LV.
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Analisis de datos

El andlisis estadistico se realizd con el programa GraphPad Prism®. Las variables
(UFC) fueron analizadas considerando el promedio + desviacidén estandar. Se uso
el test de andlisis de varianza en una via (ANOVA), seguido del test de multiples

comparaciones de Bonferroni, usando un nivel de significancia p<0,05.
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Resultados

1.- Caracterizacion de nanoparticulas de cobre

Durante la espectrofotometria de absorcion molecular la suspension de CuNPs,
exhibié un maximo de absorcion a 593 nm (Figura 6) correspondiente a su plasmén
de resonancia superficial caracteristico, que confirma la formacion efectiva de las

nanoparticulas de cobre con tamafio nanométrico.
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Figura 6: Espectro de absorcién molecular de suspension de CuNPs

2.- Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

La concentracidbn minima inhibitoria de nanoparticulas de cobre frente a E. faecalis
determinada en el rango de concentraciones presentada en la tabla 3, fue de 150
ppm.
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3.- Determinacion de la concentracién minima bactericida

Segun la observacién de los tubos en los ensayos de CMI, la concentracion minima
bactericida se debia encontrar entre 150 ppm y 300 ppm de CuNPs. En la Figura 7
se observan las placas con UFC de E. faecalis con las concentraciones de CuNPs

de 300 ppm, 150 ppm y control.

Figura 7: (a) Siembra de CuNPs a 300 ppm, dilucién 1/1000. (b) Siembra de CuNPs a 150
ppm, dilucién 1/1000. (c) Siembra control, dilucién 1/100.000.

Los resultados anteriores indicaron por lo tanto que a una concentracion CuNPs de
300 ppm no hay crecimiento bacteriano.
Con el propasito de determinar con mayor precision el valor de CMB, se estudio un
nuevo rango de concentraciones CuNPs entre 150 a 250 ppm de acuerdo a los

valores presentados en la Tabla 5.
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Tabla 5: concentraciones de CuNPs por tubo para determinar CMB

1 250
2 225
3 200
4 175
5 150

En la Figura 8 se muestra los resultados del crecimiento de UFC de las
concentraciones CuNPs de 200, 225 ppm y el control. Donde se observa que a 225
ppm hay un 99,99% de inhibicidn de crecimiento bacteriano, respecto del control.
En el espécimen medicado a 200 ppm, la inhibicién es del 80%. Por lo tanto, se

determina que con una concentracién de 225 ppm se consigue la CMB de las

CuNPs frente a E. faecalis.

Figura 8: Resultado de UFC de Enterococcus faecalis crecidas a partir una concentracion
de CuNPs de 225 ppm directo (A), a una diluciéon de 1/100 (B), CuNPs 200 ppm a una de
dilucion 1/100 (C) y del control sin CuNPs a una dilucién de 1/1.000 (D).
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4.- Determinacién de la actividad antimicrobiana de nanoparticulas de cobre

como medicacion intracanal en un modelo in vitro.

4.1- Mediciéon de la actividad antimicrobiana de la medicacion.

En la Figuras 9 y 10 se presentan los valores de recuento de UFC de E. faecalis
luego de la medicacion intracanal durante 1y 7 dias, respectivamente. Luego de 1
dia de medicacion los recuentos de ultracal XS® y las diferentes concentraciones
de CuNPs fueron significativamente menor que los del control (P Value < 0,05). No
hubo diferencias estadisticamente significativas entre CuNPs y Ultracal XS® (P
value > 0,05), determinado mediante el test de mudltiples comparaciones de

Bonferroni.
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Figura 9: Recuento de UFC de E.faecalis intracanal de los diferentes grupos de medicacion
y del grupo control. (*) Diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo

control.
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Luego de 7 dias de medicacion se mantuvo el efecto antimicrobiano tanto de CuNPs

como de UltracalXS®.
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6.0x10¢ -
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Figura 10: Recuento de UFC de E.faecalis intracanal de los diferentes grupos de
medicacién y del grupo control. (*) Diferencia estadisticamente significativa con respecto al

grupo control.



