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Resumen

Introduccion. En ocasiones la cavidad bucal sufre diversas alteraciones, originando
la sustitucion de sus tejidos mediante la utilizacion de diversas prétesis o aparatos
ortoddncicos, la mayoria, se elabora de polimetilmetacrilato (PMMA). Las protesis o
aparatologia ortodontica-ortopédica acumulan una gran cantidad de biopelicula dental,
aumentando asi, el riesgo de padecer enfermedades o alteraciones en la cavidad oral

causadas por microorganismos.

Objetivo. Analizar el efecto del recubrimiento de PMMA de uso odontoldgico con
nanoparticulas de Plata (AgNPs), Cobre (CuNPs) y Oxido de Zinc (ZnONPs) mediante
la caracterizacion con Microscopia Electronica de Barrido (SEM), Espectroscopia de

Dispersion de Energia (EDS) y pruebas microbiolégicas

Materiales y Método. Un total de 240 bloques de 5mm de diametro x 2mm fueron
elaborados y divididos en 8 grupos; Gl (Arias control), Gll (Arias con AgNPs), GllI
(Arias con CuNPs), GIV (Arias con ZnONPs), GV (NicTone), GVI (NicTone con
AgNPs), GVII (NicTone con CuNPs) y GVIII (NicTone con ZnONPS); se esterilizaron y
almacenaron en frascos de vidrio &mbar. Las nanoparticulas se sintetizaron in situ por
el método de T. Bala, posteriormente se incorporaron a los bloques de PMMA. La
caracterizacion de los bloques de PMMA impregnados con AgNPs, CuNPs y ZnONPs
se evalué mediante SEM/EDS. Finalmente se realizaron pruebas microbioldgicas
frente a los patdbgenos humanos estandar E. coli (ATCC25922), S. aureus
(ATCC25923) y C. albicans (ldentificada con agar cromogénico) para analizar su

efecto antimicrobiano por medio de la observacién de los halos de inhibicién.

Resultados. Las micrografias obtenidas mediante SEM/EDS permitieron hallar AQNPs
y CuNPs homogéneamente distribuidas. El analisis microbiolégico mostro diferencias
significativas de la inhibicion entre grupos; para S. aureus el grupo con mayor efecto
inhibitorio fue GVII seguido del GIV; en contraparte, el efecto menor se observé en

GVIII; para E. coli; los grupos con mayor efecto inhibitorio fueron GIV y GVIII;



en contraparte el efecto menor se observo en GVI seguido de Glll. No se obtuvo efecto

inhibitorio para C. albicans.

Conclusiones. Segun los resultados de este estudio, el método de T. Bala permitié
incorporar las AgNPs, CuNPs y ZnONPs a la superficie de los bloques de PMMA. Las
resinas acrilicas evaluadas en el grupo GIV y GVIII recubiertas con nanoparticulas de
Oxido de Zinc, y la resina acrilica evaluada en el grupo GVII recubierta con
nanoparticulas de Cobre, fueron las que mostraron mayor actividad antibacteriana
para la mayoria de los microorganismos. En general, el recubrimiento con
nanoparticulas reducen la adherencia de E. coli y S. aureus a los bloques de PMMA,
demostrando propiedades antibacterianas. C. albicans mostré menor inhibicién a los
bloques de PMMA.



Abstract

Introduction. Sometimes the oral cavity undergoes various alterations, causing the
replacement of its tissues through the use of various prostheses or orthodontic
appliances, most of which are made of polymethylmethacrylate (PMMA). Prostheses
or orthodontic-orthopedic appliances accumulate a large amount of dental biofilm, thus
increasing the risk of suffering from diseases or alterations in the oral cavity caused by

microorganisms.

Objective. Analyze the effect of the PMMA coating for dental use with Silver (AgNPs),
Copper (CuNPs) and Zinc Oxide (ZnONPs) nanoparticles by characterization with
Scanning Electron Microscopy (SEM), Energy Dispersion Spectroscopy (EDS) and
microbiological tests.

Materials and Method. A total of 240 blocks of 5mm diameter x 2mm were made and
divided into 8 groups; Gl (Arias control), GIlI (Arias with AgNPs), Glll (Arias with
CuNPs), GIV (Arias with ZnONPs), GV (NicTone), GVI (NicTone with AgNPs), GVII
(NicTone with CuNPs) and GVIII (NicTone with ZnONPs); they were sterilized and
stored in amber glass jars. The nanopatrticles were synthesized in situ by the method
of T. Bala, later they were incorporated into the PMMA blocks. The characterization of
the PMMA blocks impregnated with AgNPs, CuNPs and ZnONPs was evaluated by
SEM/EDS. Finally, microbiological tests were carried out against the standard human
pathogens E. coli (ATCC25922), S. aureus (ATCC25923) and C. albicans (Identified
with chromogenic agar) to analyze their antimicrobial effect by observing the inhibition

halos.

Results. The micrographs obtained by SEM/EDS allowed to find AgNPs and CuNPs
homogeneously distributed. The microbiological analysis showed significant
differences in inhibition between groups; for S. aureus, the group with the greatest
inhibitory effect was GVII followed by GIV; on the other hand, the minor effect was

observed in GVIII; for E. coli; the groups with the greatest inhibitory effect were GIV



and GVIII; in contrast, the lower effect was observed in GVI followed by Glll. Less

inhibition effect was obtained for C. albicans.

Conclusions. According to the results of this study, the T. Bala method allowed the
incorporation of AgQNPs, CuNPs and ZnONPs to the surface of the PMMA blocks. The
acrylic resins evaluated in the GIV and GVIII group coated with zinc oxide
nanoparticles, and the acrylic resin evaluated in the GVII group coated with copper
nanoparticles, were the ones that showed the highest antibacterial activity for most
microorganisms. In general, coating with nanoparticles reduces the adherence of
E. coli and S. aureus to PMMA blocks, demonstrating antibacterial properties.
C. albicans showed less inhibition to PMMA blocks.



1. Introduccioén

La cavidad bucal se compone de diversas superficies, las cuales, a su vez estan
recubiertas por bacterias; los tejidos duros y blandos de la cavidad bucal estan bajo
la proteccién de factores inmunes especificos e inespecificos, que tienden a limitar la
colonizacion microbiana, prevenir la penetracion de sustancias nocivas a través
de los tejidos y evitar asi el perjuicio que esto acarrea.’ La pérdida de funciones
o elementos estructurales nos lleva a la necesidad de reponer tejidos y en algunas
ocasiones de la correccion de estos para devolver la funcién al aparato estomatognatico.
Por ello; utilizar materiales naturales, artificiales o sintéticos; es indispensable para la
sustitucién total o parcial, restauracion o correccion de tejidos biolégicos, mismos que
han sido una gran preocupacion en la odontologia. Entre los materiales mas utilizados
en odontologia para la elaboracidon de protesis y aparatologia se encuentra el

Polimetilmetacrilato (PMMA), que ha resultado ser un excelente biomaterial.?

Se ha propuesto utilizar nanomateriales en odontologia para combatir enfermedades
o afecciones comunes, por ejemplo las Nanoparticulas de Plata (AgNPs),
nanoparticulas de Cobre (CuNPs) y nanoparticulas de Oxido de Zinc (ZnONPs);
puesto que poseen propiedades antimicrobianas, buena conductividad ionica,
actividad catalitica y estabilidad quimica considerable.® Recientemente se ha
incorporado su uso a diversas especialidades, una de ellas la ortodoncia, al
implementarlas en los adhesivos para colocacién de brackets. Las protesis o
aparatologia ortoddntica-ortopédica por el hecho de estar en boca por un lapso de
tiempo prolongado se convierten en un gran reservorio de microbios que provocan
infecciones, pudiendo ser contrarrestado, si el PMMA material con el que son
elaboradas, tuviera propiedades antimicrobianas; por lo anterior, el objetivo de la actual
investigacion es analizar el efecto del recubrimiento del PMMA de uso odontologico
con AgNPs, CuNPs y ZnONPs; mediante Microscopia Electronica de Barrido (SEM)
(por sus siglas en ingles), Espectroscopia de Dispersion de Energia (EDS) (por sus

siglas en ingles) y pruebas microbioldgicas.



2. Antecedentes

Durante mucho tiempo, los metales han despertado una gran admiracion en el
hombre debido a sus propiedades antimicrobianas, han concebido grandes
contribuciones al avance de la ciencia médica. El mas utilizado desde la época de
los griegos ha sido la Plata observando importantes propiedades curativas en este
metal. Desde el afio 400 a.C., se describe como el brillante metal puede ser utilizado
para esterilizar agua, almacenar alimentos y tratar heridas. Los fenicios y chinos
utilizaron como agente desinfectante la Plata, al observar que los alimentos
almacenados en contenedores de Plata tardaban mucho mas tiempo en

descomponerse previniendo infecciones estomacales.*

Civilizaciones como los griegos, romanos, egipcios, aztecas y mayas, utilizaban
el Cobre en la fabricacién de vasijas para preservar agua y alimentos, asi como
también, en la fabricacion de instrumentos quirdrgicos y en la curacion de heridas.
Avicena menciona el Oxido de Zinc como el tratamiento preferido para diversas
condiciones en la piel, incluyendo cancer de piel. En el siglo XVII se descubrid
la capacidad del Cobre para combatir plagas en la agricultura, especificamente para
controlar infecciones por hongos en plantaciones de trigo.®> En 1800, los médicos
utilizan suturas de Plata en las heridas quirdrgicas con resultados muy exitosos.
Credé, redacta el primer articulo cientifico en el que describe el uso de la Plata como
antibacteriano para la prevencion de infecciones oculares en los neonatos
como antiséptico.* En el siglo XIX personas ponian délares de Plata en botellas de
leche para prolongar la frescura de la misma. Los compuestos con Plata
fueron utilizados con éxito para prevenir infecciones durante la Primera Guerra
Mundial (antes de la era de los antibidticos). A comienzos del siglo XX, previo
a la era antibidtica, diferentes compuestos quimicos de Cobre fueron utilizados en

el tratamiento de patologias infecciosas, como impétigo, tuberculosis vy sifilis.®



En odontologia las nanoparticulas han tomado gran fuerza al ser incorporadas
en diversos materiales debido a sus propiedades bactericidas, inclusive de dureza;
dentro de las nanoparticulas mas utilizadas han sido las de Plata y Cobre siendo
ampliamente estudiadas y aplicadas. Otra nanoparticula que recientemente se ha
incorporado a los materiales odontolégicos es la de Oxido de Zinc, la cual cuenta con
pocos antecedentes, pero que ha demostrado ser una excelente opcién como

antimicrobiano.

Es asi que en el afio 2012 Acevedo Contreras analizé el efecto antifungico que
presentaban las Nanoparticulas de Plataal incorporarlas a la formulacion del alginato.®
En el afno 2013, Mohammad Samiei mezclé agregado de trioxido mineral (MTA) con
AgNPs;” Mary Anne S. Melo incorporé AgNPs y de fosfato de calcio amorfo en el
adhesivo por primera vez, e investigaron los efectos sobre la resistencia de la unién

de la dentina, incluso las biopeliculas de microcosmos de placa.?

En el 2014, Bahador incorpord Nanoparticulas de Plataal polimetilmetacrilato para
evaluar la actividad antimicrobiana contra colonizadores primarios de la placa dental
humana de las bacterias cariogénicas en planctonicos y Cultivos de biopeliculas.®
Mariel Murga en 2016 afnadié particulas de Plata al primer aplicandolo en el esmalte
dental adyacente a la aparatologia fija;'® Ghahremanloo evalué el efecto
antimicrobiano de las resinas acrilicas que contienen diversas concentraciones de
nanoparticulas de Plata, sobre Candida albicans y Streptococcus mutans.® Sanchez
Sanhueza, utilizé las nanoparticulas de Cobre como antimicrobiano endodontico.!
Para el afo 2017 Hernandez-Gémora sintetizé AgNPs in situ en los modulos
elastoméricos ortodonticos (OEM), obteniendo resultados favorables en la reduccién

bacteriana.?
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Recientemente, se ha incrementado la aplicacién de las nanoparticulas en el area
odontoldgica, realizando mas investigaciones sobre las propiedades que aportan, por
lo que en el afio 2018, Guadarrama-Reyes recubrié con AgNPs hilos de sutura de seda
y catgut para analizar su efecto antimicrobiano,'® Argueta Figueroa, enriquecio el
acrilico termopolimerizable con CuNPs,'* Firas Abd Kati, incorpor6 ZnONPs a las
resinas acrilicas;'® subsecuentemente en el 2019, se han realizado investigaciones en
las que Llamas S. recubrié Brackets de Ortodoncia con AgNPs para la inhibicién
bacteriana,’® de igual manera, otros autores han llevado a cabo investigaciones de las
propiedades antimicrobianas y citotoxicas probando un adhesivo de uso ortoddncico

adicionado con AgNPs."”

Es asi como estas nanoparticulas han traido grandes beneficios al area odontoldgica
primordialmente por sus propiedades antimicrobianas que han demostrado y que con

el paso del tiempo se seguiran estudiando e incorporando en diversos materiales.
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3. Marco teorico

3.1 Microbiologia

Microbiologia proviene del griego mikros, que significa "pequefio", bios, "vida" y logos:
"tratado, investigacion, ciencia". Su objeto de investigacion son los microorganismos,
también conocidos como microbios. A su vez, estan formados por una sola célula o
estructuras celulares mas complejas. La organizacion de estas entidades se distribuye
en tres areas: 1) Bacterias, originalmente llamadas Eubacterias 2) Arqueas o Archaea
que originalmente incluia bacterias que vivian en ambientes extremos; y 3) Eucariontes

o Eukarya, donde se encuentran hongos, algas levaduras.’

