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Resumen

Con el paso del tiempo se ha comprobado que la cavidad oral puede ser un sitio de
origen para la diseminacién de organismos patdgenos a sitios distantes del cuerpo
donde tienen la capacidad de producir complicaciones serias, por lo tanto es
importante el desarrollo de estrategias efectivas para el tratamiento de conductos lo
cual se relaciona directamente con el entendimiento de la composicién de la
microbiota patogénica presente en el sistema de conductos radiculares. En la
cavidad oral se han encontrado, ademas de las bacterias, especies de Metha-
nobrevibacter y aunque se desconoce si existen patdgenos tradicionales en el
dominio de las Archaeas, se ha sugerido que las Archaeas podrian estar
involucradas en la etiopatogenia de diversas enfermedades. Objetivo: Determinar
la presencia de Archaeas metanogénicas en conductos radiculares y su posible
relacion con el diagnéstico de la pieza dental donde fue encontrada. Material y
métodos: Se realizd un estudio prospectivo, transversal, observacional, donde se
incluyeron a pacientes que acudieron a la clinica “Benjamin Moreno Pérez” para
realizarse un tratamiento endodoéntico; se obtuvieron un total de 68 muestras. Se
asilé el ADN vy se llevo a cabo la reaccidn en cadena polimerasa y electroforesis
para la identificacibn de. Archaeas metanogénicas en conductos radiculares.
Resultados: Se encontraron muestras positivas a Archaeas metanogénicas en los
grupos estudiados (pulpitis, necrosis y retratamiento). Conclusiones: el presente
estudio mostré la presencia de Archaeas metanogénicas en conductos radiculares
asociado a pulpas vitales, necroticas y con infeccion secundaria; no se observo una
diferencia estadisticamente significativa entre los diferentes diagndsticos. Se
encontré una mayor prevalencia de Archaeas metanogénicas en pacientes que
padecian diabetes mellitus tipo 2; ademas se identificaron muestras positivas en

pacientes que se encontraban bajo terapia antibidtica.

Palabras clave: Archaeas metanogénicas, conductos radiculares.



Summary

Over time, it has been proven that the oral cavity can be a site of origin for the spread
of pathogenic organisms to distant sites in the body where they have the capacity to
produce serious complications, therefore it is important to develop effective
strategies for the root canal treatment which is directly related to the understanding
of the composition of the pathogenic microbiota present in the root canal system. In
the oral cavity, in addition to bacteria, Methanobrevibacter species have been found
and although it is unknown if there are traditional pathogens in the domain of
Archaea, it has been suggested that Archaea could be involved in the
etiopathogenesis of various diseases. Objective: To determine if there are
methanogenic Archaea in root canals and their possible. relationship with the
diagnosis of the dental piece where it was found. Material and methods: A
prospective, cross-sectional, observational study was carried out, including patients
who attended the "Benjamin Moreno Pérez" clinic for endodontic treatment: total of
68 samples were obtained. DNA was isolated and polymerase chain reaction and
electrophoresis were carried out for the identification of methanogenic Archaea in
root canals. Results: Positive samples for methanogenic Archaea were found in the
studied groups (pulpitis, necrosis‘and retreatment). Conclusions: The present study
showed the presence of methanogenic Archaea in root canals associated with vital,
necrotic pulps and with secondary infection; no statistically significant difference was
observed between the different diagnoses. A higher prevalence of methanogenic
Archaea was found in patients suffering from type 2 diabetes mellitus; in addition,

positive samples were identified in patients who were under antibiotic therapy.

Key words: Methanogenic Archaea, root canals.
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I. Introduccién

Las bacterias presentes en la cavidad oral fueron las primeras observadas
y descritas por el “padre de la microbiologia” Antonie van Leeuwenhoek (Slavkin,
1997). Mas tarde en 1894, Miller observé que los microorganismos juegan un rol
importante en el desarrollo de la inflamacion de la pulpa dental (Sundqvist, 1976),
pero no fue sino hasta 1965 que Kakehashi observdé que para que exista una
progresion a una enfermedad inflamatoria perirradicular es necesaria la presencia

de agentes microbianos (Kakehashi et al.,1965).

Las enfermedades endoddnticas se originan por la infeccion del sistema de
conductos radiculares y aunque usualmente es a consecuencia de caries dental,
puede haber otras vias de infeccion como las enfermedades periodontales, erosion,
abrasion entre otras causas. Las infecciones endodoénticas tipicamente resultan en

periodontitis apicales y son persistentes (Nair, 2006; Scannapieco, 2013).

Los microorganismos al refugiarse en el sistema de conductos radiculares
con pulpa necrética se encuentran en una zona privilegiada ya que estan protegidos
de las células de defensa y moléculas del huésped: los fagocitos y los anticuerpos;
a su vez, se veran delimitados por tejidos periapicales inflamados. Ya que la fuente
de la infeccién no se puede eliminar el huésped forma en los alrededores del
foramen apical una respuesta de defensa para impedir que la infeccidn se propague,
por lo tanto, se presentara una enfermedad inflamatoria crénica en los tejidos para
obtener un equilibrio entre la agresién causada y la defensa. Si después del
tratamiento endodontico la infeccion se erradica se podra generar una reparacion

de los tejidos del huésped (Siqueira, 2002).



Il. Antecedentes

Belay et al. (1988) detectaron la presencia de microorganismos
metanogénicos; para esto, tomaron 54 muestras de placa dental humana, de 36
pacientes. Del total de las muestras, 20 fueron positivas y pertenecian a pacientes
con enfermedad periodontal. Las poblaciones metanogénicas predominantes tenian
caracteristicas morfolégicas de especies de Methanobrevibacter. En tres pacientes,
los metanégenos encontrados fueron similares a Methanobrevibacter. smithii.
También se encontraron subpoblaciones similares a Methanosphaera stadtmanae.
Los resultados indican que los metandégenos presentes en el tracto intestinal son

similares antigénicamente a aquellos encontrados en la cavidad oral.

