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RESUMEN: El objetivo del estudio fue evaluar la actividad antibacteriana de un cemento ortodéntico modificado con
diferentes concentraciones de nanoparticulas de 6xido de cobre (NPOCu) frente a Streptococcus mutans y Lactobacillus
acidophilus. Se prepararon discos de resina conteniendo concentraciones de 1 %, 0,5 %, 0,1 % y 0,05 % de NPOCu. Los
discos fueron sometidos a un ensayo microbioldgico de contacto directo, sobre placas Petri inoculadas con suspensiones
de las cepas. Los halos de inhibicién se midieron con un compas Vernier. Adicionalmente se realizé el conteo de las
unidades formadoras de colonias (UFC).Se usaron discos de resina sin agregado de NPOCu como grupo control. Los
resultados mostraron que las concentraciones de 1 %, 0,5 %, 0,1 % y 0,05 % de NPOCu fueron efectivas para inhibir el
crecimiento de S. mutans, generando halos de inhibiciéon promedio de 12,7 7+ 0,20 mm, 10,21 + 0,13mm, 8,45 + 0,24 mm
y 6,22 + 0,37 mm, respectivamente. Mientras que las concentraciones del 1 %, 0,5 % y 0,1 % inhibieron el crecimiento de
L. acidophilus con halos de inhibicion de 11,95 £ 0,17 mm, 9,24 + 0,14 mm y 6,21 + 0,20 mm. Se observaron diferencias
significativas cuando se comparé el efecto de las concentraciones sobre ambas cepas (p < 0,05). Adicionalmente, todas las
concentraciones de NPOCu mostraron un conteo de UFC significativamente menor que el grupo control, para ambas cepas
(p < 0,05). Como conclusion podemos sefialar que la incorporacion de diferentes concentraciones de nanoparticulas de
6xido de cobre en un cemento ortodéntico posee un importante efecto antibacteriano frente a S. mutans y L. acidophilus.

PALABRAS CLAVE: agente antibacteriano, ortodoncia, nanoparticulas, cobre.

INTRODUCCION

Las lesiones de mancha blanca (LMB) son uno
de los principales efectos adversos del tratamiento
ortoddntico y pueden afectar a mas del 70% de estos
pacientes (Sundararaj et al., 2015; Eltayeb et al., 2017;
Khoroushi & Kachuie, 2017). La ocurrencia de estas
lesiones esta asociada principalmente a una deficien-
te higiene oral, el aumento en el consumo de alimen-
tos y bebidas acidogénicas, tratamientos de duracién
prolongada y tratamientos a edades tempranas
(Sundararaj et al., Srivastava et al., 2013). Si bien las
LMB pueden afectar cualquier diente, se ha reportado
que son mas frecuentes en los incisivos laterales, ca-
ninos y premolares (Sagarika et al., 2012; Eltayeb et
al.); por otro lado, cualquier parte de la superficie de
los dientes puede verse afectada; sin embargo, se pre-

senta de manera frecuente en las regiones cervical
adyacente a los brackets.

La formacion de las LMB se produce debido a
un incremento en la colonizacion de bacterias
acidogénicas, consecuentemente sus subproductos
pueden reducir el pH del medio bucal a valores criti-
cos, incluso inferiores a 5,5 (Sangamesha et al., 2020.
Estas condiciones promueven el ingreso de los aci-
dos a través de la subsuperficie del esmalte, donde se
disocian y facilitan la degradacion de los cristales de
hidroxiapatita, formando la lesion inicial de
desmineralizacion, que debido a la refraccioén de la luz
se observan como lesiones blanquecinas y opacas
(Velazquez-Enriquez et al., 2012; Jing et al., 2019).
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En los pacientes con tratamiento ortodéntico fijo, que
no siguen un régimen adecuado de higiene oral, la
aparicion de las LMB puede ocurrir tan pronto como
luego de un mes de iniciado el tratamiento (Lombardo
etal., 2013).