3.1.1 Bacterias

Dentro de los procariontes se encuentra un grupo de organismos unicelulares mejor
conocidos como bacterias; esto quiere decir, que carecen de un nucleo celular
y organulos como aparato de Golgi, mitocondrias o cloroplastos, por lo tanto,
su material genético, ADN (Acido desoxirribonucleico) esta libre en el citoplasma.
Aunque su organizaciéon celular es simple, adoptan muchas formas, llamadas
filamentos, cocos, bacilos, vibrios y espirilos. La longitud de las bacterias oscila entre
0.5 y 5 p de longitud; siendo imperceptibles para el ojo humano por si solo, con la
particularidad de su percepcion cuando se tratan de agrupamientos considerables;
estos microorganismos tienen una pared que envuelve a la célula proporcionandole

solidez y proteccion contra el ambiente externo.

La tincién de Gram es una técnica de estudio, desarrollada en 1884 por el bacteridélogo
danés Hans Christian Gram, permite hacer la diferenciacion de las bacterias

en dos grupos de acuerdo con las propiedades de sus membranas para tefirse.
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Las bacterias Gram positivas son bacterias que aparecen en purpura bajo un
microscopio después de la tincion. Por el contrario, las bacterias Gram negativas

aparecen rosadas, rojas o grosellas.’

Existen bacterias autotrofas y heterotrofas (saprofitas, parasitas, simbidticas);
muchas de estas son aerobias puesto que requieren oxigeno libre para respirar;
otras son anaerobias debido a que viven en ausencia de oxigeno, y varias mas tienen
la posibilidad de vivir en los dos medios por lo cual se les llama facultativas;

su reproduccion es por particion. -3

Las bacterias aerobias requieren oxigeno para crear energia y crecer en un cultivo

por medio de la respiracion celular aerébica.? 18

Las bacterias anaerébicas no requieren oxigeno y no crecen en un cultivo en
presencia de aire, generan energia por respiracion anaerobica; estas bacterias se
encuentran comunmente en grietas y heridas en la superficie del tracto digestivo,

vagina y dientes.318

Las bacterias facultativas crecen con o sin oxigeno, generan energia, respiracion
anaerobica si no hay oxigeno, o por respiracion celular aerdbica en presencia de
oxigeno; las bacterias microaerofilos optan por una concentracion de oxigeno limitada
(de 2 a 10%).318

La Tabla 1 ejemplifica la clasificacidén de los géneros antimicrobianos.
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Tabla1. Géneros Antimicrobianos

ANAEROBIAS AEROBIAS
Gramnegativos Prevotella Haemophilus
Porphyromonas Kingella
Bacteroides Neisseria
Treponema
Campylobacter
Eikenella
Grampositivos Peptostreptococcus Streptococcus
Enterococcus
Lactobacillus
Capnocytophaga'®

3.1.1.1 Staphylococcus aureus

S. aureus se encuentra principalmente en los conductos nasales, en la dermis, tracto
gastrointestinal y en aparato estomatognatico, con capacidad para integrar material
genético de otros microorganismos, aumentando su virulencia y resistencia
antimicrobiana. Siendo un microorganismo considerado Gram positivo esférico, que al
ser visualizado por microscopia se presenta con una apariencia de racimo. Este
microorganismo provoca un sinnumero de infecciones cutaneas de tejidos blandos,
pleuropulmonares y osteoarticulares. Es probable que la infeccidén estafilocécica sea

el resultado de una infeccion cruzada de mdltiples causas.?°

El crecimiento en medios de cultivo controlados inicia entre 18 y 24 horas posterior al

incubamiento, estableciéndose agrupamientos con un diametro de 0.5-1.5 mm, lisos,
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elevados, radiantes y con bordes regulares, densidad cremosa y de tonalidad amarillo-
dorado resultado de la produccion de carotenoides. Este microorganismo se distingue
por la produccién de coagulasa, ser resistente al calor, y a la desecacion, por lo que
consigue proliferar en medios con porciones de Cloruro de Sodio al 7.5 %. Asimismo,
logra subsistir en medios de cultivos no selectivos, como el agar sangre, agar

chocolate, y medios liquidos para hemocultivo.?°

Figura 1. Staphylococcus aureus

3.1.1.2 Escherichia coli

El nucleo familiar Enterobacteriaceae esta formado por mas de 20 géneros
bacterianos, alrededor de 120 especies y miles de serotipos (combinacién del antigeno
somatico y el flagelar): las bacterias de esta familia son anaerobias facultativas; la
mayoria son de vida independiente, varias son comensales de animales vertebrados
e invertebrados; no obstante, tienen la posibilidad de ser patdgenos responsables de

enfermedad.'8

Escherichia coli es la especie bacteriana que esta en el microbiota intestinal; se
muestra como un comensal del intestino humano escasas horas a partir del
nacimiento. Preexisten varios patotipos de E. coli implicados en un extenso espectro

de patologias agrupadas en tres sindromes clinicos.'®
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Para un 6ptimo funcionamiento, el proceso digestivo requiere de vitaminas esenciales
como By K, que son generadas por distintas bacterias entre ellas Escherichia coli. La
magnitud promedio de los bacilos es de 0.5 y de ancho por 3 y de extenso, una vez
que se usa la tincion de Gram se tifien de rojo (Gram negativa). Varias especies son
moviles (por flagelos peritricos), no esporuladas, fermentan la glucosa y la lactosa son
catalasa positivos, oxidasa negativos ademas disminuyen nitratos a nitritos. El género
Escherichia incluye siete especies (E. adecarboxylata, E. alberti, E. blattae,
E. fergusonii, E. hermannii, E. vulneris y E. coli); E. coli se considera uno de los

componentes etioldgicos primordiales de diarrea infantil en naciones en desarrollo.'®

Figura 2. Escherichia coli

3.1.2 Levaduras

El dominio Eucarionte (Eukarya) esta compuesto por algas, hongos filamentosos;
levaduras, hongos mucosos y protozoos. Dichos microorganismos se catalogan en
unicelulares o pluricelulares. Segun su tipo de habitat ademas tienen la posibilidad de
ser saprofitos, que se alimentan de sustancias en descomposicion, parasitos, que se
alimentan de los liquidos internos de otros organismos vivos o simbiontes que se
asocian a otros organismos con beneficios mutuos. A partir de una visidon
microbiologica, se ha nombrado “levadura” a todos los hongos con predominio de una

etapa unicelular en su periodo de vida.?
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Los hongos se reproducen mediante esporas que tienen la posibilidad de ser
asexuales y sexuales, ciertos hongos poseen la funcion de modificar su morfologia
(dimorfismo) conforme el medio en el cual estén; esto se prueba en patégenos como
Candida, H. capsulatum, P. brasiliensis, etc. Los hongos son heterétrofos, aerobios
o microaerofilos, se desarrollan en medios artificiales a temperaturas de entre 5y 45 °C
con un pH de 2 a 8; necesitan agua, sales, fuente de Nitrogeno (N) y de Carbono (C)

para su desarrollo generalmente, es mas retardado que el de las bacterias.?

La categorizacién de los hongos tiene presente el tipo de recursos de reproduccion,
hay hongos que se unen a la biota comun y producen patologias endégenas mientras
tanto que en otras ocasiones la infeccion nace del medio y se llama patologia

exdgena.?

3.1.2.1 Candida Albicans

Candida albicans es el patdogeno fungico humano mas comdn que causa alteraciones
gue afectan desde la mucosa hasta infecciones sistémicas. La caracteristica de esta
especie de hongo radica en que es enormemente adaptable para la transicion
de comensal a patégeno lo que se deberia a un repertorio de componentes virulentos,

especialmente, la funcién de modificar la morfologia y conformar biopeliculas.?!

Los hongos del género Candida tiene la posibilidad de ocasionar tanto micosis
superficiales como profundas; en las primeras dichos microorganismos tienen una
capacidad variable de fijarse a las células epiteliales de la mucosa y piel; esta
incorporacion va a ser tanto mas fuerte y mas inmediata cuanto mas grande sea el
poder patdgeno de la especie. La pared celular de los hongos del género Candida
tiene antigenos que son asociaciones de polisacaridos y proteinas, los cuales

se relacionan con la generalidad de los microorganismos patégenos.!2?
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La Candida acostumbra a unirse a ciertos receptores de la pared celular de los epitelios
alojandose en los tubos germinativos o las seudohifas; en la mucosa dichos
microrganismos ocasionan una respuesta inflamatoria con desprendimiento de células
epiteliales y exudacién leucocitaria de proteinas plasméticas que conduce

a la formacion de regiones erosivas cubiertas por pseudomembranas blanquecinas.??

Figura 3. Candida Albicans

3.2 Microbiologia bucal

En la cavidad bucal se encuentra una amplia gama de bacterias, denominada
biopelicula bacteriana. Los microorganismos bucales son responsables de patologias
orales, encontrandose entre las mas comunes la enfermedad periodontal y caries. El
microbioma bucal es un ente bastante complejo gracias a la abundancia de habitats
en la cavidad oral, proporcional a la concentracion de oxigeno, nutrientes, temperatura,

exposicion a componentes inmunoldgicos y propiedades anatdémicas.'%23

Entre los microrganismos que conforman la microbiota de la cavidad bucal resaltan las
especies del género Streptococcus que se localizan en una alta proporcién en tejidos
blandos, saliva y en la lengua, siendo el Streptococcus mutans y Streptococcus

sobrinus los microorganismos mas asociados con caries dental. Las especies del
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género Actinomyces se localizan a nivel supragingival e infragingival y en fisuras de la
lengua; las especies Veillonella y Neisseria tienen la posibilidad de ser recluidas en

todos los habitats bucales.??

Estudios de reciente publicacion establecen que el microbioma bucal es tan abundante
con la coexistencia de diversos agentes bacterianos siendo los principales
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Tannerella
forsythia, derivando de ello, una naturaleza polimicrobiana de las infecciones

bucales.!23

Si bien el elemento bacteriano ha sido objeto de amplias observaciones, la microbiota
fungica bucal es practicamente desconocida, las relaciones fungicas-bactéricas,
inciden directamente la en la salud bucal como lo ilustra la interaccién sinérgica entre

Candida albicans y Streptococcus orales.?

3.2.1 Saliva

La saliva se considera un sistema indispensable, porque las glicoproteinas interactuan
con los microorganismos en boca, generando la integracidon bacteriana en superficies,
evasion de la proteccion del huésped, nutricién, metabolismo bacteriano y la expresion
génica. En este mismo sentido, las glicoproteinas permanecen asequibles en la
interaccion con la adhesina microbiana del colonizador para formar una biopelicula

dental.?3
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3.3 Medios de cultivo de microorganismos

La identificacién de las especies bacterianas en la ciencia basica aplicada a las
ciencias de la salud, se hace convencionalmente mediante cultivos, pruebas
bioquimicas y tinciones para la idonea identificacion ademas de permitir tanto la
caracterizacion del microorganismo como su morfologia. Actualmente, este campo
posibilita observar un gran desarrollo gracias al progreso de técnicas aplicadas a la

investigacion en odontologia basandose en la Genética y Biologia.?*

El medio de cultivo es una soluciéon equilibrada de nutrientes y componentes de
crecimiento necesarios para el progreso y reproduccidon de microorganismos
(bacterias, hongos y parasitos en el laboratorio); es decir, intentan imitar de manera
artificial condiciones de habitat natural para los microorganismos. El propdsito es aislar
las mdultiples especies, proceder a identificarlas o realizar estudios

complementarios.?42%

Se utilizan diferentes métodos para su identificacion, entre ellos esta el analisis de su
morfologia que también incluye su reaccion a diferentes tintes y los tipos de estructuras
teniendo endosporas, capsula, etc. Asi mismo sus metabolitos son muy utiles, porque
muchos de ellos son productos tipicos de cada especie y se pueden utilizar para
identificarlos; estos metabolitos pueden detectarse mediante una serie de pruebas
llamadas reacciones bioquimicas. El medio utilizado dependera del microorganismo a

cultivar y del propdsito de su cultivo.?®

Para promover el crecimiento de microrganismos, el medio de cultivo debe cumplir

ciertos requisitos:
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Nutricion suficiente
Proporcione suficiente humedad

Ajuste el pH

H wDnh P

Inicialmente es estéril.

Pueden describirse globalmente segun su composicion quimica, estado fisico
y finalidad del cultivo. Debido a la distribucién segun diferentes estandares,

un medio puede incluirse en multiples categorias.?*2°

Podemos clasificar a los medios de cultivo segun diferentes estandares:

A. Por su composicion: Para preparar un medio definido o sintético como el de Koser
con citrato, se emplean ingredientes altamente puros para saber su composicion
quimica (cualitativa y cuantitativamente). Si su composicién es incierta, se usan

medios indefinidos, naturales o complejos.