Lepp et al. (2004) determinaron que existia una relacion entre la severidad
de la enfermedad periodontal y la relativa abundancia de genes de Archaeas en el
surco gingival, usando PCR en tiempo real. Ademas se observo una disminucion
asociada a una mejoria clinica. En el 36% de los pacientes con periodontitis se
encontraron Archaeas y se limitaron -a sitios subgingivales con enfermedad
periodontal. La presencia de Archaeas en estos sitios fue dominada por filotipos
parecidos a Methanobrevibacter oralis y una subpoblaciéon de Methanobrevibacter
presente en el intestino de numerosos animales. Los autores propusieron que en la
periodontitis, los metandgenos pueden promover la colonizacion de fermentadores

secundarios por medio de relaciones sintropicas en el surco gingival.

Siqueira et al. (2005) realizaron un estudio en el que se incluy6 el analisis de
96 muestras, donde se analizaron 40 dientes no tratados previamente asociados a
lesiones apicales asintomaticas, 35 casos de absesos apicales agudos y 21 casos
de dientes previamente tratados asintomaticos asociados a lesiones
perirradiculares. Se tomaron las muestras inicialmente con una lima tipo K #15 a 1
milimetro del 4pice basandose en la longitud radiogréafica, posteriormente se
colocaron dos puntas de papel; la limas y las puntas fueron almacenadas en
criotubos con buffer TE. Se extrajo el ADN de las muestras mediante el uso de dos
protocolos distintos y fueron usados para la reaccion en cadena de polimerasa

usando primers para los dominios Archaea o Bacteria. No se encontraron Archaeas



en las muestras, sin embargo en todas las muestras se detect6 la presencia de
bacterias.

Posteriormente, se realizé un estudio donde se buscé la presencia de
Archaeas en infecciones endoddnticas primarias, se analizaron 20 muestras de
dientes unirradiculares necroéticos con evidencia radiografica de periodontitis apical
gue no habian sido tratados previamente por endodoncia. Se usé PCR en tiempo
real basado en el gen funcional mcrA y genes de arquea 16S rRNA; Los autores
reportaron 5 casos positivos para Archaeas. Se encontrd una presencia
predominande de Methanobrevibacter oralis. Ademés se determiné la cantidad de
bacterias y Archaeas, mientras que la cantidad de  bacterias vario
considerablemente la poblacién de Archaeas en los sitios de enfermedad fue mas
consistente; se contabilizaron en un rango de 0.28% a 2.5% de la poblacion
microbiologica (Vianna et al., 2007).

Vickerman et al. (2007) realizaron un estudio filogenético de bacterias y
Archaeas; usando 16S rARN para examinar la microbiota presente en conductos de
20 pacientes sintomaticos y 14 asintomaticos. Su objetivo fue determinar si la
presencia de Archaeas influia conla severidad de sintomas clinicos. Después de
ensanchar el conducto irrigando con solucion salina para permitir el acceso a la
longitud de trabajo, se .colocaron puntas de papel durante 30 segundos,
posteriormente fueron colocadas en frascos estériles con 1 ml de Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8. Y fueron almacenadas a -80°C hasta ser procesadas. Se
detectaron especies parecidas a Methanobrevibacter oralis en un caso asintomatico
y en uno-sintomatico. Posteriormente se examiné el ADN proveniente de éstos
conductos utilizando primers especificos para determinar bacterias cohabitantes. Se
encontr6 Treponema denticola en el paciente asintomatico pero no en el
sintomatico, en cambio, se encontré Porphyromonas endodontalis en el sintoméatico

pero no en el paciente asintomatico.

Efenberger et al. (2015) evaluaron la presencia de Archaeas usando el
analisis de la secuencia del gen 16S rRNA, ellos examinaron si las Archaeas forman

parte de los tejidos pulpares inflamados y contribuyen al desarrollo de las



infecciones endododnticas. En su estudio también se analizé si algunas especies
bacterianas asociadas a enfermedades pulpares estaban presentes. Se tomo la
muestra a 20 pacientes. Se detectaron Archaeas metanogénicas en un 85% de las
muestras endoddnticas, las secuencias obtenidas fueron similares a las especies
de Methanobrevibacter y Methanobacterium y fueron filogenéticamente mas
similares a Methanobrevibacter oralis y a Methanobrevibacter smithii. También se
encontré6 presente en los tejidos pulpares inflamados, Prevotella intermedia,
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y Treponema denticola, siendo ésta
tltima la bacteria encontrada con mayor frecuencia (70%). Concluyen que las
Archaeas estan presentes en los tejidos de pulpas inflamadas y pueden participar

en el desarrollo de la infeccion endodontica.



[Il. Fundamentacién tebrica

El desarrollo de estrategias efectivas para el tratamiento de conductos se
relaciona directamente con el entendimiento de la composicion de la microbiota
patogénica presente en el sistema de conductos radiculares. La identificacion de los
microorganismos presentes en ellos, que se han hecho con técnicas tradicionales
muestran que las infecciones son causadas principalmente por anaerobios
obligados y facultativos (Sundgvist, 1970; Rolph et al., 2001), sin embargo éstas
técnicas tienen limitaciones y se puede subestimar la diversidad microbiolégica ya
que algunos organismos no son cultivables (Socransky et al., 1963), - el andlisis de
la secuencia del gen 16S rRNA ha provisto una nueva herramienta para estimar la
filogenia bacteriana (Olsen et al., 1993). Con las técnicas moleculares se ha podido
detectar bacterias presentes en infecciones endodonticas usando sondas de

oligonucledtidos (Jung et al., 2000).

Siqueira (2002) establecié los requerimientos para que los patdégenos
endoddnticos se establezcan en los conductos radiculares y posteriormente

participen en la patogénesis de la enfermedad perirradicular:

1. El microorganismo debe estar presente en un numero suficiente para
iniciar y mantener la enfermedad perirradicular.

2. El microorganismo debe poseer una serie de factores de virulencia que
se debende expresar durante la infeccion de los conductos.

3. Los microorganismos se deben de localizar espacialmente en el
sistema de conductos radiculares de tal manera que sus factores de
virulencia puedan llegar a los tejidos periapicales.

4. El entorno del conducto radicular debe permitir que el microorganismo
vivay crezca y proveer sefiales que estimulen la expresion de los genes
de virulencia.

5. Los microorganismos inhibidores deben estar ausentes o en bajos

numeros en los conductos radiculares.