La principal estrategia para prevenir su apari-
cion es promover un régimen correcto de higiene oral
y se ha recomendado el uso de aplicaciones topicas
de fluor o barnices, el uso de pasta dentales o enjua-
gues bucales con agentes antibacterianos, todas es-
tas estrategias han demostrado ser efectivas para pre-
venir la aparicion de las LMB, sin embargo, son de-
pendientes de la colaboracion del paciente, lo que
puede disminuir su efectividad (Hoffman et al., 2015;
Heravi et al., 2018; Farzanegan et al., 2019; Hu et al.,
2019; Kozak et al., 2020).

Con el objetivo de eliminar el factor de colabora-
cion del paciente, diversos reportes han propuesto la
incorporacion de agentes antibacterianos en los cemen-
tos ortodonticos como sales de amonio cuaternario, clo-
ruro de benzalconio, nanoparticulas sintetizadas a par-
tir de metales o productos naturales (Reddy et al., 2016;
Sodagar et al., 2017; Torres-Garcia et al., 2019; Yassaei
etal., 2020). Todas estas estrategias han sido efectivas
en controlar e inhibir el crecimiento de bacterias asocia-
das con la formacion de las LMB.

El uso de las nanoparticulas metalicas tiene un
particular interés en el campo de la odontologia y se
sabe que sus propiedades antibacterianas estan aso-
ciadas la actividad de los iones libres sobre la membra-
na de los microorganismos, permitiendo una degrada-
cion directa y promoviendo su ingreso al citoplasma
donde actuan a distinto nivel, promoviendo la muerte
celular (Vimbela et al., 2017; Song & Ge, 2019; Jasso-
Ruiz et al., 2020). Las nanoparticulas de éxido de cobre
(NPOCu), han sido incorporadas a diversos materiales
dentales como resinas compuestas, bases acrilicas,
acrilicos de placas removibles, entre otros, con la inten-

Tabla |. Materiales empleados en el estudio.

cion de inhibir el crecimiento bacteriano. Ademas, se
sabe que el agregado de estas nanoparticulas no afec-
ta las propiedades fisicas y mecanicas de estos mate-
riales cuando se emplean en concentraciones bajas pero
suficiente para conservar sus propiedades
antibacterianas (Amiri et al., 2017; Yassaei et al.;
Toodehzaeim et al.; Ferrando-Magraner et al., 2020).

El objetivo del estudio fue evaluar la actividad
antibacteriana de un cemento ortodéntico modificado
con diferentes concentraciones de NPOCu frente a
Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus.

MATERIAL Y METODO

Se disend una investigacion experimental in
vitro, que fue aprobada por el Comité de Etica en In-
vestigacion de la Universidad. El calculo de las repeti-
ciones para los ensayos microbioldgicos se realizo
empleando el programa G Power. Considerando un
nivel de confianza del 95% y un poder estadistico del
80%.

Preparacion de la resina modificada con NPOCu.
Se empled una resina ortoddntica comercial
(Transbond XT,3M Unitek, Monrovia, CA, EE.UU.) que
fue mezclada con nanoparticulas de 6xido de cobre
(US Research Nanomaterials, Inc. Houston, TX,
EE.UU.), los materiales y sus composiciones pueden
observarse en la Tabla |. La preparacion se realizé
empleando una espatula plastica sobre una platina de
vidrio, en un ambiente oscuro. Las resinas fueron
mezcladas por dos minutos de manera consistente
para asegurar una correcta distribucién de las
nanoparticulas en la matriz de la resina. En la Tabla Il
se presentan las cantidades de resina y de las
nanoparticulas para obtener las concentraciones 1%;
0,5%; 0,1% y 0,05% que fueron pesadas en una ba-
lanza analitica para asegurar la precision.

Material y fabricante Tipo de material

Composicion No. Lote

Transbond XT (3M Unitek,

Monrovia, CA, EE.UU.) fotopolimerizable

Adhesivo en pasta Cuarzo tratado con silano, bisfenol A diglicidil
éter dimetacrilato, bisfenol A bis (2-hidroxietil

N976370

éter) dimetacrilato, silice tratada con silano,
hexafluouofosfato de difeniliodonio.

Nanoparticulas de 6xido de
cobre (US Research
Nanomaterials, Inc. Houston,
TX,EE.UU.)

Na no-polvo

Tamafo promedio de la nanoparticula: 40 nm,
pureza: 99.99%.