B. Por su estado fisico. El medio solido como el Agar Soja Tripticase contiene
coagulantes que se emplean para separar los microorganismos presentes en la
muestra. El medio liquido como Agua de peptona no se agrega con un elemento
solidificante, suelen utilizarse para mantener los microorganismos que crecen mas
rapido en el medio; el medio semisdlido como Agar de Hugh-Leiffson al contener un
coagulante con una concentracion menor que los solidos, pueden usarse para
establecer la motilidad de microorganismos o su potencial de fermentacion oxidativa

de los microorganismos. 2425

C. Por su utilidad: Cuando se cultivan microorganismos que requieren nutrientes
comunes, utilizar medios ordinarios como el Agua de peptona, sus nutrientes permiten

que crezcan una gran cantidad de microorganismos. Las bacterias con las mayores
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necesidades de nutrientes se cultivan en medios enriquecidos, por ejemplo, Agar
chocolate que es Agar con nutrientes afiadidos de sangre hemolizada; contienen los
nutrientes ausentes de los medios ordinarios, por ejemplo, factores organicos de

crecimiento. 2425

Cuando el propio cultivo bacteriano tiene como objetivo distinguir entre diferentes tipos
de bacterias se utiliza un medio diferencial; si ciertas bacterias estan presentes, ciertos
componentes del medio proporcionaran cambios visibles al cultivo. Utilizando medios
selectivos o enriqueciendo las bacterias a seleccionar y dafiando otras bacterias
de la mezcla, se puede facilitar la posibilidad de seleccionar determinadas

bacterias especificas de su mezcla.’

A fin de que desde el momento del muestreo hasta que el laboratorio reciba la muestra
para su procesamiento, la tasa de supervivencia de los microorganismos debe utilizar
un medio de transporte libre de nutrientes, generalmente un semisoélido, que permita

que las bacterias sobrevivan sin reproducirse.’

3.3.1 Medios de cultivo para bacterias

3.3.1.1 Agar Soja Tripticase (TSA)

Para estudiar las propiedades de las bacterias, es necesario obtener cultivos puros
de ellas. Para ello, los laboratorios de microbiologia utilizan medios de cultivo, uno de

los mas utilizados es el Agar Soja Tripticase (TSA) (Tryptic Soy Agar).2627

El Agar Soja Tripticase (TSA) se usa para cultivar una variedad de microorganismos,

incluidas bacterias aerdbicas y anaerobios. TSA es un medio universal, comunmente
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conocido como Agar digerido de soja y caseina USP (Agar de soja y caseina digerido),
basado en fuentes de proteinas (tripsina). digerido, digerido de proteina de soja)
una pequeia cantidad de carbohidratos naturales, cloruro de sodio y sangre
de oveja, caballo o conejo desfibrinada al 5%, estéril, proporcionan un excelente medio

no selectivo para identificar la reaccién de hemolisis de las bacterias.?62”

Las placas de Agar Soja Tripticase sin aditivos se suelen utilizar para el paso de cepas
microbianas (bacterias o levaduras). La presencia de Lecitina puede neutralizar
la actividad antibacteriana y promover la investigacién de los microorganismos
en productos o superficies que contienen aldehidos, derivados fendlicos,

o ingredientes de amonio cuaternario.?6-

La contribucion de caseina y peptona de soja al Agar Soja Tripticase al proporcionar
nitrdgeno organico, especialmente aminoacidos y péptidos de cadena larga, hace
que el medio sea muy nutritivo; la presencia de estas peptonas en el medio permite
el cultivo de una variedad de aerdbicos y anaerdbicos de rapido crecimiento;
asi como bacterias del género streptoccuss, pneumococos, brucella, erysipelothrix y

pasteurella.?827

A continuacion, la Tabla 2 muestra la composicién del agar TSA.

Tabla 2. TSA.2627

Polisorbato 80 5 g/L Sodio Tiosulfato 0,5 g/L Sodio Cloruro 5 g/L
Hisditina 1 g/L Lecitina 0,7 g/L Agar 15 g/L
Peptona de Soya 5 g/L Peptona de Caseina 15 g/L
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Preparacion:

Para preparar Agar Soja Tripticase, se deben pesar 40 g de medio comercial
deshidratado en una balanza digital. Se disuelve en 1000 ml de agua destilada en un
matraz, se deja reposar la mezcla por 5 minutos y luego se mueve a una fuente
de calor para disolver el medio. Se debe remover y hervir durante 1 o 2 minutos luego
el medio se somete a alta presién a 121° C. Esterilizar en los indculos durante 15
minutos. Debe enfriarse a 50° C vy distribuirse en placas de Petri estériles, cuando
solidifique, colocarse boca abajo, ordenarse en una bandeja y almacenarse en el

refrigerador. El pH final del medio debe ser de 7,3 £ 0,2.

Cabe sefalar que el color del medio deshidratado es beige claro y debe almacenarse
entre 10-35° C en un lugar seco; al mismo tiempo, el agar preparado es de color ambar
claro. Los platos preparados deben conservarse en el frigorifico (2-8° C) hasta su uso,

estos deben alcanzar temperatura ambiente antes de su uso.282°

3.3.2 Medios de cultivo para Levaduras

3.3.2.1 Glucosado de Sabouraud (SDA)

La mayoria de las levaduras pueden crecer facilmente en un gran numero de medios
convencionales en el laboratorio. El medio de Glucosado de Sabouraud (SDA), con o
sin antibidticos, es el mas utilizado para el aislamiento y su posterior identificacion.
Para los medios que contienen inhibidores, la incubacion se efectua a temperatura
ambiente y para los medios enriquecidos a 37° C. Después de 24-48 horas, se pueden
ver colonias caracteristicas de color blanco o crema, de consistencia opaca, convexas,
lisas, brillantes o mate, con un diametro de 1-3 mm. El aspecto de la colonia es

determinante, porque es una particularidad de cada especie en diferentes ambientes,
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en cuanto al color, olor y consistencia lo que ayudara a su identificacion futura.

Los estudios microscépicos de organismos en cultivo se pueden realizar mediante
inspeccion en humedo o tincién. La observacion microscopica muestra la presencia
de blastosporas, pseudohifas, esporas de paredes gruesas, etc., que tienen tamanos
y formas caracteristicas cuando se cultivan en diferentes medios. La presencia
de filamentos y esporas de hongos obtenidos en diferentes medios (agar harina
de maiz, agar Wolin-Bevis, agar arroz o agar patata-zanahoria) es caracteristica

y puede utilizarse para identificar bacterias Candida albicans y Candida dublin.

La técnica de tubos germinativos es la prueba mas utilizada para la identificacion de
especies Candida albicans y Candida dublin; es una prueba econdmica, sencilla y
rapida, al ser observada una porcion de esta prueba en el microscopio, se identifica
Candida albicans y C. dubliniensis las cuales forman una prolongacion filamentosa
conocida como tubo germinal; una desventaja es que aproximadamente el 5% de las
cepas de Candida albicans no producen tubo germinal y existe la posibilidad de falsos

positivos para Candida tropicalis, 1o que requiere experiencia previa para explicarlo.3°

Preparacion:

Para preparar dextrosa Sabouraud, se debe pesar 40 g de glucosa, 10 g de peptona,
15 g de agar y 1000 ml de agua destilada. Mezclar todos los ingredientes y ajustar el
pH a 5,6. El soluto se disuelve por ebullicién; distribuir 20 ml de medio de cultivo en
tubos de 25 x 150 mm sin bordes, preferiblemente con tapones de algoddén. Se
esterilizan en autoclave a 121° C durante 10 minutos; no se debe exceder el tiempo
de esterilizacion en autoclave. Al salir del autoclave, los tubos se inclinan con ayuda

de soportes hasta que solidifican en el pico de la flauta.3°
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3.3.3 Preparaciéon de los medios de cultivo

Los diferentes componentes del medio de cultivo vienen en presentacion deshidratada
o liofilizada, y solo es necesario disolverlos, separarlos y esterilizarlos mediante la
adicidon de agua. Debe prepararse estrictamente de acuerdo con las instrucciones del

proveedor.

Siembra

La siembra de microorganismos consiste en colocarlos en un medio de cultivo celular
o artificial adecuado para su metabolismo y reproduccién, la técnica de inoculacién
debe seleccionar un medio adecuado de acuerdo con el protocolo del laboratorio.
La condicion basica de la siembra es realizarla bajo estrictas reglas asépticas, pues se

debe evitar el crecimiento de microorganismos contaminantes en el medio del cultivo.

La inoculacion se puede realizar utilizando diferentes instrumentos (asas, hisopos
0 pipetas) para colocar la muestra en el medio de cultivo. Estos instrumentos se
introducen en el medio de cultivo liquido o semisdlido en el tubo, o distribuyendo la
muestra en una placa de Petri. Este procedimiento obtiene un cultivo de
microorganismos para aislar o trasplantar los microorganismos contenidos en la

muestra.

Aislamiento

Cuando se siembran materiales a partir de muestras clinicas, se suelen obtener
cultivos mixtos, y es fundamental separar diferentes tipos de colonias para obtener

cultivos puros o cultivos estériles, ya que los cultivos mixtos aportan poca o incluso
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informacion errénea. Solo los cultivos puros pueden desarrollar las caracteristicas y la

receptividad a los agentes antimicrobianos selectivos.

La técnica de aislamiento mas utilizada siempre se fundamenta en el empleo de
medios sélidos donde los microorganismos producen colonias aisladas; el método de

aislamiento mas comun es:

A. Siembra por agotamiento por estrias
B. Siembra por diseminacién en superficies

C. Siembra de diluciones seriadas." 242

3.4  Polimetilmetacrilato (PMMA)

El material con mayor uso en el area odontolégica para la elaboracién de prétesis y
aparatologia ortodoncica-ortopédica es el polimetiimetacrilato (PMMA), también
conocido como resina acrilica; este material debe contar con excelentes propiedades
y caracteristicas, entre ellas el proporcionar un area alisada que le brinde al paciente
mayor comodidad y con esto impedir alteraciones en la mucosa oral, ademas evitar
areas retentivas que acumulen placa bacteriana. Otra caracteristica es que cumple los
requerimientos ideales para su uso en cavidad bucal y sobre todo es un material

relativamente economico.3’
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3.4.1 Propiedades

1. Propiedades bioldgicas:

El PMMA no debe ser toxico, no presentar sabor u olor desagradable, insolubles e
impenetrables por saliva u otras secreciones y fluidos en cavidad bucal y no deberan

irritar los tejidos orales.

2. Propiedades fisicas:

Las resinas deben tener suficiente resistencia y elasticidad para soportar la fuerza de
la masticacién y el impacto que produce en la cavidad bucal, deben ser estables en
tamafo a los cambios de temperatura y carga. Cuando se utiliza como base de

dentadura postiza para el maxilar superior, su gravedad especifica debe ser muy baja.

3. Propiedades estéticas:

Los materiales acrilicos deben ser translucidos, transparentes, aptos para ser
pigmentados y no deben cambiar de color o apariencia después de la fabricacion del

dispositivo protésico.3

3.4.2 Procesamiento

Cuando se procesa y manipula dicho material, no producira sustancias toéxicas o
residuos; el mezclado, insercion, forma y activacién en la fase de polimerizacion

debera ser sencillo. Para complicaciones clinicas como supresion de oxigeno,
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contaminacion de saliva o sangre, debe minimizarse sin impacto final; debe ser facil

de pulir y puede repararse si se fractura.

3.4.3 Generalidades

Las resinas acrilicas son sintéticas y consisten en productos quimicos artificiales
derivados del polimetilmetacrilato (PMMA). Se caracteriza por la estabilidad del color,
inodoro, suficientes propiedades térmicas, estabilidad dimensional, propiedades
opticas y fisicas adecuadas para condiciones bucales normales, asi como economiay
facilidad de procesamiento; este material generalmente se presenta en forma de polvo

y liquido.

El liquido esta principalmente conformado de mondmero de metacrilato o metacrilato
de metilo sin polimerizar, y se agrega una pequefa cantidad de hidroquinona como
inhibidor, dado que el metacrilato inicia la polimerizacion cuando se expone a luz
ultravioleta, luz visible o calor. Presenta un punto de fusion de -48° C, punto de
ebullicion de 100,8° C y densidad de 0,945 g/ml a 20° C. El polvo o polimero esta
constituido por micro esferas pre polimerizadas de metacrilato de polimetilo y peréxido

de benzoilo como iniciador.

La relacién de volumen aceptable de polimero a monémero es 3:1, o que asegura que
el mondmero humedezca completamente las particulas de polvo y evita que el
mondmero excesivo aumente la contraccidon de la polimerizacion. Con una proporcion
de 3:1, la tasa de contraccién de volumen se puede limitar a alrededor del 6% (tasa de
contraccion lineal del 0,5%). Al combinar estos compuestos en proporciones correctas,
se origina una masa moldeable con una estructura de red, la cual es coloca en un
molde con diversa morfologia, se polimeriza y finalmente se limpia, pule y ajusta para

en la cavidad oral.?
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En el proceso de combinacién polvo-liquido, la reaccién comienza a producir una masa

que es facil de manejar la cual recorre cinco etapas:

1. Arenosa: Existen pocas interacciones intermoleculares y la mezcla es granular.

2. Filamentosa: Cada esfera de polimero es impregnada por el mondémero
diseminado en ella, conformando una masa elastica y viscosa.

3. Pastosa: Se forman muchas cadenas de polimero, pero todavia existen
particulas de polimero sin disolver. La mezcla es elastica, lisa y no pegajosa,
esta etapa es muy adecuada para el moldeo por compresion.

4. Gomosa o elastica: El mondmero se evapora penetrando en las particulas
sobrantes del polimero. Cuando la pasta se comprime o se estira y se produce
una reaccion exotérmica, recuperara su forma.