29

4.2 Analisis SEM/EDX de los especimenes medicados.

Se observé mediante microscopia electrénica de barrido un espécimen de cada
grupo al primer dia de medicacion. En la Figura 11 (x30), se muestra el canal
radicular de un modelo del espécimen, y se indica en color amarillo el area que fue

analizada con mayor significacion.

Figura 11: Imagen SEM de corte de un espécimen luego de 1 dia de medicacion. En el

recuadro amarillo se indica el area posteriormente analizada con mayor magnificacion.
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En la Figura 12, se presentan imagenes de cada grupo de medicacion a mediana
magnificacion (x1000), en las que ya es posible detectar el biofilm de E.faecalis
formado sobre la superficie dentinaria radicular. Se puede observar que en las

superficies radiculares medicadas existe claramente una menor cantidad de biofilm

en relaciéon al control sin medicar.

Figura 12: Imagenes SEM de cada grupo de medicacion (x1000) (a) CuNPs 150 ppm.
(b) CuNPs 300 ppm. (c)Control con Ultracal XS®. (d) Control sin medicacion.
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En la Figura 13, se presentan imagenes de mayor aumento (x4500), en donde se
observa que algunos microorganismos no conservan la forma redondeada
(cocacea) en los grupos medicados. Ademas en las superficies tratadas con CuNPs,

se observa registros de la morfologia cocacea de bacterias aparentemente

removidas desde el biofilm.

Figura 13: Imdgenes SEM de cada grupo de medicacion (x4500) (a) CuNPS 150 ppm. (b)
CuNPs 300 ppm. (c) Control con Ultracal XS®. (d) Control sin medicacién. Con flecha azul
se indica la impronta cocacea sobre el biofilm (a, b). Cambios en la morfologia de las

bacterias son indicados con flecha de color amarillo (a, b, c).
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Las superficies observadas por SEM también se analizaron simultaneamente
mediante microanalisis EDX. En la Figura 14 a, b; se observa con puntos rojos la
distribucion de atomos de cobre (CuNPs) sobre la dentina radicular, indicando que
las CuNPs se adhieren y se distribuyen por toda la superficie del biofilm/tejido
dentario. EI mapeo también revela los distintos componentes elementales de la
dentina (Ca, O, P, C). La composicion porcentual de estos elementos se presenta

en la Figura 14c.
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Figura 14. (a) Mapeo EDX indicando con puntos rojos la distribucién de las nanoparticulas
de cobre a 150 ppm sobre E. faecalis.(x4500) (b) Mapeo EDX mostrando la distribucion de
CuNPs respecto de otros elementos de la dentina. Color rojo CuNPs, color amarillo Calcio,
Color verde oxigeno, color naranjo carbono. (c) Espectro EDX que muestra la composicion
porcentual de los elementos presentes en la dentina y del cobre de las CuNPs, en

espécimen medicado a 150 ppm.
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En la Figura 15 se muestra el andlisis EDX sobre una bacteria individual a mayor
magnificacion, en donde se observa la distribucion de carbono en color verde y de
CuNPs en color rojo sobre toda el area ocupada por la célula de E. faecalis. En la
Figura 15 b, c; se observa los mapeos de distribucion por separado de carbono y
CuNPs ocupando el area de la bacteria.

™ 250nm \

Figura 15. (a) Mapeo elemental EDX de C (verde) y Cu (rojo) en el area en torno a una

bacteria de E. faecalis medicada con CuNPs. (b, c) Mapeos separados de los elementos en

el area ocupada por la bacteria.
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Discusioén

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la actividad antimicrobiana in
vitro de nanoparticulas de cobre frente a Enterococcus faecalis, debido a que es
causante de gran parte de los fracasos endodoénticos (Pardi, 2009). Ademas, el
mecanismo de accidn antimicrobiano de las nanoparticulas metélicas, con multiples
objetivos en la célula bacteriana, disminuye la posibilidad de generar resistencia
antimicrobiana respecto de la que se genera con los antibiéticos usados
tradicionalmente (Wu y cols, 2014). Por otro lado, hasta este momento, no existian
estudios reportados que evaluaran la actividad antimicrobiana de nanoparticulas

de cobre frente a patégenos endodonticos.