6. El huésped debe montar una estrategia de defensa en los tejidos
perirradiculares para inhibir la propagacion de la infeccion.

Los microorganismos se organizan en biofilms, un conjunto de organismos
gue forman parte de una superficie acuosa que se encuentra dentro de una matriz
de exopolisacéridos (Nair, 2006) y forman colonias sésiles que se adhieren alas
superficies. Los biofilms son medios convenientes y juegan un papel importante en
las infecciones bacterianas persistentes (Costerton et al., 1999) porque hacen mas
facil el intercambio de genes, permiten el acceso a nutrientes y bridan proteccion
(Moissl-Eichinger et al., 2018).

Con el paso del tiempo se ha comprobado que la cavidad oral puede ser el
sitio de origen para la diseminacion de organismos patdgenos a sitios distantes del
cuerpo, esta situacion se presenta con mayor frecuencia en pacientes
inmunocomprometidos: con artritis reumatoide, diabetes, o bajo tratamiento de
inmunosupresores (Li et al., 2000). Un abseso de origen endodontico tiene la
capacidad de producir complicaciones serias como meningitis, absesos en el

cerebro, empiema subdural y la muerte (Allan et al., 1991).

Hargreaves y Cohen (2011) mencionan que la cavidad oral contiene una
de las mas altas acumulaciones de microorganismos del cuerpo. En la cavidad oral
se han encontrado, ademas de bacterias, especies de Methanobrevibacter, las
cuales forman parte del reino de las Archaeas (Aagaard et al., 2018) y, aunque en
las infecciones endododnticas se han encontrado ocasionalmente Archaeas, siguen
siendo las bacterias los habitantes que se encuentran con mas frecuencia en la
cavidad bucal, se calcula que hay alrededor de 10.000 millones de células

bacterianas (Hargreaves y Cohen, 2011).
lIl.1 Archaeas

A lo largo de la historia se ha tratado de clasificar de diversas maneras a
los organismos. Durante mucho tiempo se dividié la vida en 5 reinos: Animalia,

Plantae, Fungi, Protista y Monera (Whittaker y Margulis, 1978), éste esquema fue
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ampliamente recibido durante mucho tiempo, sin embargo se considerd que este
sistema no era filogenéticamente correcto, no era un sistema natural.
Posteriormente Woese et al. (1991) propusieron que la vida en el planeta se
dividiera en tres dominios: bacterias, Archaeas y eucariotas, a su vez cada uno se
subdivide; por ejemplo, las Archaeas se subdividen en dos reinos: Euryarchaeota,
y Crenarchaeota.

Las Archaeas, denominadas anteriormente como archaebacteria (término
gue dejo de ser usado para evitar relacionarlas con las bacterias) (Woese, et. al.,
1991), son parecidas a las bacterias principalmente por ser unicelulares y porque
carecen de nlcleo, no obstante cuentan con caracteristicas diferentes
esencialmente en su pared y membrana celular (Garretty Klenk, 2008). La distincion
entre las bacterias y las Archaeas recae en el ARN ribosémico y los lipidos de la
membrana: diéster de glicerol diacilo en las bacterias frente a diéteres de glicerol
isoprenoide o tetraéteres de glicerol presentes en las Archaeas; también se
distinguen en las bacterias ribosomas que contienen un tipo de ARNr bacteriano a
diferencia del ARNr contenido en los ribosomas de las Archaeas (Woese et al.,
1991). Estas Ultimas poseen apéndices celulares y mecanismos de procesamiento
molecular distintos (en las enzimas que se relacionan con la transcripcion, la
traduccion y la replicacion) (Garrett y Klenk, 2008). Las Archaeas no poseen
mureina, un peptidoglicano caracteristico de bacterias Gram negativas, la cual
forma saculos y esta presente en las membranas externas las cuales contienen
lipopolisacaridos (Kandler and Konig, 1993); por otro lado poseen proteinas tipo
histona que estabilizan el cromosoma y proteinas que son relativamente resistentes

a condiciones extremas (Dubuque, 1997).

Gracias a sus caracteristicas Unicas, son capaces de funcionar y vivir en
medios que los seres humanos considerarian hostiles (Siqueira et al., 2005; Ryan,
2011). Se han denominado “extremdfilas” ya que pueden habitar ambientes tales
como aguas termales, lagos salados y habitats volcanicos submarinos (Madigan et
al., 2000) sin embargo, se han realizado estudios en donde se revela que las

Archaeas, al igual que las bacterias son mesofilicas (Delong, 1992). A finales de
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1970 se estableci6 la primera divisidon de la diversidad filogenética de las Archaeas,
basandose Unicamente en organismos cultivados, se establecieron las dos
principales ramas: Euryarchaeota y la Crenarchaeota. Parecia que las
Crenarchaeota se encontraban exclusivamente en ambientes con altas
temperaturas y las Euryarchaeota podian ser metanogénicas y halofilicas
(Robertson et al., 2005).

Se ha descrito su presencia en la compleja microbiota humana (Dridi et al.,
2011). Nkamga et al. (2017) describieron a las Archaeas como componentes
esenciales de la microbiota digestiva, en donde se han encontrado tanto Archaeas
metanogénicas como no metanogénicas. En algunos estudios realizados en
pacientes con enfermedades gastrointestinales y desordenes metabdlicos tales
como sindrome del colon irritable, enfermedad inflamatoria intestinal, estrefiimiento
y obesidad se han encontrado altos niveles de Archaeas y metano (Nakamura et
al., 2010), incluso se ha descrito una mayor presencia en nifios con obesidad en
comparacion con nifios con un peso normal (Van de Pol et al., 2017; Maya-Lucas et
al., 2018).

Belay et al. (1990) encontraron Archaeas en vagina, en su estudio un
reportaron 2 muestras positivas-de las 20 muestras analizadas, dichas muestras
pertenecian a pacientes © con vaginosis bacteriana siendo la especie

Methanobrevibacter smithii la que se encontro presente.

En‘la _microbiota oral Belay et al. (1988) describieron su presencia en
muestras _de placa dental de pacientes con enfermedad periodontal. Aunque las
Archaeas no son especies dominantes en la microbiota oral se han encontrado
especies metandégenas entre ellas Thermoplasmatales, Methanobrevibacter,

Methanobacterium, Methanosarcina, y Methanosphaera (Zhang et al., 2018).