5. Rigida: Se forma una masa seca y solidificada ocasionada por la evaporacion

del mondémero.

La polimerizacion del acrilico se divide en polimerizacion quimica o auto polimerizacién
y polimerizacion térmica o termo polimerizado. Pese a que presentan gran similitud en
aspecto ambos tipos de resina, se emplea con mayor frecuencia el acrilico de termo

polimerizado para la fabricacion de bases protésicas, dadas sus propiedades fisicas.3?

El acrilico termopolimerizable esta compuesto por perdxido de benzoilo como iniciador
de polimerizacion. Al pasar los 60° C, se activa descomponiéndose en radicales libres.
Estos reaccionan con las moléculas de mondmero aprovechables para iniciar la
polimerizacion del desarrollo de la cadena, por lo tanto, adicionan moléculas de
monomero a la cadena del polimero; la termo polimerizacion logra que el acrilico pase

de una fase gomosa a una fase rigida.®

El acrilico autopolimerizable presenta las mismas propiedades quimicas que el acrilico
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termopolimerizable, la unica diferencia radica en el proceso de curado, el cual en el
acrilico autopolimerizable es iniciado por aminas terciarias, que son dimetil p-toluidina
o acido sulfénico. La activacion se da a temperatura ambiente, y es tan efectivo como
el proceso que usa calor. A partir de esta reaccion se produce un material con bajo

peso molecular, teniendo un impacto negativo en cuanto a resistencia.®

Una particularidad del PMMA es la porosidad, que se puntualiza como la presencia de
poros superficiales o internos, afectando las propiedades fisicas, estéticas e higiénicas
de las prétesis. Cuando la temperatura de la resina alcanza o supera su punto de
ebullicion, estos poros se crean mediante la vaporizacion de monomeros sin
reaccionar y polimeros de bajo peso molecular. La porosidad también puede ser
causada por una mezcla inadecuada de polvo y liquido durante la polimerizacién,

presion insuficiente o material insuficiente en el molde.33

La superficie de las proétesis o aparatologia ortopedica-ortodoncica puede ser
modificada mediante procedimientos de terminado y pulido para interferir con la

adherencia bacteriana.®3"34

3.5 Nanoparticulas de Plata (AgNPs)

La nanotecnologia es la manipulacion de la materia a una escala nanométrica; es decir
materiales por debajo de los 100 nanémetros (nm) (1 nm equivale a 1x10° metros).
Los nanomateriales han tomado gran relevancia en el area de Biomedicina por sus
propiedades electronicas, magnéticas, opticas y cataliticas; hay dos caracteristicas
relevantes que los distingue de los demas materiales, 1) debido a su tamano, pueden
llegar con mayor rapidez y efectividad a un blanco elegido luego de ser administrados

y, 2) la relacién area/volumen es mayor que en un material macroscépico, lo cual
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permite modificar su superficie con una mayor cantidad de moléculas activas y ofrece

una mayor exposicion del nanomaterial ante el blanco elegido.3

Las nanoparticulas son nanomateriales cuya dimension oscila entre 1 y 100 nm, las
cuales pueden ser sintetizadas por diversos métodos quimicos, fisicos o biologicos,
con grandes propiedades antimicrobianas contra un amplio espectro de bacterias
Gram positivas, bacterias Gram negativas, protozoos, virus y hongos; buena
conductividad idnica, actividad catalitica y considerable estabilidad quimica. En la
actualidad existen nanoparticulas de una gran variedad de metales y 6xidos metalicos,
entre las que destacan de Oro, Plata, Diéxido de Titanio, Cobre, Oxido de Zinc, Oxido

de Hierro y Oxido de Zirconio.34 3%

Las nanoparticulas de Plata (AgNPs) son materiales nanoestructurados a base de
sales de Plata; el tamafo de las nanoparticulas de Plata esta en el rango de 1 a 100
nm. Por sus propiedades antimicrobianas, las AQNPs se han agregado a insumos
médicos, entre ellos destacan los vendajes, complementos alimenticios y sondas; en
el ambito dental han sido incorporadas a resinas dentales, adhesivos e implantes. La
microscopia electronica ha estudiado sus propiedades fisicas y eléctricas, la alta
conductividad eléctrica y térmica, obteniendo un rendimiento aumentado debido a un
tamafo menor de nanoparticula con lo cual se mejora la estabilidad, asi como sus

efectos antimicrobianos en comparacién con particulas mas grandes.3%

Diversas investigaciones han estudiado las propiedades antimicrobianas de las
Nanoparticulas de Plata en virus y bacterias. Se ha confirmado que tiene un amplio
efecto sobre las bacterias Escherichia coli, Vibrio cholerae y Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y otras
bacterias; ademas, las nanoparticulas de Plata tienen un efecto sobre el virus de

inmunodeficiencia humana tipo 1.36
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Las nanoparticulas de Plata han ingresado al campo de la biotecnologia y la
biomedicina por su potencial antimicrobiano. EI mecanismo de accion no es del todo
conocido; estudios sugieren que los iones de Plata interfieren con la permeabilidad de
la membrana celular; una vez que ingresan a la célula, alteran el proceso de
respiracion, cambian su sistema enzimatico, inhiben su metabolismo, produccion de
energia y cambian su material genético. El resultado es que los microorganismos
pierden rapidamente toda la capacidad de crecer y reproducirse. Ademas, los estudios
han demostrado que es poco probable que los microorganismos desarrollen algun tipo

de resistencia al tratamiento.3¢

3.5.1 Método de sintesis

Existen diversos métodos que permiten obtener nanoparticulas de Plata, como los
métodos fisicos, quimicos y bioldgicos, los cuales permiten obtener nanoparticulas

monodispersas, estables, de alta pureza, de diversa morfologia y tamario.%”

Los métodos fisicos son procesos en los que no se dan transformaciones quimicas, se
inicia con el material del cual se quieren obtener las nanoparticulas. Los métodos
quimicos conllevan reacciones quimicas, en las que se reducen los iones metalicos
para obtener nanoparticulas metalicas o de polimerizacion de 6xidos metalicos para
obtener nanoparticulas de 6xidos metalicos Y los métodos biologicos, los cuales son
mas amigables con el medio ambiente y menos costosos, empleando organismos

como plantas, hongos, algas y bacterias.

El método tradicional de obtencidén de nanoparticulas de Plata es la reduccion quimica,
teniendo un precursor metalico el cual sera reducido utilizando un agente reductor
como borohidruro, citrato, ascorbato o hidrogeno elemental. La reduccion de iones de

Plata en la solucion acuosa generalmente da como resultado nanoparticulas
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nanométricas. Cuando las particulas coloidales son mucho mas pequefas que la

longitud de onda de la luz visible, obtendra una solucién amarilla.3®

La sintesis verde o ecoamigable, ha sido recientemente investigada por su bajo costo
de produccién, utiliza menos reactivos que otras vias de sintesis, se lleva a cabo a
temperatura ambiente, no requiere equipos especiales y tiene buenas propiedades,
asi como estabilidad quimica. La sintesis verde es la sintesis que utiliza agentes

reductores de organismos (generalmente plantas o microorganismos).3°

Los extractos de las partes de las plantas (hoja, tallo o raiz) y de hongos o bacterias
se utilizan como agentes reductores y mediadores para el tamano y la forma de las
AgNPs. Las caracteristicas sobresalientes del uso de varias especies de plantas de la
familia Pelargonium para sintetizar AQNPs son la alta estabilidad del producto y el

tamario y la forma uniforme de las nanoparticulas en la solucion.3°

3.6 Nanoparticulas de Cobre (CuNPs)

Durante siglos, los beneficios del Cobre se han reconocido en la desinfeccion de
suministros quirurgicos, ropa y otros instrumentos. Ademas, también se utiliza como
antibidtico puesto que no provoca reacciones adversas al cuerpo humano como otros
metales. ElI Cobre se registré como el primer material antibacteriano sdlido y su
disponibilidad lo convirti6 en una opcidon importante como agente antibacteriano.
Por tanto, este mineral puede atacar una variedad de microorganismos, incluso cepas

bacterianas resistentes a otros compuestos.*°

Las nanoparticulas de Cobre (CuNPs) han sido empleadas en la ciencia médica para
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la fabricacion de tubos traqueales, aprovechando con esto sus propiedades
bactericidas, previniendo o reduciendo infecciones ocasionadas por la produccion de

biopeliculas.*°

Las CuNPs son capaces de privar el desarrollo de microorganismos; el mecanismo de
accion se debe al tamafio y forma de las particulas, asi como a la liberacion de sus
iones y su interaccion con la pared celular bacteriana. Dentro de sus particularidades
se encuentra una gran actividad antibacteriana, asi como la emision de iones durante

un amplio periodo.4°

El mecanismo de accidon de estas nanoparticulas no ha sido del todo definido, dado
que tiene altos potenciales de oxidacion y reduccién, debido a la capacidad de
proporcionar y aceptar electrones. Derivado de sus peculiaridades electroquimicas,
altera directamente las proteinas en las células microbianas, evitando que completen
su metabolismo. La actividad del Cobre sobre los microorganismos esta en funcién de
su concentraciéon, impidiendo con ello su reproducciéon o bien utilizandose como

sustancia bactericida.4041

Su eficacia contra bacterias ha sido demostrada, principalmente sobre Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Salmonella
typhimurium, Enterococcus faecalis, Shigella flexneri, y Staphylococcus aureus.
Diversos estudios han demostrado que la actividad inhibidora de estas nanoparticulas
frente a bacterias como Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa, ha dado mejores resultados en

comparacion a los demostrados por los hongos como Candida albicans.*’

3.6.1 Meétodo de Sintesis

Las CuNPs se han sintetizado mediante diversas técnicas, estas técnicas permiten el
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control de tamano pudiendo tener morfologias variables como nanocubos, nanobarras,
nanoesferas, etc.; teniendo en cuenta variables como: relacién molar, temperatura,

pH, velocidad de agitacién, etc.

Las nanoparticulas pueden obtenerse mediante diferentes métodos de sintesis, como
lo son microemulsion, deposicion al vacio, de poliol y descomposicion térmica; el
tamafo y la forma de las nanoparticulas esta supeditado por la concentracién de

Cobre.4142

3.6.1.1 Microemulsion

El método consta de tres fases, iniciando con la acuosa, seguida de la organica y por
ultimo un tensoactivo. La estructura interna de una microemulsion, esta determinada
por la relacién de sus componentes a una temperatura controlada. Dicha estructura se
conforma por particulas esféricas; en el entendido que, de acuerdo al incremento de
concentracién de la parte organica, resultara una fase bicontinua. Asi mismo, si la
concentracion de la fase organica es mayuscula, detonara en una microemulsién

inversa.4243

3.6.1.2 Deposicioén al Vacio

Este método consiste en evaporar solidos metalicos seguido de una condensacion
rapida, formando agregados atomicos de tamafio nanométrico, de los que pueden
resultar polvos metalicos. Con este método se puede controlar la morfologia y el

tamafio de las nanoparticulas.*?43
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3.6.1.3 Poliol

Esta sintesis permite obtener nanoparticulas monodispersas en carencia de atmdsfera
inerte, para ello se emplea un disolvente no acuoso que minimice la oxidacion de la
superficie del Cobre. Con este método se puede controlar la cinética de reaccion y la
distribucion del tamafio de particula modificando los parametros de reaccién, como
temperatura de reaccion, velocidad de inyeccién de los reactivos precedentes y la

proporcion de agente reductor.#243

3.6.1.4 Descomposicion Térmica

Con este método es posible obtener nanoparticulas con morfologia uniforme y
monodispersas. El material procedente del metal se agrega a una solucién tensoactiva,
mientras el crecimiento de la nanoparticula se lleva a la temperatura de reaccién mas

alta, produciendo la nucleacion.