Para cumplir con el objetivo del presente estudio, se sintetizaron y caracterizaron
las nanoparticulas de cobre, se determind su concentraciéon minima inhibitoria y
bactericida, frente al Enterococcus faecalis; con estos datos se evalu6 su actividad

antimicrobiana en un modelo de medicacioén intracanal in vitro.

La sintesis de nanoparticulas se llevd a cabo utilizando como agente estabilizante
almidon, lo que permiti6 que la nanoparticula obtenida fuera mas estable en
suspension y mas amigable para aplicaciones biomédicas. Su caracterizacién se
realiz6 mediante la medicién del plasmén de resonancia superficial, obteniéndose
la méxima absorbancia a los 593 nm, lo cual confirmé esta propiedad fisica Unica
para los materiales metéalicos cuando tienen dimensiones nanométricas (Chatterjee
y cols, 2014).

En este trabajo la CMB obtenida para CuNPs frente a Enterococcus faecalis fue de
225 ppm, validando la hipotesis. Este valor es relativamente alto respecto al
presentado por CuNPs frente a otros microorganismos, como por ejemplo frente a
Streptococcus mutans, que fue de 30 ppm (Trepiana, 2015). Esta gran diferencia en
las concentraciones necesarias para su accion bactericida, se podria explicar
debido a que el cobre interacciona con grupos amino y carboxilo de la superficie
celular de la bacteria. Se ha reportado que las bacterias pueden diferir en la
concentracion de estos grupos funcionales superficiales en su estructura, por lo

tanto podrian tener diferente grado de interaccién o afinidad con las CuNPs (Pelgrift
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y cols, 2013). Una mayor afinidad de de CuNPs o iones de cobre con la superficie
bacteriana producirian una alteracion en la estructura de la membrana, aumentando
la permeabilidad a través de ella (fuga de elementos esenciales desde el interior de
la bacteria) o afectando el funcionamiento de proteinas de la membrana (Chatterjee
y cols, 2014).

Para realizar un acercamiento a la practica clinica endodontica, se evalud la
actividad antimicrobiana de las CuNPs frente a un biofilm de Enterococcus faecalis
formado sobre la superficie interna del canal radicular in vitro. Esto presentaba un
desafio mayor debido a la posibilidad del patégeno para evadir la accion de la
medicacion, por sus factores de virulencia, como las proteinas de superficie y las
adhesinas de union al colageno (Kayaoglu y cols, 2004), ademas de la compleja

anatomia del sistema de canales radiculares.

En este ensayo se corroboré la accion antimicrobiana de CuNPs, determinandose
que las dos concentraciones estudiadas presentaron accién antimicrobiana
equivalente a la de Ultracal XS® al primer y al séptimo dia de medicacion (test de

multiples comparaciones de Bonferroni).

A pesar que la CMB de CuNPs fue de 225 ppm, la medicacion con CuNPs a 150
ppm, produjo un efecto equivalente a la de CuNPs a 300 ppm, probablemente
debido a un acumulacion localizada de CuNPs en la vecindad del biofilm, que podria
elevar las concentraciones de la particula por sobre su CMB. Este efecto también
se ha visto en la accion de las CuNPs en materiales acrilicos frente a Candida
albicans, donde las concentraciones efectivas pueden ser hasta 100 veces menores
qgue la CMB (Correa, 2012).

Al comparar UltracalXS® con CuNPs, se pueden observar diferencias respecto de

su consistencia, manipulacion y mecanismo de accion antimicrobiano.

La presentacion en pasta de Ultracal XS®, tiene aspectos favorables como servir
de barrera mecanica, pero esta misma caracteristica podria impedir que fluya a las
areas de dificil acceso. Las CuNPs, en cambio, se presentan en suspension acuosa,
que favorece la penetracion en todo el interior del sistema radicular. Sin embargo

las suspensiones CuNPs podrian decantar en el tiempo, produciendo una
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distribucion poco homogénea del antimicrobiano en el sistema de canales
radiculares. Futuros estudios podrian estar orientados a encontrar un vehiculo
apropiado para una aplicacion con liberacion controlada y sostenida de las CuNPs
en el SCR.