Drancourt et al. (2017) observaron la presencia de metanégenos en un
abseso cerebral donde encontraron Methanobrevibacter oralis como parte de los
responsables de este abseso, se observé también una relacion sinérgica con el

Streptococcus intermedius.



A pesar de que se desconoce si existen patdgenos tradicionales en el
dominio de las Archaeas, se ha sugerido que podrian estar involucradas en la
etiopatogenia de diversas enfermedades incluidas enfermedades intestinales y
orales. Los microorganismos metandgenos, por medio de interacciones sinérgicas,
pueden contribuir a patologias en algunas condiciones (Efenberger et al. 2015;
Relman y Falkow, 2016), a esto se le denomina sintrofia, de tal manera que dos o
MAs organismos cooperan para consumir una sustancia la cual no puede ser
catabolizada sélo por un microorganismo. Por ejemplo, en bolsas periodontales, los
metanégenos pueden contribuir al desarrollo de la enfermedad al consumir el H»
gue producen las bacterias fermentadoras secundarias (Eckburg et al., 2003). En
condiciones anaerdbicas y en presencia de hidrogeno pueden reducir el diéxido de
carbono a metano (Lennox et al., 2015). Algunos de les motivos por los cuales
probablemente no se ha demostrado su patogenicidad es la dificultad para aislar y

cultivar éstos microorganismos (Eckburg et al.,;;2003).

Las Archaeas poseen una ampliaresistencia a los agentes antimicrobianos
usados en infecciones humanas. Los antibidticos que son efectivos en contra de las
bacterias son inefectivos en contra de las Archaeas. Su pared celular, al carecer de
peptidoglucanos, las hace resistentes a antibiéticos que interfieren en la sintesis de
estos. Por otro lado se encontrd que si son susceptibles a la proteina inhibidora de
la sintesis de acido fusidico y derivados de imidazol (Dridi et al., 2011; Khelaifia y
Drancourt, 2012).

Cepas de Methanobrevibacter smithii se mostraron resistentes a
ampicilina, _gentamicina, rifampicina, estreptomicina, ofloxacino, tetraciclina, y
amfotericina B; también se mostraron altamente resistentes a la vancomicina; en
cuanto al cloranfenicol fueron moderadamente resistentes, y a la bacitracina,
metronidazol y ornidazol y escualamina. En las cepas de la suceptibilidad fue igual
a la de Methanobrevibacter smithii, excepto por la bacitracina, por su parte la
Methanosphaera stadtmanae fue resistente al cloranfenicol (Dridi et al., 2011). Los
datos se han obtenido in vitro y se pueden usar para en un futuro disefiar protocolos

para la descontaminacion compleja (Khelaifia y Drancourt, 2012).
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Anteriormente se ha propuesto la existencia de una transferencia genética
lateral entre las bacterias y las Archaeas. Entre las eubacterias, la Thermotoga
maritima demostré tener la mayor cantidad de genes similares a los de las Archaeas
(24%), 81 genes similares a los de las Archaeas se encuentran enclaustrados en 15

regiones de la Thermotoga maritima. (Nelson et al.,1999).

Garcia-Vallve et al. (2000) explican que hay evidencia la cual sugiere que
la transferencia genética horizontal es un factor fuerte en la evolucion de las
procariotas. Ellos desarrollaron un procedimiento estadistico donde se puede
predecir si el genoma se ha adquirido mediante transferencia horizontal. Cuando se
aplico este procedimiento a diecisiete genomas bacterianos completos y a siete de
Archaeas, se encontré que el porcentaje de genes transferidos horizontalmente
variaba de 1.5% a 14.5%. Las Archaeas y las bacterias no patégenas tuvieron el
mas alto porcentaje, excepto por el Mycoplasma genitalium que tuvo el mas bajo.
Encontraron que los genes informacionales eran menos probables de ser

transferidos que los genes operacionales.
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IV. Hipotesis
Hipo6tesis de trabajo

Existen Archaeas metanogénicas en conductos radiculares con diagndstico de
enfermedad post tratamiento y no existen en conductos con pulpitis y necrosis.

Hipo6tesis nula

No existen Archaeas metanogénicas en conductos radiculares con diagnéstico de
enfermedad post tratamiento pero si existen en conductos con pulpitis y necrosis.
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V. Objetivos
V.1 Objetivo general

Determinar la presencia de Archaeas metanogénicas en conductos radiculares y su

posible relacién con el diagndstico de la pieza dental donde fue encontrada.

V.2 Objetivos especificos

Identificar la presencia de Archaeas metanogénicas en conductos radiculares
vitales.

Identificar la presencia de Archaeas metanogénicas en conductos radiculares con
infecciones primarias.

Identificar la presencia de Archaeas metanogénicas en conductos radiculares con

enfermedad post tratamiento.

12



VI. Material y métodos

VI. 1 Tipo de investigacion
Prospectivo, transversal, observacional.
VI. 2. Poblacién

Pacientes que acudieron a la clinica “Benjamin Moreno Pérez” para la realizaciéon
de tratamiento de conductos en la clinica del posgrado en endodoncia. Se
incluyeron pacientes de ambos sexos de entre 10 y 75 afios que firmaron el
consentimiento informado. No se incluyeron en el estudio muestras de pacientes

con pulpa sana y se eliminaron muestras que se contaminaron durante su manejo.

VI. 3 Muestra

Se recolectaron las muestras de conductos radiculares vitales, necréticos y
previamente tratados antes de iniciar la instrumentacion y después de determinar la
longitud de trabajo con localizador apical. Se usaron limas tipo K#15 para recolectar
el material dentro del conducto el cual se llevo a un microtubos con PBS, este

proceso se repitio en tres ocasiones.
VI. 4 Técnicas e instrumentos

Se realiz6 el llenado ‘de una ficha endoddntica en donde se registran los datos
obtenidos en el interrogatorio, la exploracion intraoral y extraoral: inspeccion,
palpacién, percusion, sondeo, pruebas de sensibilidad térmica, movilidad y
exploracion radiogréafica para asi realizar el diagnéstico pulpar y periapical. Se le
proporcioné un consentimiento informado al paciente para poder realizar la toma
de la muestra la cual se recolecté en un microtubo debidamente sellado y llevado a
congelacion. Se realizé la extraccibn de ADN de las muestras, posteriormente se
llevé a cabo la PCR y fueron observados con electroforesis. Todos los datos fueron

registrados en Excel para su posterior andlisis.
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VI. 5 Procedimientos

1.- Se realizé la historia clinica con el formato aprobado y utilizado en la clinica de
la Especialidad en Endodoncia de la Universidad Autbnoma de Querétaro.