Es necesario emplear un agente protector y un precursor para que las CuNPs no se
oxiden con facilidad; el agente protector controla su crecimiento y previene la oxidaciéon
de la superficie de las nanoparticulas. El agente precursor controla el tamafio de las
nanoparticulas. Con esta sintesis se obtienen nanoparticulas con un tamafo de 10 nm

a partir del material precursor Oxalato de Cobre (CuC204) a 400° C.4%43

3.7 Nanoparticulas de Oxido de Zinc (ZnONPs)

El Oxido de Zinc (ZnO) es un material semiconductor del grupo 1I-VI, que existe en los

minerales de la naturaleza denominado Zincita y se puede obtener a partir de él
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mediante tecnologia simple y de bajo costo. Actualmente, es uno de los
semiconductores mas estudiados, ya sea en términos de mejora de nuevas
tecnologias de crecimiento que aporten nuevas propiedades fisicas, o en términos de
investigacion de posibles aplicaciones técnicas, existe un gran interés tecnoldgico en
estructuras de baja dimension. El ZnO en forma de nanoestructuras con una variedad
de morfologias se ha obtenido a través de diferentes métodos de crecimiento, este tipo
de nanoestructuras van desde formas simples como nanoparticulas, nanocables,
nanopilares y nanocinturones hasta estructuras con formas mas complejas como nano

flores.4

El Oxido de Zinc tiene propiedades fisicas y quimicas Unicas, como alta estabilidad
quimica, afinidad electrénica, rango de absorcidn de radiacion y estabilidad a la luz.
Es un candidato ideal para innumerables aplicaciones; es un material que se ha
utilizado en diversas aplicaciones, como catalizadores, adsorbentes, etc. Tiene las
caracteristicas de buena retencién de brillo, baja resistividad, no tdxico y riqueza
natural, es una caracteristica importante de los materiales optoelectrénicos vy

piezoeléctricos.444°

El mecanismo de accion de esta nanoparticula no se ha establecido por completo.
Algunas investigaciones sugieren que la carga positiva de las nanoparticulas se une a
la carga negativa de las membranas celulares interactuando con los lipidos de esta,
desintegrando la membrana. Otra hipotesis sugiere que se debe a la toxicidad de los
iones metalicos libres conformados por la disolucion de metales en la superficie de las

nanoparticulas y el oxigeno activo generado por el estrés oxidativo (ROS).46

Las nanoparticulas de Oxido de Zinc (ZnONPs) tienen muchas aplicaciones, una de
ellas es el desarrollo de catalizadores utilizados en el campo médico. También en el
campo farmacéutico, debido a las propiedades antibacterianas de las suspensiones

de nanoparticulas de Oxido de Zinc, se utilizan para el etiquetado de células y la
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administracion de farmacos, cosméticos, filtros UV y colorantes, han incorporado estas
nanoparticulas en sus ingredientes. Actualmente se utiliza como agente antibacteriano
en formulaciones a micro y nanoescala y se considera no téxico, bioseguro y

biocompatible.*®

3.7.1 Método de sintesis

Sintetizar nanoparticulas con formas y tamafios uniformes a través de una ruta simple
es el principal problema en la obtencion de las nanoparticulas; los cientificos han
participado en el avance de nuevas rutas sintéticas, que pueden controlar con
precision la morfologia y el tamafo de las nanoparticulas. Su sintesis se puede realizar
de las siguientes formas: liquida (método quimico), sélida o gaseosa. Debido a sus
varias ventajas en comparacion con otros métodos, los métodos quimicos se han
convertido en el método mas popular debido a sus rutas sintéticas de bajo costo,
seguras y respetuosas con el medio ambiente, y este método puede controlar

estrictamente el tamafio y la forma de las nanoparticulas.*’

Utilizando diferentes métodos de sintesis, diferentes parametros y diferentes
condiciones de crecimiento, como temperatura, presion, indice de hidroélisis y
precursores, se puede lograr diferentes formas de ZnONPs, como nanoesferas,

nanotubos, nanovarillas, nanocintas, nanocables, etc.4’

Estos métodos incluyen: deposicion de vapor quimico de metales organicos, sintesis
hidrotermal, evaporaciéon térmica a través de procesos solido-vapor-liquido asistidos
por catalizador y oxidacion de polvo de zinc metalico. Ademas, la sintesis de ZnONPs
depende en gran medida de si se utilizan en sistemas biolégicos y / 0 no bioldgicos.
En términos generales, estos métodos se dividen en dos rutas principales de sintesis

de nanoparticulas: sintesis en fase gaseosa y en fase de solucion.*”
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Generalmente, se requieren nanoparticulas con una alta relacion superficie / volumen,
pero sin ningun estabilizador, la aglomeracioén de pequefas particulas precipitadas en
la solucion es el principal problema. En este sentido, una preparacién coloidal estable
es muy importante para su crecimiento. Ademas, debido a la presencia de
tensoactivos, moléculas de polimero o cualquier molécula organica adherida a la
superficie de las nanoparticulas, generalmente se estabilizan mediante repulsion

estérica entre las particulas.*’

3.8 Técnicas de caracterizacion

Las caracteristicas estructurales de un material estan relacionadas con sus
propiedades fisicas y quimicas; por lo tanto, una comprension detallada de su
microestructura puede explicar, controlar y predecir sus propiedades. La microscopia
electrénica es una herramienta ideal para analizar la estructura local de sélidos a
escala de celda unitaria y comprender sus cambios periodicos, y es un complemento

a la estructura promedio estadistica observada por otras técnicas.*®

El microscopio electrénico utiliza un haz de electrones con un voltaje de aceleracidon
entre 20 y 100 Kv. Existen dos tipos béasicos de microscopios electronicos:
Microscopio Electréonico de Barrido (MEB), (SEM por sus siglas en inglés) y

Microscopio Electronico de Transmisién (MET); (TEM por sus siglas en inglés).
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3.8.1 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

El microscopio electrénico de barrido (SEM) es un equipo indispensable para la
caracterizacion de la microestructura de los materiales metalicos. El principio de
funcionamiento del microscopio lo proporciona el haz de electrones del filamento, que
se acelera mediante una serie de lentes electromagnéticas y se enfoca en la muestra.
El haz de electrones barre la superficie de la muestra, generando una imagen de la
morfologia de la superficie, similar a la imagen formada por el ojo humano. Teniendo
en cuenta la interaccidén de estos electrones con la muestra, se pueden recolectar y
amplificar facilmente una serie de sefiales, de manera que se puede obtener

informacién desde la perspectiva de la morfologia y composiciéon quimica.*®

Bajo el impacto de los electrones, el fendbmeno mas importante que ocurre en la
muestra es la emisién de electrones secundarios con energia de decenas de eV,
seguida de la emisién de electrones retro dispersados con mayor energia. De igual
forma, se produce otra emision cuando el haz de electrones interactia de forma
inelastica con una muestra generando rayos X caracteristicos de energia y longitud de
onda de los elementos que componen la muestra, lo que permite la identificacion y el

valor de la concentracién del elemento presente.*84°

En la espectroscopia de dispersion de energia de rayos X (EDS), se mide el nUmero y
la energia de los rayos X emitidos por la muestra después de que el haz de electrones

penetra en la muestra.*4°

El haz de electrones excita los electrones en la capa interna del atomo para hacer que
emerja a la capa superior para generar pares de electrones y agujeros; los agujeros
ocupan los electrones en la capa exterior y liberan energia en forma de rayos X.
La energia de los rayos X es la diferencia de energia entre las dos capas y la estructura
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atomica de los elementos que las emiten, por lo que el andlisis de rayos X puede

determinar la composicién elemental de la muestra.484°

Para utilizar los rayos X emitidos para formar la imagen final, se utiliza un detector,
cuyo principio es el mismo que el de los electrones secundarios; la imagen sera un
mapa de distribucion de elementos, donde el cambio de contraste refleja la
concentracion del elemento seleccionado. Con la ayuda de un software, se realiza un
andlisis cualitativo y semicuantitativo, y en el grafico se muestra la composicion

porcentual de los elementos manifestados en la muestra.*®

Microscopio electrénico de barrido (MEB)

Figura 4. Esquema del Microscopio Electrénico de Barrido

3.8.2 Microscopia Electrénica de Transmisiéon (TEM)

La microscopia electronica de transmision (TEM) estudia catalizadores basados en
nanoparticulas metélicas dispuestas sobre materiales porosos, de modo que las
nanoparticulas se puedan observar directamente, evitando imponer suposiciones
fisicas y matematicas; de manera similar, se puede medir el diAmetro de particulas

discretas, asi como el tamafio medio de particula.*®

TEM utiliza haces de electrones de alta energia de 100 a 200 keV para pasar a través

de una muestra de espesor reducido; estos electrones se dispersan, transmiten y
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causan interaccion, lo que resulta en fenémenos como la emisién de luz y rayos X;
mediante el uso de la transmision dispersa de electrones, la imagen generada
proporciona informacion sobre la estructura interna de un soélido y permite acceder a

detalles de la microestructura que no son familiares para el ojo humano.*®

Para gque los electrones sean transmitidos a través de la muestra, debe prepararse una
capa delgada, que sea transparente a los electrones y tenga un grosor inferior a 100
nm; la irradiacion de electrones proporciona imagenes con alta resolucion espacial,

con una resolucion inferior a 0,1 nm.4°

Usando TEM, se puede obtener el patron de difraccion de electrones del area
seleccionada y, al mismo tiempo, se puede realizar el andlisis de elementos del area
visualizada. Por lo tanto, puede combinar la adquisicion de patrones de difracciéon e
imagenes y proporcionar informacion sobre la verdadera composiciéon de cada material
en varios numeros atémicos. La informacion obtenida de la imagen y el patréon de
difraccion es complementaria, y su analisis en conjunto permite la correcta

interpretacion de los resultados.*®

Microscopio electrénico de transmisién (MET)
Catodo

Anodo
Lente 5
condensadora \

Brazo de soporte
de la muestra

Lente objetivo
Linfocito 2 MET

Lupa de aumento
de Ia panalla visual

Lente de ,
proyeccion

Pantalla visual

Figura 5. Esquema del Microscopio Electronico de Transmisién
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4. Planteamiento del problema

La salud bucal consiste en mantener en un estado funcional las estructuras
gue componen al aparato estomatognatico. Sin embargo, cuando el equilibrio en los
tejidos se ve afectado, es necesaria la utilizacion de aparatologia que mantenga un

estado 6ptimo de oclusién, estética, y funcion.052

En la actualidad; la mayoria de las prétesis, placas y aparatos
ortopédicos-ortoddncicos; cuentan con una base de polimetilmetacrilato, la cual
es utilizada en boca durante todo el dia, convirtiéndose en un reservorio importante
de microrganismos y alimentos que estan generando el aumento en la carga
bacteriana en la totalidad de la cavidad oral; volviéndose un factor desencadenante
para la presencia de alteraciones bucales, especialmente cuando estas protesis
0 aparatos se encuentran inadaptados, ocasionando diversos malestares
en los pacientes portadores, resultando sumamente delicado en aquellos
inmunocomprometidos.?2° Lo anterior, se traduce en una incidencia de patologias,
gue a nivel epidemioldgico son consideradas con una gran ocurrencia en la consulta

odontoldgica.

Hoy en dia, los alcances en la nanociencia permiten contar con materiales
nanoestructurados, como las nanoparticulas de Plata, Cobre y Oxido de Zinc,
gue reunen propiedades antimicrobianas, empleadas como método preventivo

para el desarrollo de infecciones ocasionadas por microorganismos.

No obstante, a los avances tecnoldgicos en el campo de los materiales dentales,
se ha comprobado que la porosidad es un enorme problema del polimetilmetacrilato.
La presencia de poros superficiales o internos pueden comprometer las propiedades

fisicas, estéticas e higiénicas de una protesis, provocando que se adhieran grandes
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cantidades de microrganismos principalmente Streptococcus, y, por ende, provocando

infecciones bucales y micosis.3?

De la problemética planteada anteriormente, surge la siguiente pregunta de
investigacion:

¢, Cual sera el efecto que presentara el polimetilmetacrilato de uso odontolégico

recubierto con nanoparticulas de Plata, Cobre y Oxido de Zinc?
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5. Justificacion

El PMMA es una resina acrilica de uso frecuente en odontologia para la elaboracion
de protesis y aparatologia ortoddncica, las cuales estan en contacto con tejidos
blandos y saliva durante periodos prolongados, originando diferentes respuestas
de la mucosa oral, debidas tanto a factores mecanicos como factores quimicos
e incluso a microbiolégicos. Es necesario poder modificar el PMMA para evitar
alteraciones en cavidad oral sobre todo aquellas que se desarrollan por la adherencia
de microorganismos a dicho material.%0:5

Esta investigacion surge de la necesidad de contar con un material que posea
propiedades antimicrobianas el cual al ser adicionado al PMMA disminuyera la carga
bacteriana, reduciendo la presencia de infecciones bucales, micosis, candidiasis,
enfermedad periodontal, lesiones en tejidos blandos en pacientes portadores de
protesis; asi mismo en los pacientes portadores de aparatologia ortoddntica se
disminuiria la acumulacion de placa bacteriana, presencia de caries, mal aliento e

incluso la perdida de érganos dentarios.33°2

Hoy en dia se cuenta con nanomateriales como nanoparticulas de Plata, Cobre y
Oxido de Zinc, que poseen propiedades antimicrobianas las cuales pueden emplearse
para recubrir al PMMA y evitar alteraciones de tipo bacteriano en cavidad bucal.36:40.46

Se han incorporado las nanoparticulas a diversos materiales, siendo la excepcion el
PMMA; por lo tanto al ser este recubierto con dichas particulas, se supondria una
menor adherencia al Polimetilmetacrilato; aunque se encuentra cierta desventaja en
las nanoparticulas tanto de Plata como de Cobre, debido al cambio de color que podria
producir en el material; por lo que respecta a las nanoparticulas de Oxido de Zinc, no
han sido empleadas en recubrimientos, considerando como gran ventaja su color y

sobre todo su efecto antimicrobiano, ya que al no alterar la coloracion del PMMA,

46



se convertiria en la opcion mas viable a utilizar.

Es necesario realizar investigacion in vitro en ciencias basicas que aporte informacion
trascendente para el odontdlogo, lo cual representaria un avance en la odontologia

para que posteriormente sea utilizado clinicamente.
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6. Hipotesis

Hipotesis de Trabajo:

El PMMA de uso odontoldgico recubierto con nanoparticulas de Plata, Cobre u Oxido

de Zinc, presentara un efecto favorecedor en las propiedades del material estudiado.