Stock#: US1038

CAS#: 7440-22-4
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Tabla Il. Composicion de las resinas experimentales.

Concentracion
1 % NPOCu
0,5% NPOCu
0,1% NPOCu
0,05% NPOCu
0 % NPOCu

Ressina (peso)/AgNPs (peso)

3 gresina+ 0.03 g NPOCu

3 gresina+ 0.015 g NPOCu

3 gresina+ 0.003 g NPOCu

3 gresina+ 0.0015 g NPOCu

3 gresina sin agregado de NPOCu

Preparacion de los discos de resina. Se prepararon
45 discos de resina (9 discos por grupo). Los discos se
realizaron con la ayuda de un molde de plastico de 5
mm de diametro y 1 mm de grosor. La resina fue cubier-
ta con una cinta de celuloide y fue polimerizada por 20
segundos por cada lado con una Unidad Led (Elipar
Deep Cure-L, 3M, St. Paul, MN, USA). Los excesos de
resina fueron pulidos con discos y esterilizados conirra-
diacién ultravioleta por 15 min.

Suspension bacteriana. Se emplearon cepas de
Streptococcus mutans ATCC® 25175™ y Lacto
bacillus acidophilus ATCC® 4356™ (American Type
Culture Collection, Manassas, VA, EE.UU.). S. mutans
se cultivd en caldo cerebro-corazén (BHI), mientras
que L. acidophilus en caldo MRS (Man, Rogosa y
Sharpe), ambas suspensiones fueron incubadas a
37°C por 7 horas hasta alcanzar la fase logaritmica de
crecimiento bacteriano. Se transfirieron alicuotas a
tubos conteniendo suero fisiolégico y se ajusto la tur-
bidez a la escala 0,5 de McFarland. Los medios de
cultivo fueron adquiridos de Liofilchem® (Rosetodegli
Abruzzi, TE, Italia). 1%

Ensayo de contacto directo. Se transfirieron 50 pL
de las suspensiones bacterianas en placas Petri con-
teniendo agar cerebro-corazén (BHA) y agar MRS,
para S. mutansy L. acidophilus, respectivamente. Se
emplearon 5 placas por cada cepa donde se coloca-
ron en cada una de ellas uno de los discos de resina
de cada concentracion y el disco de resina sin modifi-
car, considerando una distancia minima de 2 cm entre
los discos. En el caso de S. mutans las placas fueron
incubadas por 48 h en una jarra de anaerobiosis em-
pleando en sistema GaspakTM EZ Campy Container
System para generar un ambiente de microaerdfilia,
L. acidophilus se incubo en una atmésfera de 5 % CO2.
Enseguida, la formacion de los halos de inhibicién de
crecimiento bacteriano se midié con un compas Vernier
digital (Ubermann®, Chile) (Fig. 1).

Cuantificacion de las Unidades formadoras de co-
lonia (UFC). Para registrar las UFC se realiz6 un en-
sayo de dilucion en placas de 96 pozos. Se colocaron
200 pL de caldo BHI enriquecido con 1% de sucrosa
en los pozos de las columnas 1, 3, 5,7, 11y 12 de las
filas A, C, Ey G. Se agregaron 15 pL de la suspension
de S. mutans y se colocé un disco de las resinas ex-
perimentales. El esquema de la distribucion de los dis-
cos de resina en los pozos de la placa se puede ob-
servar en la Figura 2. Las placas fueron incubadas a
37°C por 24 h. Posteriormente se realizaron dilucio-
nes a una concentracion de 10 empleando 100 pL de

la suspension de cada pozo con 900 pL de solucién
0,5 % 0,1 % 0,05 % 0% (Control) C+ c-

4 ’_.

1% KPOCw

@

I & m m O O W »

0.05% NPOCu

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Fig. 1. Medicién de los halos de inhibicién pro-
ducidos por las NPOCu sobre S. mutans.