En otros estudios en los que se trabajé con E. faecalis pero enfrentandolos a
nanoparticulas de plata, utilizadas como solucion irrigante (trabajo actual se utilizé
como medicacion), se concluy6 que se requeria una concentracion de 1000 ppm
para inhibir la formacion de biofilm. Sin embargo, usando las nanoparticulas de plata
en gel como medicacion, se requirié de una concentracion de 100 ppm para lograr

una accion similar a la de hidroxido de calcio (Wu y cols, 2014).

Respecto a la eficacia antimicrobiana de CuNPs, una caracteristica importante de
su accion sobre E. faecalis, es que al primer dia de medicacion provocaria una
disrupcién del biofilm, demostrado en la impronta cocacea que se observa en las
imagenes de SEM. Esta accion tendria la ventaja de no permitir la contaminacién
de los tdbulos dentinarios, debido a que las bacterias se desprenderian de la
superficie dentinaria radicular. Adicionalmente, al interrumpir la formacién del
biofilm, disminuye la comunicacion bacteriana, afectando la capacidad de que las
bacterias se vuelvan resistentes al agente antimicrobiano (Pelgrift y cols, 2013).
Este efecto se podria atribuir a las propiedades antifouling del cobre, concepto que
se refiere a la alteracién del metabolismo bacteriano para disminuir la adhesion de
microorganismos en superficies tratadas con este elemento. Los iones de cobre que
puedan producir las CuNPs forman enlaces electrostaticos con regiones cargadas
negativamente en la superficie celular, generando estrés y deformando la pared
celular bacteriana (Borkow, 2005).

Por otro lado, mediante analisis EDX se encontré que las CuNPs se adhieren sobre
la superficie radicular medicada. Ademas, las nanoparticulas se distribuyen de
manera uniforme en el area ocupada por las células de Enterococcus faecalis. Estas
observaciones sugieren que podria haber una alta interaccién de las CuNPs con la
estructura celular bacteriana. Esta caracteristica es ventajosa respecto de la accion

de Ultracal XS®, ya que este actia por una alcalinizacion del medio, accién que
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disminuye con el tiempo debido a la capacidad buffer de la dentina (Torabinejad y
Walton, 2010).

Los resultados obtenidos en este trabajo, en relacion a la actividad bactericida frente
a E.faecalis de las CuNPs y su capacidad para remover el biofilm formado sobre la
estructura dentinaria, sugiere que estas particulas podrian ser usadas para
otorgarle propiedades antimicrobianas a materiales endoddénticos, permitiendo ser
utilizadas en las distintas etapas de la terapia, incluyendo la posibilidad de su uso

como irrigante.
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Conclusiones

1. Mediante la determinacion de los valores de CMI y CMB se comprobo la
hipotesis de que las CuNPs presentan actividad antimicrobiana frente a la

bacteria endododntica Enterococcus faecalis.

2. Al utilizar las CuNPs como medicacion en un modelo intracanal, las
particulas demuestran una accién antimicrobiana equivalente a la presentada
por Ultracal XS®.

3. Andlisis realizados mediante SEM/EDX sugieren que ademas del mecanismo
bactericida de las CuNPs, las nanoparticulas tendrian una accion
antimicrobiana removiendo el biofilm desde el sistema de canales radiculares

mediante un efecto anti-fouling.

4. Las actividad antimicrobiana presentada por las CuNPs frente a E. faecalis,
sugiere que podrian ser evaluadas como alternativa de agente

antimicrobiano en procedimientos endodénticos.
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voluntariamente en el este proyecto de investigacion. He leido la informacion descrita y mis
preguntas acerca del estudio han sido respondidas satisfactoriamente. Al firmar esta copia, indico
que tengo un entendimiento claro del proyecto. Doy mi consentimiento al investigador y al resto de
colaboradores, a realizar el procedimiento pertinente.