Hipotesis Nula:

El PMMA de uso odontoldgico recubierto con nanoparticulas de Plata, Cobre u Oxido
de Zinc, no presentara ningun efecto en las propiedades del material en comparacién

con el grupo control.
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7. Objetivos

General

Analizar el efecto del recubrimiento de polimetiimetacrilato (PMMA) de uso
odontolégico con nanoparticulas de Plata, Cobre y Oxido de Zinc mediante la
caracterizacion con Microscopia Electréonica de Barrido (SEM), Espectroscopia de

Dispersion de Energia (EDS) y pruebas microbiolégicas

Especificos

 Sintetizar nanoparticulas de Plata (AgNPs), Cobre (CuNPs) y de Oxido de Zinc
(ZnONPs) mediante la sintesis quimica con Borohidruro de sodio como agente

reductor.

e Recubrir los bloques de polimetiimetacrilato (PMMA) con las nanoparticulas

antes mencionadas mediante la técnica de T. Bala.%3:%4

e Examinar el comportamiento de los bloques de PMMA recubiertos con AgNPs,
CuNPs y ZnONPs mediante la evaluacioén de la distribucion y analisis elemental
por Microscopia electronica de barrido (SEM) y Espectroscopia de Dispersiéon
de Energia (EDS) determinando su presencia en superficie, asi como la

proporcion de los elementos presentes.

e Realizar el cultivo, siembra y ensayo bacteriolégico de los microorganismos,

colocar los bloques de PMMA e incubar las placas.
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Comprobar el efecto antimicrobiano de los distintos grupos experimentales de
PMMA con AgNPs, CuNPs y ZnONPs sobre S. aureus, C. Albicans y E. Coli,

mediante el recuento de los halos inhibitorios.

Comparar el efecto antimicrobiano de los distintos grupos experimentales de
PMMA con AgNPs, CuNPs y ZnONPs sobre S. aureus, C. Albicans y E. Coli.

Identificar los grupos experimentales con mayor inhibicidn microbiolégica y los

que tengan menor inhibicién microbioldgica.
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8. Materiales y método

8.1 Disefio metodoloégico

Diseno de estudio: Estudio experimental

Universo:

Muestra:

Muestreo:

Blogues PMMA
Autopolimerizable
l

Figura 6. Representacion de los 8 grupos experimentales

Polimetilmetacrilato (PMMA)

240 bloques de PMMA dividido en 8 grupos experimentales

Probabilistico

Gl Control

Gl AgNPs

ARIAS

GlIl CuNPs

GIV ZnONPs

GV Control

GVI AgNPs

NIC TONE

GVIlI CuNPs

- GVIII ZnONPs

Prueba
bacteriol6gica
ante:

S. Aureus,
E. Coliy
C. Albicans
Total de
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8.2 Criterios de seleccion

Criterios de Inclusion:

Monomero y polimero de marcas comerciales antes mencionadas, nuevos y en

buen estado, almacenados correctamente.

Bloques de PMMA de 2 marcas comerciales de auto polimerizado
convencionales cilindricos con medidas de 5mm de diametro por 2mm de

profundidad.

Bloques de PMMA que se observen integros estructuralmente mediante la

inspeccion visual.

Bloques de PMMA que al ser observados por SEM de manera aleatoria

contengan nanoparticulas de Plata, Cobre u Oxido de Zinc en superficie.

Criterios de Exclusion:

Mondmero o polimero que haya expirado fecha de caducidad.

Bloques de PMMA que muestren irregularidades en la superficie, contracciéon y

cambios de coloracién visibles a simple vista.
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Criterios de eliminacion:

e Bloques de PMMA con fisuras, alteracién accidental de la superficie o

contaminacioén derivadas del proceso.
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8.3 Operacionalizacion de las variables
Variable Definicion = Definicion Tipo de Escala de @ Unidad de
Dependiente conceptual | operativa variable Medicion medida
Accion de Milimetros
una enzima | cubiertos por
Efecto para impedir | la zona de
inhibitorio de el inhibicion
bloques de | crecimiento | generada o
Cuantitativa | Escala de
PMMA contra| de agentes por los _ mm
continua razones
S. aureus, | patdgenos o | bloques de
E. coliy C. |la correcciéon, PMMA con
albicans de un AgNPs,
desequilibrio| CuNPsy
metabolico.®®> ZnONPs
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Variable Definicion Definicion Tipo de Escala de | Unidad de
Independiente conceptual operativa variable Medicién | medida
Polimero a
base de Bloques
polimetacrilato cilindricos
Resina acrilica
de metilo de o Cualitativa Escala | de 5mmde
ARIAS autopolimeriza . _ -
gran _ Nominal nominal diametro por
L ble Arias RV
aplicacion en 2mm de
odontologia." profundidad.
Polimero a
base de Bloques
polimetacrilato Resina acrilica cilindricos
de metilo de | autopolimeriza  Cualitativa Escala | de 5mmde
NIC TONE _ . _ .
gran ble NicTone nominal nominal diametro por
aplicacion en R2V 2mm de
odontologia.3 profundidad.
Particulas
coloidales
solidas con
Nanoparticulas
un rango de
Nanoparticulas de Plata
tamano de S
de Plata sintetizadas | Cuantitativa | Escalade | 5-70 nm
1a 100 nm. , .
(AgNPs) _ por método razon
derivadas de o
quimico
las sales de
nitrato de
Plata.3®
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Variable Definicion Definicion Tipo de Escala de | Unidad de
Independiente conceptual operativa variable Medicién | medida
Particulas
coloidales
solidas con un
rango de Nanoparticulas
Nanoparticulas tamano de Cobre
de Cobre de 3a 100 sintetizadas | Cuantitativa | Escala de | 3-100 nm
(CuNPs) nm. derivadas | por método razén
de Sulfato de quimico
Cobre.™
Particulas
coloidales
solidas con un .
Nanoparticulas
rango de .
Nanoparticulas de Oxido de
.. tamano de 3 a ]
de Oxido de Zinc
100 nm. Cuantitativa | Escala de | 3-100 nm
Zinc sintetizadas
derivadas de razén
(ZnONPs) por método
Acetato de o
quimico
zinc.46
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Variable Definicion Definicion Tipo de Escala de | Unidad de
Independiente conceptual operativa variable Medicién | medida
Serie de .
B Proporcion de
senales que
. los elementos
permiten .
manifestados
obtener
. - en la muestra
informacion
Analisis de los o durante
morfologica y o o .
bloques de _— analisis EDS | Cuantitativa ] Porciento en
composicion . Razoén
PMMA por _ por SEM, continua peso
quimica de los o
SEM/EDS (Carbono, atomico
elementos ]
Oxigeno,
presentes en
Plata, Cobre,
una . .
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Etapa 1

8.4  Equipo y materiales

Instrumental y Material

Molde de teflon con cavidades cilindricas de 5mm de diametro por 2mm
Resina acrilica autopolimerizable Arias RV (Arias plus, México, Lote
1018000009)

Resina acrilica autopolimerizable NicTone R2V (MDC Dental, México, Lote
170619144)

Portaobjetos (Portaobjetos de vidrio para Microscopio con pantalla,
esmerilados, 25x75mm, Madesa, México)

Gasas Estériles (Gasa simple esterilizada con 6xido de etileno, 10cm X
10cm doblada, Dibar, México)

Gotero (BM, México)

Godetes (BM, México)

Espatula 7a metalica (Hu-Friedy, USA)

Espatula para Cemento (Hu-Friedy, USA)

Tijeras iris curva (Hu-Friedy, USA)

Pinza de curacion (Hu-Friedy, USA)

Mango de bisturi 4 (Hu-Friedy, USA)

Hoja de bisturi #11(Hu-Friedy, USA)

Papel filtro Whatman #42 (Papel filtro de 110 mm de diametro, GE

Healthcare, USA)
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. Matraz aforado de 100 ml., 200 ml., 250 ml. (Kimax Kimble, USA)
. Vaso de precipitado de 150, 250 Y 500 ml. (Kimax Kimble, USA)
. Piceta de 500 ml. (BM, México)

. Barra agitadora magnética (SP scienceware, USA)

. Termometro 260°C (Brannan, UK)

. Frasco de vidrio color ambar (BM, México)

. Frasco de vidrio con tapa (BM, México)

. Lentes de proteccién (Grainger, México)

. Cubre bocas (Mascarillas quirurgicas de tres pliegos con filtro antibacterial,

Ambiderm, México)
. Guantes estériles (Guantes quirurgicos Uniseal, Guilin HBM Healthcare,

China)

Equipo
. Balanza Analitica (Explorer Pro Model EP213C, OHAUS Co).
. Sonicador (Bransonic Ultrasonic Cleaner 2510)
. Parrilla electromagnética de agitacion (Thermo Scientific Cimarec)

. Microscopio Electrénico de Escaneo (SEM) (JEOL, JSM-6510LV)

Sustancias
. Agua destilada (Agua destilada, WOHLER. México)

. Alcohol isopropilico (Eter etilico anhidro, WOHLER. México)
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Etapa 2

Acido oleico (BM, México)

Metanol (Alcohol metilico RA ACS, Metanol, WOHLER. México)

Sales de Nitrato de Plata (AgNQOz3) (Sigma Aldrich, Germany)

Sulfato de Cobre pentahidratado (CuS0O4.5H20) (Sigma Aldrich, Germany)
Acetato de Zinc dihidratado (Zn(C2H302)2.2H20) (Sigma Aldrich, Germany)

Borohidruro de sodio (NaBH4) (Sigma Aldrich, Germany)

Instrumental y Material

Cepas de E. Coli, S. Aureus, Candida Albicans

Agar Sal y Manitol (BD Bioxon ™, México)

Agar MacConkey (BD Bioxon ™, México)

Agar Biggy (MCD LAB, México)

Peroxido de Hidrégeno al 30%, sorbitol y manitol para pruebas de
susceptibilidad (Productos quimicos Monterrey SA., México)

Placas de Petri; cristal 10 cm (Plato Petri p/Cultivo, Vidrio, Kimax Kimble,
USA)

Tubos estériles y tubos de centrifuga (Tubo Cénico para Centrifuga, Lab
Safety Supply, USA)

Torundas estériles (Algodon absorbente elaborado con fibras 100% de

algodén quirurgico, Protec, México)
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Equipo

Asas de platino (agujas y asas de inoculacion entre 1 y 10 uL, Fisher
Scientific, Madrid)

Portaobjetos y cubreobjetos (Portaobjetos de vidrio para Microscopio con
pantalla, esmerilados, Madesa, México

Hisopos con cloruro de sodio 3M (Minnesota Mining and Manufacturing Co,
USA)

Bolsas de esterilizacion (Medicom, USA)

Espatulas (Hu-Friedy, USA)

Gradillas (Gradilla de alambre, CIVEQ, USA)

Guantes de autoclave

Cinta termolabil (Cintas auto-adhesivas indicadoras de esterilizacion,
Dentalab, Barcelona)

Pinzas portatubos (Pinza para tubo de ensaye, CIVEQ, USA)

Mecheros Bunsen (Mechero Bunsen sencillo, AESA, México)

Lampara de alcohol (CIVEQ, USA)

Incubadora bacterioldgica (Incubadora Riossa, USA)

Congelador (Congelador horizontal, Ecoshel, USA)

Autoclave (All American Portable Pressure Sterilizer No. 1925 Wisconsin
USA)

Balanza analitica (Explorer Pro Model EP213C, OHAUS Co)

Calibrador de Vernier. (Calibrador digital Digimatic, Mitutoyo, México)
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8.5 Meétodo

Etapa 1

e Preparacion de las muestras

Preparacion de los bloques de PMMA: Pesar 2 gr de polvo de la marca Arias (Arias
plus, México, Lote 1018000009) y 1 ml de mondémero, comenzar a mezclar, colocarla
en el molde de teflon, esperar a que se active la fase gomosa o elastica, se retiran los
bloques del molde de teflon, después se recortan y almacenan. Realizar el mismo
procedimiento con el acrilico Nic Tone (MDC Dental, México, Lote 170619144).

Se elaboraron 240 bloques con un diametro de 5 mm x 2 mm; los blogues obtenidas
se colocaron en frascos de vidrio afiadiendo alcohol isopropilico y sonicadas durante
10 min para eliminar impurezas. Se dejaron secar por 12 hrs; posteriormente se
esterilizaron con 6xido de gas de etileno y se almacenaron en frascos de vidrio

estériles.