) 1% NPOCu + 5. mutans

0,5% NPOCu + 5. mutans

0% NPOCu (Control) + 8. mutans

5. mutans

0,1% NPOCu + 5. mutans BHI
0,05% NPOCu + §. mutans

Fig. 2. Esquema de la distribucién de las resinas modificadas con NPOCu
en la microplaca de 96 pozos.
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salina. Se empled 50 uL de la dilucion final que fueron
sembrados en placas Petri conteniendo Agar BHA. Las
placas fueron incubadas a 37°C por 48 h y el nUmero
de UFC fueron contadas y transformadas a la expre-
sion logaritmica por mililitro (Log UFC/mL). El ensayo
se repitié para L. acidophilus empleando caldo y agar
MRS como medios de cultivo.

Andlisis estadistico. Los datos fueron analizados con
el programa SPSS en su versién 23.0 para Mac OS
(SPSS Inc., IBM, NY, EE.UU.). La normalidad de la
distribucién de los datos fue analizada con la prueba
de Shapiro-Wilk. Se empleé la prueba de analisis de
la varianza (ANOVA) para comparar el efecto
antibacteriano de las resinas con las concentraciones
de NPOCu. Las comparaciones intra-grupos se reali-
z6 con la prueba de Tukey. Se establecié un nivel de
significancia del 5% para las pruebas.

RESULTADOS

La Tabla Ill muestra los resultados de la prueba
ANOVA seguida de la prueba post hoc de Tukey del
estudio de difusion de discos, donde se observa que
los discos de resina con todos los agregados de
NPOCu presentaron inhibicién del crecimiento

12,00

8. mulans
10,00 821 L. acidophilus
8,34 T Fiod
B.DD 1 |
5 N
L 600
S 4,56
g 4,04 Yl 397
3,65
4,00 ! ; 2,78
= L4 24
2,00 | |
0.00
0% (Contrel) 0,05% 0,1% 0.5% 1%

Concentracién de NPOCu

Fig. 3. Unidades formadoras de colonia (Log UFC/mL) de S.
mutansy L. acidophilus.

bacteriano sobre S. mutans y a la vez estos resulta-
dos fueron significativamente diferentes entre si
(p<0,05). En el caso de L. acidophiluslas concentracio-
nes con agregados de NPCOu de 1%, 0,5% y 0,1% pre-
sentaron efecto antibacteriano, mientras que la concen-
tracion de 0,05% no generd inhibicion del crecimiento
sobre L. acidophilus. Cuando se compararon los efec-
tos antibacterianos de las concentraciones sobre am-
bas cepas, los halos de inhibicion generados por los
discos de resina de las concentraciones del 1%, 0,5% y
0,1% fueron estadisticamente diferentes (p<0,05).

Todas las resinas modificadas con las distintas
concentraciones de NPOCu mostraron un conteo de
UFC significativamente menor que el grupo control
(p<0,05) para S. mutans y L. acidophilus. Se observé
una relacion inversamente proporcional entre la dismi-
nucion del conteo de UFC y el incremento de la concen-
tracion de NPOCu contenida en los discos de resina.

DISCUSION

Las LMB contintian siendo uno de los principa-
les problemas asociados al tratamiento de ortodoncia
con aparatos fijos y estan relacionadas a situaciones
como la pobre higiene oral, el aumento en el consumo
de alimentos acidogénicos tiempos de tratamiento pro-
longados y la mala adhesién de los pacientes al trata-
miento (Eltayeb et al., Sundararaj et al., Srivastava et
al.). De todas las estrategias que se describen en la
literatura para la prevencioén y control de estas altera-
ciones, recientemente, el uso de agentes
antibacterianos incluidos en las resinas ortodonticas
ha despertado en interés de los investigadores, pro-
poniendo el uso de derivados de las sales de amonio
cuaternario, cloruro de benzalconio, hidroxiapatita,
nanoparticulas metalicas y de productos naturales,
dentro de ellas las NPOCu (Reddy et al.; Sodagar et
al.; Torres-Garcia et al.; Yassaei et al.).

Tabla Ill. Medias de los halos de inhibiciéon (mm) generados por los cementos modificados con NPOCu sobre las cepas

estudiadas.