2.- Se explico la necesidad del tratamiento endodontico y se les entregd a los
pacientes o tutores el consentimiento informado del procedimiento, este formato se

entrega de manera rutinaria a todos los pacientes de la clinica.

3.- Una vez diagnosticado el paciente y habiendo verificado que cumpliera con los
criterios de inclusion, antes de realizar cualquier tratamiento, se invito al paciente a
participar en el proyecto de investigacion, se explicé detalladamente la justificacion,
objetivo del estudio, los beneficios, procedimientos asi como-posibles riesgos y
todas las aclaraciones pertinentes, asimismo se resolvieron detalladamente todas
sus dudas y si decidio participar se le entreg6 el consentimiento informado con todos
los detalles por escrito, se le pidié que lo firmara y se le entregé una copia del mismo.
Cabe aclarar que todos los datos personales fueron confidenciales y que en todo
momento se cumpliran los principios éticaos propuestos en la declaracion de Helsinki
(World Medical Association, 2001).

A. Recoleccion de las muestras

1. Se desinfectaron los dientes adyacentes asi como el 6rgano dental a tratar con
una torunda de algodon empapada en peroxido de hidrogeno al 3% sin dafar tejidos

adyacentes.

2. Posterior a la anestesia local se realizo6 el aislado del 6rgano dental con dique de

hule.

3. Se desinfecto el diente con una torunda de algodén con hipoclorito de sodio al
2.5%.

4. Se realizé la remocién de caries y restauraciones usando fresas estériles, en caso

necesario se irrigd la camara pulpar con hipoclorito de sodio al 2.5%.
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5. Posterior a la localizacion de los conductos se irrig6 la camara pulpar con solucion
fisiolégica para eliminar el hipoclorito.

6. Se recolect6 la muestra inicialmente con limas #15 (Maillefer, Ballaigues, Suiza).
Se colocé la lima a longitud de trabajo usando localizador apical y el material
recolectado se llevé a un microtubo con PBS, la lima se llevé dentro del conducto y

se repitio en tres ocasiones.

7. Para los 6rganos dentales en los que se realizo retratamiento se recolectaron en
un tubo extra los restos de gutapercha. Se trat6 de recolectar la gutapercha extraida
mas alla del tercio medio y apical.

8. Se cerraron los tubos y se mantuvieron en congelacion.

Fig. 1. Ay B. Recoleccion de muestras en tubos. C. Muestras en la centrifuga
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B. Aislamiento de ADN

Se realizé el aislamiento de ADN colocando cada muestra en la centrifuga a 13.000
rpm por 10 minutos, los pellets se lavaron 3 veces con PBS (fig2).

Se descarto el PBS para posteriormente agregar 200 uL de solucion de OHO, se
incubd durante 10 minutos a 85° C una vez realizado esto se agregaron 100 uL de
mutanolisina y se incub6 durante 1 hora a 50°C.

Se agreg6 30 uL de lisosima para incubarlo a 37° C durante 1 hora. Se-agregaron
30 pL de Cell lisis buffer y 30 pL de proteinasa K, se incub6 durante 10 minutos a
80 ° C. A continuacion se agrego6 60 pL de acetato de amonio para ser llevadas a

la maquina vortex 20 segundos.

Se llevaron los pellets a centrifugar durante 10 minutos, una vez realizado esto se
pasé el sobrenadante a un tubo nuevo (fig. 2). Se agregaron 500 uL de fenol-
cloroformo alcohol isoamilico y se mezclaron inviertiendo el tubo. Se centrifugd
durante 10 minutos y posteriormente se llevo la capa acuosa a un nuevo tubo. Se
agregaron 400 pL de isopropanol al 100% y se mezclé invirtiendo. Se incubo en

hielo durante 10 minutos, se centrifugd y se descart6 el isopropanol.

J

Fig.2 El sobrenadante se pasa a un tubo nuevo
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Se lavo el pellet con 500 pl de etanol al 70% y se centrifugd 10 minutos para después
descartar el etanol. Se seco el pellet y se agregaron 50 pL de solucién de hidratacién
para incubarlo a 65° por 30 minutos. Se coloc6 a 70°C para almacenarlo.

C. Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR).

Se realizé la PCR utilizando primers especificos, en reacciones de 25 pl, la reacciéon
se realiz6 colocando 13.3ul de agua bidestilada estéril, 2.5 ul de solucién Buffer,
1.2ul de Mg, 0.5ul de dNTP’s, 0.75ul de cada uno de los oligonucledtidos, 1ul de
Taqg y 5ul del ADN previamente aislado.

D. Proceso de Electroforesis.

El producto de este PCR fue cargado en geles de agarosa al 2% y sometido a
electroforesis. Se tifi6 el gel con bromuro de etidio y se observO en un
fotodocumentador UV. Se identificaron y se documento la presencia o ausencia de

barras en el gel.
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VIl. Resultados

Se procesaron un total de 68 muestras tomadas de 65 pacientes de ambos
sexos. Las edades de los pacientes fueron de entre 10 hasta 75, se encontré una
diferencia significativa al realizar el analisis de varianza (ANOVA) (P=0.2763).

Se incluyeron dientes vitales, necréticos y previamente tratados (tabla 1).