L L e

a. Acrilico NicTone b.  Acrilico Arias
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c. Molde de tefléon con acrilico d. Bloques de PMMA e. Almacenado de las muestras

Figura 7. Preparacion de las muestras.

e Sintesis in situ

Las Nanoparticulas fueron sintetizadas por el método de T. Bala y Jasso et al.>3>4

= Sintesis in situ de Nanoparticulas de Plata:

Se colocaron los bloques de PMMA en una solucion de 1x102M de acido oleico
con metanol, la cual se agit6 a 500 rpm hasta la evaporacién total del metanol,
una vez ocurrida la evaporacion del metanol se preparé una solucion de Sales
de Nitrato de Plata (AgNO3) a una concentracion de 1x102M afadiéndose a los
bloques de PMMA dejandose en agitacion durante 24 horas. Pasadas las 24 hrs se
inicié la reduccion mediante la adicion de una solucion de borohidruro de sodio
(NaBHj4) al 4x10-2M, dejando reaccionar durante 30 min. Posteriormente, se retiraron
las muestras de la solucion, se lavaron con agua destilada para eliminar cualquier
exceso de reactivo, se dejaron secar, inmediatamente, se almacenaron en frascos de

vidrio estériles color &mbar.
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a. Acido oleico y metanol b. Bloques de PMMA c.

d. Sales de Nitrato de Plata e. Adicion de la solucién de Sales de Nitrato de
Plata a los bloques de PMMA

Borohidruro de Sodio

h.  Bloques de PMMA con AgNPs i.  Almacenado de las muestras

Figura 8. Sintesis in situ de AgNPs
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= Sintesis in situ de Nanoparticulas de Cobre:

Se colocaron los bloques de PMMA en una soluciéon de 1x102M de acido oleico
con metanol, la cual se agito a 500 rpm hasta la evaporacién total del metanol,
una vez ocurrida la evaporacion del metanol, se preparé una solucion de sulfato de
Cobre pentahidratado (CuSOa4 5H20) a una concentracion de 1x102M, misma que se
afiadio a los bloques de PMMA dejandose en agitacion durante 24 horas. Pasadas las
24 hrs se inicid la reduccion mediante la adicién de una solucion de borohidruro de
sodio (NaBH4) al 8x102M, dejando reaccionar durante 30 min. Pasando el tiempo
establecido, se retiraron las muestras de la solucion, se lavaron con agua destilada
para eliminar cualquier exceso de reactivo, y se dejaron secar, para posteriormente

ser almacenadas en frascos de vidrio estériles color ambar.

a. Acido oleico y metanol b. Bloques de PMMA c. Bloques en &cido oleico con metanol

d. Sulfato de Cobre e.  Adicion de la solucion de Sulfato de Cobre a los bloques
de PMMA
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f.  Borohidruro de Sodio g. Reduccion quimica

h.  Bloques de PMMA con CuNPs i. Almacenado de las muestras

Figura 9. Sintesis in situ de CuNPs

= Sintesis in situ de nanoparticulas de Oxido de Zinc:

Se colocaron los bloques de PMMA en una solucién de 1x10°M de &acido oleico
con metanol, agitdndose a 500 rpm, hasta la evaporacion total del metanol;
una vez ocurrida la evaporacion del metanol, se prepard una solucion de Acetato de
Zinc dihidratado (Zn(C2H302)2.2H20) a una concentraciéon de 1x102M la cual se
afadi6 a los blogues de PMMA, dejandose en agitacién durante 24 horas. Pasadas las
24 hrs, se inicid la reduccién mediante la adicion de una solucién de Borohidruro de
sodio (NaBHs) al 8x102M, dejando reaccionar durante 30 min. Se retiraron las
muestras de la solucién, fueron lavadas con agua destilada, para eliminar cualquier
exceso de reactivo, se dejaron secar, subsecuentemente, se almacenaron en frascos

de vidrio estériles color ambar.
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a. Acido oleico y metanol b.  Blogues de PMMA c. Blogues en acido oleico con metanol

d. Acetato de Zinc e. Adicién de la solucion de Acetato de Zinc a los bloques de
PMMA

f. Borohidruro de Sodio

h.  Bloques de PMMA con ZnONPs i. Almacenado de las muestras

Figura 10. Sintesis in situ de ZnONPs
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e Caracterizacion:

La distribucion y el analisis elemental de los bloques de PMMA impregnados con
AgNPs, CuNPs y ZnONPs se evalu6 mediante microscopia electrénica de barrido,
determinando su presencia en superficie. Los bloques fueron colocados en el
portaobjetos del Microscopio Electronico de Barrido (SEM) (JEOL, JSM-6510LV a 20
kV, Tokio, Japon) con una amplificacion de 500 a 3000x a una potencia de a 15 kV.
Seguido esto, se realizo el analisis quimico mediante Espectroscopia de Dispersion de
Energia (EDS; Oxford Abingdon, Reino Unido) con una resolucién de 127 eV para Ag,
300 eV para Cu.

a. Portaobjetos con muestras b. Recubrimiento conductor de

las muestras

c. Microscopio Electrénico de Barrido d. .Andlisis de las muestras

Figura 11. Microscopia electronica de barrido (SEM) y dispersién de energia (EDS)
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Esta fase fue llevada a cabo en las instalaciones del Centro Conjunto de Investigacion
en Quimica Sustentable (CCIQS) de la UAEM-UNAM.

Figura 12. Centro Conjunto de Investigacién en Quimica Sustentable UAEM-UNAM
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Etapa 2

e Anaélisis del efecto antimicrobiano

Se emplearon cepas de E. coli (CEPA ATCC25922), S. aureus (CEPA ATCC25923) y
C. albicans (Identificada con agar cromogénico) para realizar los ensayos de actividad

antimicrobiana.

Preparacion de la suspension e inoculacion

Se inocularon las cepas resembradas, colocando las colonias en una nueva caja Petri
en un medio especifico para cada especie, verificando su viabilidad y forma de cada

microorganismo.*’

Se prepard el inéculo seleccionando colonias viables, suspendiéndolas en caldo y
estandarizando la suspensiéon. Fue extraida la cepa caracterizada del dial; se realizd
la suspension de las colonias en solucién salina estéril ajustando el inoculo al 0.5 de
la escala de McFarland. (equivalente a 1.5 x 108 UFC / ml), las colonias fueron aisladas
de 18 a 24 horas.

a. Agar Sal y Manitol b.  Agar MacConkey c.
S. aureus E. coli

Agar Biggy
C. albicans

Figura 13. Medio de cultivo
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Se realiz6 la extraccion de la cepa, sembrandola directamente realizando una estria
masiva en una caja Petri; de ahi se fue tomando a 90 grados para hacer la siembra en

las cajas Petri experimentales.3’

Fue colocado uno a uno cada bloque en las diversas cajas Petri, asegurando tener un
contacto completo con la superficie del agar, realizando esta etapa por triplicado para

cada cepa.

El siguiente esquema representa las cajas Petri con las muestras.

O Gl O GV

Gl GVI

. Gl ‘ GVII
. GIvV . Gviil

Figura 14. |dentificacion de las muestras

E. Coli

S. Aureus S. Aureus E. Coli S. Aureus

»

C. Albicans C. Albicans C. Albicans

Figura 15. Esquema de cajas Petri con bloques de PMMA Arias impregnados con
AgNPs, CuNPs y ZnONPs
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S. Aureus E. Coli S. Aureus E. Coli S. Aureus E. Coli

C. Albicans C. Albicans C. Albicans

Figura 16. Esquema de cajas Petri con bloques de PMMA NicTone impregnados con
AgNPs, CuNPs y ZnONPs

a.  Cajas Petri con las tres cepas b.  Cajas Petri con las tres cepas
(Arias) (NicTone)

c.  Blogues de PMMA (Arias) en las cajas d.  Bloques de PMMA (NicTone) en las
Petri cajas Petri

Figura 17. Inoculacion y distribucion de las muestras
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Incubacién de la placa

Las cajas Petri fueron incubadas a 36° C en ambiente aerobio durante 72 hrs, en una

incubadora Bacteriologica marca RIOSSA.

Medicion de zonas de inhibicion

Se retir6 la placa de la incubadora a las 24 y 72 hrs para realizar la lectura de los halos

de inhibicidén emplenado una regla milimétrica.

Figura 18. Medicion zonas inhibitorias
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8.6 Consideraciones bioéticas

El presente trabajo de investigacion se realiz6 bajo la Ley General de Salud, los
codigos de bioética Helsinki, CIOMS y sometido a la aprobacion del Comité de Etica
del CIEAO.

8.6.1 Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud

De acuerdo al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
para la Salud, Articulo 17, la presente investigacién se clasifica en Categoria I:
Investigacion sin riesgo. Titulo Cuarto Capitulo | Articulo 75 a 84 que hacen referencia
a Investigaciones con microorganismos, lineamientos y capacitacién para su correcto
manejo en el laboratorio de Microbiologia, asi como los riesgos que se puedan
presentar, marcando las bases que deben cubrir las Instituciones debidamente
autorizadas con las adecuadas instalaciones para la realizacion de investigaciones con

microrganismos.>®

8.6.2 Pautas éticas de la CIOMS

Todo proyecto de investigacion debera ser revisado éticamente bajo los principios
éticos establecidos en las pautas de la CIOMS, siendo aplicadas al presente proyecto
de investigacion la pauta 1, 23, 24 y 25, las cuales hacen referencia al valor social y
cientifico de toda investigacion, los requisitos del comité de ética al cual sera

presentado el protocolo para revision y la no existencia de conflictos de interés.>’
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8.6.3 Declaracion de HELSINKI

Toda investigacion debe enviarse, para consideracion, comentario, consejo
y aprobacion al comité de ética de investigacion pertinente antes de comenzar
el estudio. Los investigadores, autores, auspiciadores, directores y editores todos
tienen obligaciones éticas con respecto a la publicacién y difusion de los resultados de

su investigacion.%8

8.7 Analisis estadistico

Se empled el programa estadistico IBM SPSS v 21 para analizar los datos obtenidos.

En el analisis estadistico, se procedieron diversas comparaciones entre los grupos de
estudio mediante la prueba de ANOVA, poshoc Tukey con un valor de p<0.05.
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9. Resultados

Una vez obtenida la adhesién de las nanoparticulas de Plata, Cobre y Oxido de Zinc a
los bloques de PMMA; se analiz6 el efecto de estos mediante caracterizacion con
SEM/EDS vy pruebas microbiologicas; de lo anterior, se manifiestan los siguientes

resultados.

e Microscopia Electréonica de Barrido y Espectroscopia de Dispersion de
Energia (SEM / EDS)

La figura 19 muestra las micrografias obtenidas mediante SEM de las muestras de
PMMA con AgNPs, CuNPs con una magnificacion de 500x; donde se comprobd6 una
distribucion homogénea y presencia en superficie de las AQNPs, CuNPs en los bloques
de PMMA, usando el método de sintesis in situ antes mencionado. La figura 19 A) (GlI)
y figura 19 B) (GVI), nos permite observar una distribucion homogénea de
nanoparticulas de Plata; la figura 19 C (Glll) y figura 19 D (GVII) muestra

aglomeraciones de nanoparticulas de Cobre.

SEl  15kV WD9mm $850
CCIQS UAEM-UNAM 18 Feb 2020

SEl 15kv WD10mm  $85¢
CCIQS UAEM-UNAM 18 Feb 2020

76



SEl 15l 10m
CClQS UAEM-UNAM 19 Feb 2020 CCIQS UAEM-UNAM 18 Feb 2020

Figura 19. Micrografias representativas del SEM

La figura 20 corresponde al andlisis de mapeo quimico elemental, el cual mostré picos
de absorcion de 3 KeV para Ag, 8 KeV para Cu; el EDS nos permitié observar la
presencia de diversos elementos quimicos en alta concentracion en 50 micras
barridas, como Ag con 5.18% en peso para Gll (A) y 8.12% en peso para GVI (B);
Cu con 8.72% para Glll (C) y 9.36% para GVII (D); ademas de otros elementos como
Carbono y Oxigeno. Teniendo que la absorcion de Cu fue mayor, en particular para
los bloques de la marca Nic Tone (MDC Dental, México, Lote 170619144).

Mass Mass Norm.
Element At. No. Netto

[%] [%]
Carbon 6 3474 64.06 64.06 =
Oxygen 8 753 30.76 30.76 = -
silver 47 293 5.18 5.18 .
Sum 100.00 100.00 |, TRPTTR W 1

5 =5
Eoveray Thel]

Mass Mass Norm.
Element At. No. Netto

% 1%

Carbon 6 4769 B54.33 54.33
Oxygen 8 866 27.55 27.55
Silver 47 &13) 8.12 8.12 =
Sum 100.00 100.00
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Element At. No. Netto

[%a] [%]
carbon 6 83152 59.83 59.83 |
Oxygen 827711 31.45 3145
Copper 29 3891 8.72 8.72| =

Sum 100.00 100.00

Element At. No. Netto

[%] [%61]
Carbon 6 9781 60.70 60.70
Oxygen 8 3031 29.94 29.94
Copper 29| 487 9.36 9.36/ =
Sum 100.00 100.00 *

Figura 20. Espectro representativo de la composicién quimica obtenida por
espectroscopia de dispersion de energia (EDS) y andlisis de mapeo basado en SEM

Mass Mass Morm. ~’

Mass Mass Norm. -

e Analisis del efecto antimicrobiano

Los blogues de PMMA impregnados con AgNPs, CuNPs y ZnONPs se probaron contra
especies de E. coli, S. aureus y C. albicans. En la Figura 20 se observa la formacién

de halos de inhibicién, los cuales muestran un efecto antimicrobiano contra E. coli y

S. aureus.
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b)

Figura 21. Imagenes representativas de los bloques de PMMA, Arias (a), Nic Tone
(b), con AgNPs, CuNPs y ZnONPs en la evaluacion in vitro con cepas
Staphylococcus aureus (I), Escherichia coli (II) y Candida albicans (ll1).

La tabla 3 presenta los resultados del analisis estadistico de la medicion de los halos
de inhibicibn (mm, Media y Desviacion estandar) para los bloques de PMMA con
AgNPs, CuNPs y ZnONPs contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida

albicans.

Tabla 3. Resultados del test antimicrobiano (media y desviacién estandar).