Porcentajes NPOCu

Vi . 1% NPOCu 0,5%NPOCu  0,1%NPOCu  0,05% NPOCu 0% NPOCu Valor-
Icroorganismo (Media+DE) (MediaDE) (Media+DE) (Media+DE) (control) P

S. mutans 12,7740,20- 10,210,137 8,45:0,24 6,22+0,37" 0,00 0,000

L. acidophilus 11,95+0,17" 9,24+0,14% 6,2120,20% 0,00 0,00 0,000

DE: Desviacion estandar. Las letras mayusculas en superindice indica diferencias significativas entre las filas (p<0,05), mientras que las
letras minusculas en superindice representan diferencias significativas entre las columnas (p<0,05).
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El objetivo del estudio fue evaluar el efecto
antibacteriano de un cemento ortodéntico modificado
con diferentes concentraciones de NPOCu frente a S.
mutansy L.acidophilus. Los resultados mostraron que
todas las concentraciones fueron efectivas para inhi-
bir el crecimiento de S. mutans, mientras que para L.
acidophilus las concentraciones del 1 %, 0,5 % y 0,1
% de NPOCu fueron efectivas para inhibir su creci-
miento, la concentracion del 0,05% al igual que el ce-
mento sin agregado de NPOCu no generaron halos
de inhibicidn en la prueba de contacto directo.

Se ha descrito que la actividad antibacteriana de
las NPOCu esta relacionada ala razon entre la superfi-
cie/volumen, lo que permite que estas nanoparticulas
penetren las membranas bacterianas, en donde se li-
beran iones de Cu2+, ademas se sabe que se produce
una atraccion electrostatica entre la carga negativa de
la pared celular bacteriana, permitiendo el ingreso de
mas iones de Cu2+ al citoplasma, produciendo una al-
teracidn en las enzimas respiratorias, interfiriendo tam-
bién en la replicacién del ADN, lo que evita la replicacion
bacteriana y en consecuencia promueve la muerte ce-
lular (Vimbela et al.; Song & Ge; Jasso-Ruiz et al.).

El tamafo de las nanoparticulas esta relacio-
nado con la actividad antibacteriana, nanoparticulas
mas pequefas presentan mayor efecto antibacteriano,
aunque también mayores efectos citotoxicos (Vimbela
et al.; Song & Ge). En este estudio las NPOCu tuvie-
ron un tamano de 40 nm, los estudios previos en don-
de se incorporo este tipo de nanoparticulas en cemen-
tos ortoddnticos han demostrado una importante acti-
vidad antibacteriana frente a diversas especies
bacterianas, aunque no se reporta el tamafo de las
nanoparticulas empleadas. Toodehzaeim et al.
[MOU3] encontraron que el agregado de NPOCu en
concentraciones de 0,01, 0,5y 1% presenté un efecto
antibacteriano frente a S. mutans con la formacioén de
zonas de inhibicion entre 8,36 y 9,38 mm, no existien-
do diferencia entre las concentraciones empleadas.
Yassaei et al. reportaron resultados similares donde
agregados de 1 % y 0,5 % de NPOCu en una resina
ortoddntica generé halos de inhibicion de 7,5y 8 mm
sobre el crecimiento de S. mutans, aunque estos re-
sultados no se mantuvieron en la evaluacion de 15 a 30
dias. Estos resultados fueron menores que los encon-
trados en nuestro estudio, donde la concentracion de 1
% y 0,5 % generaron halos de inhibicién sobre la misma
bacteria de 12,77 y 10,21 mm, respectivamente.

Adicionalmente en este estudio se realizd el
analisis de las UFC, todas las concentraciones de

NPOCu mostraron un conteo significativamente me-
nor de UFC que las generadas en el grupo control,
para las dos cepas estudiadas. No existen reportes
que empleen esta metodologia para evaluar el efecto
del agregado de las NPOCu en resinas ortodonticas,
sin embargo, se ha utilizado con nanoparticulas de
plata, demostrando ser una metodologia Util para eva-
luar el efecto antibacteriano frente a diversas bacte-
rias cariogénicas (Sodagar et al.; Twomley et al., 2019).
Los resultados mostraron una relacion inversamente
proporcional entre la disminucion del conteo de UFC y
el incremento de la concentracion de NPOCu.