RUT y Firma del participante:

Fecha:

Seccidn a llenar por el Investigador Principal

He explicado al Sr(a) la naturaleza de la
investigacion, le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He
contestado a las preguntas y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que conozco la
normativa vigente para la realizar la investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Nombre y Firma del Investigador que toma el Cl Fecha

Isabel Mardones Pefailillo

Nombre y Firma del Investigador Principal Fecha
/Z50R0 BN
Nombre y Firma del director del Centro o de su Representante Fecha.
: \3
Fecha: Q
G )
\‘;’_-"'r" 0
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Edicion 26.06.2015
FACULTAD DE
ODONTOLOGIA
UNIVERSIDAD DE CHILE
DOCUMENTO DE ASENTIMIENTO INFORMADO
Para donante mayor de 12 anos y menor de 18 afios
Titulo del Proyecto: “Accion de nanoparticulas de cobre como medicacion
intracanal sobre Enterococcus faecalis. Estudio preliminar in
vitro”
Investigador Principal: Isabel Mardones Pefailillo. Contacto: 76496357  Mail:
imardones@odontologia.uchile.cl
Sede de Estudio: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile - Sergio
Livingstone Polhammer 943 — Independencia, Santiago
Fecha de Edicion: 24 de junio de 2015
jHola!

Mi nombre es Isabel Mardones y mi trabajo consiste en investigar y probar un nuevo medicamento
dentro de un diente, que ha sido sacado de la boca por indicaciéon de tu dentista u ortodoncista,
para ver si es capaz de matar unas bacterias que pueden entrar en los dientes y provocarles
enfermedad.

Puedes elegir si quieres participar o no. Hemos conversado de lo que se trata esta investigacion
con tus padres/apoderado y ellos saben que te estamos preguntando a ti también para saber si
quieres participar o no. Si vas a participar en la investigacion, tus padres/apoderado también tienen
que aceptarlo, pero si no deseas formar parte en la investigacion, no tienes por qué hacerlo, aun
cuando tus padres lo hayan aceptado. Puedes discutir cualquier aspecto de este documento con
tus padres 0 amigos o cualquier otro con el que te sientas comodo.

Puede que haya algunas palabras que no entiendas o cosas que quieras que te las explique mejor
Por favor, puedes pedirme que te aclare tus dudas.

En términos generales, este estudio consiste en usar dientes con una sola raiz para probar sobre
ellos la capacidad de la particula de cobre para matar las bacterias. Podras retirarte del estudio en
cualquier momento que lo desees y tus datos seran eliminados a partir de ese momento. No
tendrés que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio. No recibirds pago por tu
participacion. Podras solicitar informacién actualizada sobre el estudio, a mi que soy la
investigadora responsable.

Procedimiento

Los dientes sacados por indicacion de frenillos o soporte los usaremos para pruebas de laboratorio
para probar que las particulas de cobre matan bacterias. Una vez que los dientes sean utilizados
para realizar este estudio, se destruiran. No corres ningun riesgo durante y posterior al
procedimiento de la investigacion debido a que se realizara en el diente extraido.

La informacién obtenida de este estudio serd mantenida con estricta conﬂdencnalldad por el

investigador. Tu nombre y datos personales no seran identificados publicamente, -As 0, NO
realizaran analisis genéticos en los tejidos dentarios. Los resultados emanados GB io
podran ser publicados en revistas cientificas. / 3
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Carta de Consentimiento Informado
Version llI: nifos mayores de 12 afos y menores de 18 afios
Fecha edicion: 24 de junio de 2015

Investigadora Responsable Isabel Mardones P,
Sergio Livingstone Polhammer 943, Independencia
Contacto telefénico: 76496357. Mail: imardones@odontologia.uchile.cl

Yo, quiero participar
voluntariamente en este proyecto de estudio. Me ha explicado la informacién descrita y mis
preguntas acerca del estudio han sido respondidas satisfactoriamente. Al firmar esta copia, indico
que entiendo el estudio y que acepto participar en él. Doy mi consentimiento al investigador y al
resto de colaboradores, a realizar el procedimiento que corresponde.

Firma del joven:

Fecha:

Seccion a llenar por el Investigador Principal

He explicado al Sr(a) la naturaleza de la
investigacion, le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He
contestado a las preguntas y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que conozco la
normativa vigente para la realizar la investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Nombre y Firma del Investigador que toma el CI Fecha

Isabel Mardones Penailillo

Nombre y Firma del Investigador Principal Fecha

Nombre y Firma del director del Centro o de su Representante
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