Del total de muestras 14 pertenecian a 10 pacientes con diabetes mellitus e
hipertension arterial; 5 muestras de pacientes con diabetes mellitus, 3 de pacientes
con hipertension arterial y 6 a pacientes con ambos diagnosticos.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes divididos por diagnoéstico

Total Pulpitis Necrosis Retratamiento

(n=68) (n=31) (n=29) (n=8)

X+ DE (rango)

Edad 37.04+£17.19 37.87+1425 34+20.39 44.87+10.98

Frecuencia (%)

Masculino 28 (41.1) 15 (48.3) 12 (41.3) 1 (12.5)
Femenino 40 (58.8) 16 (51.6) 17 (58.6) 7 (87.5)
Diabéticos 11 (16.1) 4 (12.9) 5(17.2) 2 (25)
Hipertensos 9(13.2) 4 (12.9) 3(10.3) 2 (25)
Otros 4 (5.8) 2 (6.4) 2 (6.8) 0

X: promedio, DE= Desviacién estandar

Se tomaron muestras de dientes incisivos, premolares y molares siendo mas

frecuentes las muestras de molares con un 66.1%.

Se realiz6 la prueba de Chi cuadrada entre los pacientes con y sin dolor en

los distintos grupos donde se encontrd una diferencia estadisticamente significativa
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(p=0.0061) por lo tanto se observa mayor frecuencia de dolor en pacientes con
diagnéstico de necrosis con un 72.4% (tabla 2).

Tabla 2 Distribucion y caracteristicas de los dientes incluidos en cada grupo

Total Pulpitis Necrosis Retratamiento

(n=68) (n=31) (n=29) (n=8)

Frecuencia (%)

Tipo de diente

Incisivos 14 (20.1) 6 (19.3) 8 (27.5) 0 (0)
Premolares 9(13.2) 1(3.2) 7 (24.1) 1(12.5)
Molares 45 (66.1) 24 (77.4) 14 (48.2) 7 (87.5)
Lesion apical 24 (35.2) 1(3.2) 20 (68.9) 3 (37.5)
Presencia de 43(63.2) 21 (67:7) 21 (72.4) 1(12.5)
dolor*
Dolor a la
Sercusion 36 (52.9) _ 14 (45.1) 21 (72.4) 1(12.5)
Dolor a la 23 (33.8) 4 (12.9) 18 (62) 1 (12.5)
palpacién \ ' '

*Prueba de Chi cuadrada p<0.05

Del total de muestras 14 de ellas resultaron positivas para Archaeas
metanogénicas representando un 20.5% del total. La presencia de los
microorganismos fue mas frecuente en muestras con diagnéstico de necrosis, a su
vez en diagnosticos de pulpitis y dientes previamente tratados se encontraron
porcentajes similares, al aplicar la prueba de Chi cuadrada (p=0.184) no se

encuentra diferencia estadisticamente significativa (tabla 3).
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Tabla 3. Distribucion de muestras positivas a Archaeas

Total Pulpitis Necrosis

Retratamiento

(n=68) (n=31) (n=29) (n=8)

Frecuencia (%)

Total positivas* 14(20.5) 4(12.9) 9(31) 1(12.5)
Positivas Diabéticos 6(8.8) 2(6.4) 3(10.3) 1(12.5)
Positivas HTA 1(1.4) 1(3.2) 0 0

Positivas
6(8.8) 2(6.4) 3(10.3) 1(12.5)

Diabéticos + HTA

*Prueba de Chi cuadrada p>0.05, HTA= Hipertension arterial

No existe diferencia estadisticamente significativa (p= 0.5458) entre la

distribucion de los grupos divididos por presencia o ausencia de sintomatologia y la

presencia de Archaeas metanogénicas (tabla 4).

Tabla 4. Presencia de dolor en muestras positivas y negativas

Presencia de dolor Ausencia de dolor
(n=43) (n=25)
Frecuencia (%)
Muestras positivas 10(23.2) 4(16)
Muestras negativas 33(76.7) 21(84)

Prueba exacta de Fisher p>0.05

Se incluyeron 6 muestras de pacientes que al momento de la toma de la

muestra se encontraban bajo terapia antibiética, de éstas, 3 fueron positivas a la

presencia de Archaeas metanogénicas.
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La tabla 5 muestra la frecuencia y porcentaje de muestras positivas en los
grupos que padecen alguna enfermedad sistémica (p=0.031).

Tabla 5. Muestras positivas y negativas asociadas a diabetes mellitus y/o

hipertension arterial.

Con diabetes mellitus Sin diabetes mellitus y/o
y/o HTA HTA
(n=14) (n=54)

Frecuencia (%)

Muestras positivas 6 (42.8) 8 (14.8)

Muestras negativas 8 (57.1) 46 (85.1)

HTA: Hipertension arterial, prueba exacta de Fisher p<0.05

De las 68 muestras, 11 pertenecian a pacientes diabéticos (16% del total) y

la mayoria (81.8%) se habian obtenido de pacientes femeninos (tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas clinicas de pacientes diabéticos.

Total Pulpitis Necrosis Retratamiento
(n=11) (n=4) (n=5) (n=2)
X+ DE
Edad 50.8+8.35 44.2 +13.69 59.4+3.71 42.5+10.6

Frecuencia (%)

Masculino 2 (18.1) 0 (0) 1 (20) 1 (50)

Femenino 9 (81.8) 4 (100) 4 (80) 1 (50)

X: promedio, DE= Desviacién estandar
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Dentro de las 6 muestras positivas de pacientes con enfermedades
sistémicas todos presentaban diabetes mellitus tipo 2 y de ellos sélo un paciente
presentaba ademas hipertension arterial (tabla 7).

Tabla 7. Distribucion de muestras positivas en pacientes diabéticos.

Total Pulpitis Necrosis Retratamiento

(n=11) (n=4) (n=5) (n=2)

Frecuencia (%)

Positivas 6(54.54) 2(50) 3(60) 1(50)
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VIII. Discusién

El entendimiento de la microbiota presente en sitios de infeccién es
importante para poder desarrollar estrategias eficaces en la eliminacion de los
microorganismos patdgenos. Actualmente se ha demostrado la presencia de
Archaeas metanogénicas en diferentes sitios del cuerpo humano, sin embargo no

se ha reportado que cuenten con potencial patégeno (Moissl-Eichinger et al., 2017).