En la literatura se aborda las propiedades
antibacterianas de las NPOCu en asociacion con di-
versos materiales de uso ortoddntico, incluso como
revestimiento de brackets, al respecto Ramazanzadeh
et al. (2015) demostraron que el revestimiento de
brackets metalicos con NPOCu evita la colonizacion
de S. mutans y otras bacterias cariogénicas. Argueta-
Figueroa et al. (2015) investigaron los efectos
antibacterianos sobre S. mutans de agregados de
0,0100 %, 0,0075 % y 0,0050 % de naonparticulas de
cobre a un adhesivo ortodoéntico, encontrando que la
concentracion al 0,0100 % fue la Unica que presento
propiedades antibacterianas frente a S. mutans simi-
lares a los de la clorhexidina.

La concentracion mas alta de NPOCu emplea-
da en este estudio fue de 1%, se sabe que concentra-
ciones mayores de diversas nanoparticulas emplea-
das en ensayos similares pueden ser citotdxicas en
estudios in vitro, ademas tienen un efecto negativo
sobre el color de la resina, lo que afecta las propieda-
des de polimerizacién y en consecuencia las propie-
dades mecanicas de las mismas (de Almeida et al.,
2018; Yassaei et al.).

Las estrategias que buscan incorporar
nanoparticulas con actividad antibacteriana tienen el
potencial de eliminar el factor de colaboraciéon del pa-
ciente, que afecta la eficacia de las intervenciones tra-
dicionales como el uso de enjuagues, barnices o
colutorios para el control de la placa bacteriana. Esta
investigacion presenta algunas limitaciones, como por
ejemplo el disefo in vitro enfocado a la actividad
antibacteriana no permite extrapolar estos resultados
al comportamiento clinico que podria tener la incorpo-
racion de las NPOCu en cementos ortodénticos. Por
lo que es necesario el desarrollo de estudios para va-
lorar la toxicidad de estos productos y disefiar ensa-
yos clinicos que permitan esclarecer algunos aspec-
tos respecto a su potencial empleo clinico.
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CONCLUSIONES

La incorporacion de nanoparticulas de 6xido de
cobre en concentraciones de 1%, 0,5%, 0,1% y 0,05%
en un cemento ortodéntico demostré un importante
efecto antibacteriano frente a S. mutans, mientras que
las concentraciones de 1%, 0,5% y 0,1% fueron efec-
tivas frente a L. acidophilus.

SANCHEZ-TITO, M. A. Antibacterial activity of an orthodontic
resin modified with different concentration of copper oxide
nanoparticles. Int. J. Odontostomat., 15(3):595-601, 2021.

ABSTRACT: The objective of the study was to
evaluate the antibacterial activity of an orthodontic cement
modified with different concentrations of copper oxide
nanoparticles (CuONP) against Streptococcus mutans and
Lactobacillus acidophilus. Resin discs containing
concentrations of 1%, 0.5%, 0.01% and 0.05% of CuONP
were prepared. The disks were subjected to a direct contact
microbiological test on Petri dishes inoculated with
suspensions of the strains. Inhibition halos were measured
with a Vernier compass. Additionally, the colony forming units
(CFU) were counted. Resin discs without CUONP were used
as a control group. The results showed that the concentrations
of 1%, 0.5%, 0.01% and 0.05% of CuONP were effective in
inhibiting the growth of S. mutans, generating average
inhibition halos of 12.77 +0.20 mm, 10.21 £0.13 mm, 8.45 +
0.24 mm and 6.22 + 0.37 mm respectively. While the
concentrations of 1%, 0.5% and 0.01% inhibited the growth
of L. acidophilus with inhibition halos of 11.95 + 0.17 mm,
9.24 + 0.14 mm and 6.21 + 0.20 mm. Significant differences
were observed when the effect of the concentrations on both
strains was compared (p<0.05). Additionally, all CUONP
concentrations showed a CFU count significantly lower than
the control group, for both strains (p<0.05). In conclusion,
we can point out that the incorporation of different
concentrations of copper oxide nanoparticles in orthodontic
cement has an important antibacterial effect against S.
mutans and L. acidophilus.

KEY WORDS: antibacterial agent, orthodontics,
nanoparticles, copper.
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