. ) Halos de inhibicién (mm, Media + SD)
Microorganismo

Gl Gl GIV GVI GVl GVl

(A) S. aureus 1.33+0.577 2.33x0.577 2.66+0.577 1330577 3.66+0.577 1+0
(B) E. coli 1+0 0.66 £0.577 1.33+0.577 0.66 £0.577 1+0 1.33+0.577

(C) C. albicans 00 00 00 00 00 00

Como se puede observar en la Tabla 3, para S. aureus el grupo con mayor efecto
inhibitorio fue GVII seguido del GIV; en contraparte, el efecto menor se observo en
GVIIl. Para E. coli los grupos con mayor efecto inhibitorio fueron GIV y GVIII; en
contraparte el efecto menor se observd en GVI seguido de Glll. No se obtuvo efecto
inhibitorio para C. albicans. Los detalles de todos los grupos se muestran en la Tabla
3.
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11. Resumen / Abstract

Novel nanoparticles with a biocidal effect; application in the dental area: a

systematic review

Resumen:

La cavidad bucal esta revestida por una biopelicula constituida por bacterias y hongos,
dichos microorganismos tienen la posibilidad de ocasionar alteraciones en la cavidad
oral; por consiguiente, es imprescindible eliminar dicha biopelicula bacteriana, ya sea
de forma mecanica o por medio de agentes antimicrobianos. La adhesion de un agente
antimicrobiano a diferentes materiales dentales como nanoparticulas metélicas y oxido
metdlicas, las cuales poseen excelentes propiedades antimicrobianas, podria ser
eficaz en la prevencién de infecciones bucales. La finalidad de esta revisién es analizar
el impacto antimicrobiano de las nanoparticulas de Plata (AgNPs), Cobre (CuNPs) y
Oxido de Zinc (ZnONPs) al ser adicionadas a diversos materiales dentales por medio
de una revision sistematica de la bibliografia publicada hasta el momento.

Palabras clave:

Nanoparticulas de Plata, nanoparticulas de Cobre, nanoparticulas de Oxido de Zinc,

materiales detales, efecto antimicrobiano, sintesis quimica.

Abstract:

The buccal cavity is coated by a biofiilm made up of bacteria and fungi, such
microorganisms can cause alterations in buccal cavity; therefore, it is essential to
remove such biofilm, either by mechanical means or by antimicrobial agents. Adhesion
of antimicrobial agents to different dental materials such as metallic nanopatrticles and
metal oxides, which have excellent antimicrobial properties, could be effective
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preventing oral diseases. The purpose of this review is to analyze the antimicrobial
impact of Silver (AgNPs), Copper (CuNPs) and Zinc Oxide (ZnONPs) nanoparticles
(NPs) when added to various dental materials by a systematic review of bibliography

published to date.
Keywords:

Silver nanopatrticles, copper nanoparticles, zinc oxide nanopatrticles, dental materials,

antimicrobial effect, chemical synthesis.
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12. Discusion

El polimetilmetacrilato (PMMA) es una resina acrilica de uso frecuente en odontologia
para la elaboracién de proétesis y aparatologia ortoddncica, las cuales estan en
contacto con tejidos blandos y saliva durante periodos prolongados, originando
diferentes respuestas de la mucosa oral, debidas tanto, a factores mecanicos como
factores microbiolégicos. Dutra et al.®3 (2018), report6 que la adherencia microbiana a
diversos materiales, entre ellos las resinas acrilicas, se relaciona con sus
caracteristicas superficiales, siendo una de ellas la porosidad del material, originando

mayor acumulacion de placa bacteriana en la superficie de los materiales.

Por lo tanto, al recubrir el PMMA con agentes antimicrobianos se obtiene un efecto de
inhibicion del crecimiento microbiano con lo cual se podrian evitar alteraciones en
cavidad oral desarrolladas por la adherencia de microorganismos a dicho material.>®
En los ultimos tiempos, las nanoparticulas de Plata, Cobre y Oxido de Zinc, han sido
objeto de multiples investigaciones, siendo aplicadas a diversos materiales en el area
odontoldgica, debido a su potente accion antimicrobiana dada a la relacion superficie-
volumen, inhibiendo la proliferacion microbiana considerandoseles excelentes

antimicrobianos.®°

Existen diversos métodos para la sintesis de nanoparticulas, siendo el método quimico
el mas utilizado. La sintesis quimica se da a través del auto ensamblaje de a&tomos a
nuevos nucleos que se convierten en una particula con tamafio de nanoescala, estas
nano estructuras son controladas por estabilizadores. Dentro de los precursores para
la sintesis de nanoparticulas se encuentra nitrato de Plata, cloruro de Cobre, sulfato
de Cobre y cloruro de zinc; como agente reductor se tiene la polietilenimina ramificada
o citrato de sodio.®! Hernandez et al.1? (2017), realiz6 sintesis in situ de Nanoparticulas
de Plata en modulos elastoméricos de ortodoncia, confirmado mediante el analisis

EDS la presencia de Plata. Argueta et al.'# (2018), sintetizé nanoparticulas de Cobre
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por método quimico agregandolas al acrilico termopolimerizable, reportando
nanoparticulas en un rango de 400-800 nm. En esta investigacion la sintesis in situ de
las nanoparticulas se obtuvo por método quimico, propuesto en el estudio de Bala®®
(2011), en el andlisis EDS se confirmo la presencia de los elementos Plata y Cobre en
alta concentracion. La distribucién de las nanoparticulas en la superficie del PMMA se
obtuvo siguiendo el método propuesto por Jasso et al.>* (2019), en su estudio recubrié
brackets de ortodoncia con nanoparticulas de Plata, mostrando una distribucion y
adherencia en la superficie de los brackets. Vikram et al.®? (2020), incorpord
nanoparticulas de Oxido de Zinc en diferentes concentraciones al monomero liquido
el cual fue mezclado con el polimero en polvo para obtener muestras de acrilico, estas

muestras fueron sometidas a una prueba de flexion.

En el presente estudio, las nanoparticulas se encontraban tanto adentro de los bloques
de PMMA, como recubriendo la superficie, mediante las micrografias SEM, se
comprobd una distribucion homogénea y presencia en superficie de las AgNPs
y CuNPs en los bloques de PMMA, donde GIlIl y GVII, mostraron mayor presencia
y distribucion en superficie, esto puede deberse a que las nanoparticulas de Cobre se
encontraban mono dispersas, por lo que recubrieron gran cantidad de la superficie del
PMMA; estos resultados demuestran que el método propuesto por Bala®3® (2011),
y Jasso et al.>* (2019), para la coagregacion de nanoparticulas al PMMA es una
alternativa viable y novedosa; puesto que el método de sintesis mas utilizado es la
mezcla de nanoparticulas en suspension acuosa al monémero antes de la mezcla del

polimero.%3

Estudios in vitro demuestran que las nanoparticulas de Plata, Cobre y Oxido de Zinc,
son potentes antimicrobianos al combinarse o recubrir diversos materiales. Espinosa
et al'® (2018), reporto la inhibicion bacteriana de S. mutans en la superficie de brackets
y alambres de ortodoncia, los cuales recubri6 con nanoparticulas de Plata de dos

tamafios. Jasso et al.®® (2020), modificé la superficie de los brackets de ortodoncia con
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nanoparticulas de Plata, demostrando una disminucion en la adhesion de S. mutans 'y

S. sobrinus a la superficie de estos.

Esta investigacion reveld un efecto inhibitorio de las nanoparticulas de Plata, Cobre y
Oxido de Zinc sobre S. aureus y E. Coli. Los resultados mostraron en el analisis del
efecto antimicrobiano contra S. aureus que GVII seguido de GIV fueron los grupos con
mayor efecto inhibitorio obteniendo halos de inhibicion de 3 a 4 mm; en contraparte, el
efecto menor se observé en GVIIl. Las nanoparticulas de Cobre, coagregadas a los
bloques de PMMA de la marca NicTone (MDC Dental, México, Lote 170619144),
fueron las que mostraron un mayor halo de inhibicién, seguido de las nanoparticulas
de Oxido de Zinc coagregadas a los bloques de PMMA de la marca Arias (Arias plus,
México, Lote 1018000009). En el analisis contra E. Coli los grupos con mayor efecto
inhibitorio fueron GIV y GVIII donde los halos de inhibicién fueron de 2mm; en
contraparte el efecto menor se observé en GVI. En general, las nanoparticulas de Plata
mostraron un menor efecto inhibitorio sobre especies Gram-positivas y Gram-
negativas reportando halos inhibitorios de 1mm, lo que difiere en un estudio realizado
por Guadarrama et al.*® (2018), en el que recubrié hilos de sutura con nanoparticulas
de Plata, obteniendo una inhibicion del crecimiento de S. aureus y E. Coli de 2.5 mm

en promedio.

En los resultados obtenidos en este estudio no se observé la formacion de halos de
inhibicién contra C. albicans, sin embargo, se demuestra un efecto antifungico al no
presentarse un crecimiento de la levadura en la superficie de los bloques de PMMA,
sugiriendo la posibilidad de que las nanoparticulas evitan la colonizacion de levaduras
en la superficie. Flores et al.%¢ (2020), presentd un estudio en el cual analiza el efecto
antifingico de discos de PMMA con nanopatrticulas de Plata, encontrando que no se
observan zonas de inhibicion dado que las nanoparticulas no se liberan de los discos
de PMMA, aun asi, actan como agente inhibidor del crecimiento de C albicans sobre

los discos. Lo que difiere en diversos estudios; Méndez et al.’” (2020) evalud la
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adhesién de C. albicans en bloques de PMMA de curado por calor y autopolimerizado,
modificados con nanoparticulas de Plata, informd, que los bloques de PMMA de
curado por calor mostraron menor adhesion a C. albicans, obteniendo un resultado
contrario con los blogues de PMMA de autopolimerizado. Usman et al.?¢ (2013),
reportd que las nanoparticulas de Cobre mostraron altas tasas de inhibicién contra
especies fangicas, concluyendo que estas nanoparticulas son efectivos antifungicos.
Miri et al.®® (2019), sintetiz6 nanoparticulas de Oxido de Zinc realizando pruebas de
actividad antifangica en C. albicans, demostrando que el efecto antifingico depende
de la dosis, es decir, al aumentar la concentracion de ZnONPs se evita el crecimiento
de los hongos, concluyendo que estas nanoparticulas tienen un efecto antifungico

aceptable.

Estos hallazgos revelaron que el recubrimiento de PMMA con nanoparticulas de Plata,
Cobre y Oxido de Zinc, presenta un alto potencial antimicrobiano evaluado con cepas
Gram-positivas y Gram-negativas; sin embargo, es necesario llevar acabo mas

pruebas con levaduras, en particular C. albicans, para demostrar un efecto antifingico.
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13. Conclusion

Con base en los resultados de esta investigacidn, se establecié que el método de
sintesis in situ propuesto por T. Bala permitié obtener e incorporar AQNPs, CuNPs y
ZnONPs, observandose una distribucion homogénea y presencia en la superficie de
los bloques de PMMA.

Las resinas acrilicas evaluadas en el grupo GIV y GVIII recubierta con nanoparticulas
de Oxido de Zinc, y la resina acrilica evaluada en el grupo GVII recubierta con
nanoparticulas de Cobre, fue la que mostraron mayor actividad antibacteriana para la

mayoria de los microorganismos.

En términos generales, el recubrimiento con nanoparticulas disminuyo la adhesién de
E. coli y S. aureus a los blogues de PMMA obteniendo inhibicion bacteriana,
demostrando tener un efecto favorecedor en sus propiedades puesto que expone
propiedades antibacterianas; sugiriendo su uso para la elaboracion de protesis y
aparatologia ortodoncica-ortopédica ya que podria reducir el riesgo de padecer
infecciones bucales, asi como disminuir la acumulacién de placa bacteriana, presencia
de caries y mal aliento. En contraste, estas nanoparticulas evaluadas contra

C. albicans mostraron una menor inhibicion a los bloques de PMMA.
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14. Sugerencias

Es necesario realizar mas estudios al PMMA modificado con AgNPs, CuNPs y
ZnONPs para examinar sus propiedades fisicas y estéticas, asi como pruebas de
citotoxicidad y biocompatibilidad; para posteriormente ser llevado a una investigacion

in vivo y asegurar el éxito de estas aplicaciones dentales.
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Ponencias y reconocimientos

Ponente en el XXVIII Encuentro Nacional y XIX Iberoamericano de Investigacion
en Odontologia ENIO 2020, en la modalidad presentacién oral con el tema
“Caracterizacion y coagregacion de Nanoparticulas de Plata y Cobre sobre la
superficie de PMMA: estudio in vitro” llevado a cabo en Toluca, Estado de

México, México, del 18 al 29 de noviembre de 2020.

Ponente en el Foro de Investigacién y Posgrado de la Facultad de Medicina,
UAQ, en la modalidad presentacion oral con el tema “Modificacion de PMMA
con nanoparticulas, una nueva alternativa biocida: estudio in vitro” llevado a

cabo en Querétaro, Querétaro, México, del 12 al 17 de abril de 2021.

Reconocimiento por haber obtenido el 1er lugar a Nivel Nacional en el Foro de
Investigacion y Posgrado de la Facultad de Medicina, UAQ, en la modalidad
presentacion oral, llevado a cabo en la Universidad Autonoma de Querétaro, del
12 al 17 de abril de 2021.

Conferencista del Programa de Formacion Integral de la Facultad de
Odontologia, UAEM; con el tema “Incorporacién de novedosas nanoparticulas

en odontologia”, realizada el dia 19 de agosto de 2021.

Conferencista del Fireside chat del Consorcio Odontologico Traslacional,
Colegio Dental del Estado de México A.C.; con el tema “Coagregacion de

nanoparticulas en Odontologia”, realizada el dia 23 de septiembre de 2021.
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