En esta investigacién se identificé la presencia de Archaeas metanogénicas
en los tres grupos estudiados (conductos radiculares con diagnéstico de pulpitis,
necrosis o retratamiento), representando el 20.5% del total de las muestras, estos
resultados son similares a los previamente reportados por Vianna et al. (2006)
donde se identificaron estos microorganismos en -un 25% de las muestras
recolectadas de dientes con infeccion primaria y evidencia radiografica de lesion
apical. Efenberger et al. (2015), encontraron una mayor cantidad de casos positivos
identificando Archaeas metanogénicas en el 85% de las muestras examinadas, en
su estudio analizaron 20 muestras de dientes con pulpas dentales inflamadas;
concluyeron que las Archaeas presentes pertenecian al grupo de las
metanogénicas. En esta investigacion no se encontrd una clara asociacion entre la

presencia de Archaeas metanogénicas y los diferentes diagndsticos pulpares.

A su vez nuestros resultados difieren a los obtenidos por Siqueira et
al. (2005) donde en 96 muestras de dientes con infeccion primaria y secundaria
asociados a lesiones asintomaticas perirradiculares, buscaron la presencia de
bacterias, espiroquetas y Archaeas metanogénicas mediante el uso de dos
protocolos para la extraccion de ADN y la técnica de PCR sin encontrar ninguin caso
positivo para Archaeas metanogénicas. Mas tarde Rocas y Siqueira (2011)
realizaron otro estudio en dientes con infeccion primaria donde se compard la
eficacia de hipoclorito y clorhexidina al ser utilizados como irrigantes, con este
objetivo se estudiaron muestras tomadas antes y después de la instrumentacion
mediante PCR para bacterias, hongos y Archaeas, no encontrandose ningin caso
positivo para éstas Ultimas. Ese mismo afio ellos llevaron a cabo otro estudio donde

analizaron los efectos antimicrobianos del tratamiento endodéntico comparando las
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muestras tomadas al iniciar el tratamiento, después de la instrumentacién y luego
de una semana de medicacion intraconducto donde tampoco encontraron muestras

positivas a Archaeas (Rocas y Siqueira, 2011 b).

Vickerman et al. (2007) no encontraron una correlacion entre la severidad de
los sintomas y la presencia de Archaeas en un andlisis que hicieron a 34 muestras
de pacientes sintomaticos y asintomaticos en donde sélo reportaron dos muestras
positivas, una de cada grupo. Estos resultados coinciden con nuestra investigacion
donde no se observé una diferencia significativa entre la presencia o ausencia de
sintomatologia relacionada a muestras positivas. Por otro lado Jiang et al. (2009)
determinaron que hay una relacién mas alta entre la sintomatologia y la presencia
de Archaeas en conductos radiculares, ellos reportaron que en el 72. 7% de las
muestras sintomaticas se habian identificado tanto bacterias como Archaeas, en
cambio, en los que solamente se pudo identificar la presencia de bacterias solo el
44. 75% presentaban sintomas. Zheng et al. (2019) realizaron un estudio en donde
confirmaron la presencia Archaeas en lesiones cariosas profundas de dientes con

pulpitis reversible y pulpitis irreversible.

En nuestro estudio se encontraron muestras positivas en pacientes que
estaban bajo terapia antibiotica-al momento de la recoleccion de la muestra, se ha
realizado un estudio donde se demuestra que las Archaeas metanogénicas tienen

una amplia resistencia a agentes microbianos (Dridi et al., 2011).

En la presente investigacion se observd una diferencia estadisticamente
significativa entre la presencia de Archaeas metanogénicas en conductos
radiculares de pacientes sin diabetes mellitus tipo Il y pacientes con diabetes
mellitus tipo 2, hasta el momento no se ha realizado ningun estudio donde se
investigue la relacién entre la enfermedad y la presencia de estos microorganismos
en conductos radiculares. No obstante, en un estudio llevado a cabo por Dame-
Teixeira et al. (2019) reportaron presencia de Thaumarchaeota y Archaeas
metanogénicas (Methanonocellales) en todas sus muestras recolectadas de dientes
con caries y biofilms de superficies sin lesiones cariosas recolectadas de pacientes

con diabetes mellitus tipo 1y 2.
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En general los pacientes con diabetes mellitus son mas susceptibles a
enfermedades infecciosas (Casqueiro et al., 2012) por ello es importante conocer la
naturaleza de éstas. En un estudio realizado por Remely et al. (2013) se mostr6 una
asociacion entre la presencia de Archaeas metanogénicas y pacientes con diabetes
mellitus tipo 2, ellos examinaron la microbiota fecal en tres grupos de estudio donde
se compararon las diferencias entre pacientes con obesidad, pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 y pacientes control; concluyeron que hay mayor abundancia y
diversidad de la microbiota en pacientes con obesidad y diabetes mellitus tipo 2,
siendo en éste Ultimo grupo donde fue mas frecuente la presencia de Archaeas

metanogeénicas.

Dame-Texeira et al. (2019) mencionan que la presencia de diversas especies
de Archaeas podrian estar subestimadas y que no se limitan sOlo a los
metanogénicas, otros investigadores han reportado la presencia de otras especies
como los Thermoplasmata en muestras obtenidas de pacientes con periodontitis
cronica (Li et al., 2014), también se ha reportado la presencia del filo Crenarchaeota
(Slaton et al., 2011).

Hasta el momento no se han descrito a ningin miembro del reino de las
Archaeas como patégenos humanos y dado que se ha encontrado en porcentajes
muy bajos es poco probable que jueguen un rol de patogenicidad importante en
periodontitis apicales (Sigueira y Rocas, 2019). Sin embargo algunos trabajos en
los que se ha asociado la presencia de estos microorganismos con la severidad de
la enfermedad o la sintomatologia sugieren que podrian ser patdégenos en

periodontitis y-periodontitis apical (Maeda et al., 2013).

25



IX. Conclusiones

El presente estudio mostro la presencia de Archaeas metanogénicas en
conductos radiculares asociado a pulpas vitales, necréticas y con infeccion
secundaria, no se encontrd una diferencia estadisticamente significativa entre los
diferentes diagnosticos y por lo tanto no se encontré asociacién entre el diagndstico
pulpar y la presencia de Archaeas metanogénicas.

Se encontré una mayor frecuencia de Archaeas metanogénicas en-pacientes
gue padecen diabetes mellitus tipo 2; ademas se identificaron muestras positivas en
pacientes bajo terapia antibidtica. Actualmente no se ha determinado si las
Archaeas metanogénicas tienen potencial patdbgeno por lo que se requieren mas

estudios para analizar su papel en la microbiota.
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X. Propuestas

En la actualidad no se han reconocido a las Archaeas metanogénicas como agentes
patdgenos en la cavidad oral, y ya que existe poca investigacion del tema, se
sugiere realizar mas estudios donde se explore si existe alguna relaciébn entre la
severidad de las enfermedades orales y la sintomatologia que presentan los
pacientes.

De acuerdo a los hallazgos de esta investigacibn, se sugiere en futuras
investigaciones ampliar el conocimiento sobre la relacién que hay entre la presencia
de Archaeas metanogénicas en la cavidad oral y pacientes con diabetes mellitus.
Ademas de indagar en el papel que podrian desempefiar sobre el curso de la
enfermedad y de las enfermedades orales.
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Consentimiento informado para participar en un proyecto de
investigacion Biomédica

TITULO DEL PROYECTO: Presencia de Archaeas metanogénicas en conductos
radiculares y su relacién con diferentes diagndsticos

Investigador principal: Flor Del Rocio Vazquez Hernandez alumna del sequndo
semestre de la especialidad en Endodoncia en la Facultad de Medicina de la UAQ

Sede donde se realizara el estudio: Clinica de Endodoncia de la Facultad de
Medicina de la Universidad Autdnoma de Querétaro.

Nombre del paciente:

Se le invita a participar en este estudio de investigacion biomédica. Antes de decidir
si participan o no usted debe conocer y comprender cada uno de los siguientes
aparados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus
dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se
le pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una
copia firmada 'y fechada.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Hoy en dia no se ha demostrado claramente la presencia de Archaeas en
infecciones endodonticas, siendo las Archaeas microorganismos con capacidad de
vivir en ambientes extremos y de relacionarse con otras bacterias es importante
investigar si estan presentes en las infecciones y posteriormente saber como
influyen en la enfermedad.

OBJETIVO DEL ESTUDIO
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Determinar si existen Archaeas en los conductos de las raices dentales y saber si
tiene relacion con los sintomas de los pacientes y la enfermedad del paciente.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO

No se sabe si existen Archaeas en los conductos de los dientes que tienen alguna
enfermedad y si estan asociadas con las molestias del paciente. La presente
investigacion ayudara a proporcionar informacién sobre el tema y poder determinar
si intervienen en las enfermedades endodonticas.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Sireune las condiciones para participar en este protocoloy de aceptar participar se
le realizaran las siguientes pruebas y procedimientos:

1.- El diente se desinfectara antes de colocar el “plastico” que siempre se usa y
después.

2.- Se lavara el diente con solucién fisiolégica antes de tomar la muestra.

3.- Se tomara la muestra cuando se hayan encontrado los conductos donde se
encuentra el nervio.

4.- La muestra se obtendra con el primer instrumento usado para medir su diente,
este instrumento siempre se utiliza y en lugar de limpiarlo como normalmente se
hace se limpiara en recipientes especiales para recolectar la muestra.

4.- Se continuara el procedimiento normal.
RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

No existen riesgos asociados al estudio ya que sélo se recolectara el material que
se extraiga con un instrumento siempre usado en las endodoncias. Los riesgos
asociados propiamente a la endodoncia se explican en el consentimiento informado
del posgrado de endodoncia.

ACLARACIONES

1.-Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.
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2.- No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no
aceptar la invitacion

3.- Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee,
aun cuando el investigador responsable no se lo solicite, pudiendo informar o no
las razones de su decision la cual sera respetada en su integridad

4.- No tendra que hacer gasto alguno derivado de este estudio, el financiamiento
del mismo es por cuenta del investigador principal.

5.- No recibird pago por su participacion

6.- En el caso de que el paciente desarrolle algun efecto adverso secundario no
previsto, tiene derecho a una indemnizacion, siempre que esto efectos sean
consecuencia de su participacion en el estudio.

7.- En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada sobre
el mismo al investigador responsable.

8.- La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada
paciente, serd mantenida con escrita confidencialidad por el grupo de
investigadores.

9.- Usted también tiene acceso a las comisiones de investigacion y de bioética de
la Facultad de Medicina de la UAQ en caso de que tenga dudas sobre sus
derechos como participante del estudio a través de:

Dr. Rubén A. Dominguez Pérez

Integrante del area Odontologica del comité de Bioética de la Facultad de Medicina
de la UAQ. Correo: dominguez.ra@uag.mx

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si
asi lo desea, firmar la carta de consentimiento informado que forma parte de este
documento.
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NUMERO DE FOLIO:
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he
leido y comprendido la informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas
de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en
el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos.' Convengo en
participar en este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de
esta forma de consentimiento

Firma del participante

Fecha:

Testigo 1.

Testigo 2.

Esta parte debe ser completada por el Investigador (o0 su representante):

He explicado al Sr(a). La
naturalezay los propositos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos
y beneficios que implica su participacion y la de su hijo (a). He contestado a las
preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto
gue he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion
con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y repuestas, se procedié a firmar el
presente documento.

Nombre y firma del investigador.

Flor Del Rocio Vazquez Herndndez alumna del sequndo semestre de la
especialidad en Endodoncia en la Facultad de Medicina de la UAOQ

Correo electrénico: florvazh@agmail.com

Fecha:
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Carta de revocacion del consentimiento
Titulo del protocolo:

Presencia de Archaeas metanogénicas en conductos radiculares y su relaciéon con
diferentes diagndésticos

Investigador principal:

Flor Del Rocio Vazguez Hernandez alumna del sequndo semestre de la
especialidad en Endodoncia en la Facultad de Medicina de la UAQ

Sede donde se realizarad el estudio: Clinica de Endoodncia de la Facultad de
medicina de la Universidad Autdbnoma de Querétaro.

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de este proyecto de
investigacion por las siguientes razones (opcional):

Si el paciente asi lo desea, podra solicitar que le sea entregada toda la informacion
gue se haya recabado sobre él, con motivo de su participacion en el presente
estudio.

Nombre y firma del paciente:

Nombre y firma del padreo o tutor:

Nombre y firma de un testigo:

Fecha:

c.c.p El paciente.
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