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“La Ciencia es la poesia de la realidad”.

Richard Dawkins

“El mundo del hombre contemporaneo se funda sobre los resultados de la ciencia: el dato

reemplaza al mito, la teoria a la fantasia y la prediccion a la profecia™.

Mario Bunge

“Incluso la gente que afirma que no podemos hacer nada para cambiar nuestro destino, mira

antes de cruzar la calle”.

Stephen Hawking

“Para ensefar a los demas, primero has de hacer tu algo muy duro: has de enderezarte a ti

mismo”.

Siddharta Gautama
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1. ANTECEDENTES

1.1 Microbiota normal

En un individuo sano los tejidos internos pertenecientes a o6rganos tales como el corazén y
cerebro normalmente estan libres de microorganismos. Sin embargo, los tejidos superficiales
(piel y mucosas) estan constantemente en contacto con microorganismos del medio ambiente
y son facilmente colonizados por especies diferentes. La microbiota normal estd constituida
por una multitud de bacterias, hongos, protozoarios y virus, tan solo la microbiota intestinal
humana constituye un complejo ecosistema integrado por alrededor de 400 especies
bacterianas. ~ Asimismo, colonizan ambientes especificos como la piel, el tracto
gastrointestinal, cavidad bucal, orofaringe y sistema genitourinario, entre otros. La poblacion
de microorganismos que se encuentra en contacto directo con el hombre, excede al nimero
de células corporales del mismo en una relacion de 10:1 (por cada célula humana hay 10
microorganismos). Tomando en cuenta que el cuerpo humano se compone aproximadamente
de 1013 células, el organismo humano lleva consigo a 104 células que no le son propias. Los
intestinos gruesos son la parte anatomica en la cual reside la mayor parte de la microbiota, la
cifra de MO (microorganismos) es de aproximadamente 10!2-1014 (equivalente cercano al
1-1,5 kg en peso), esta cifra resulta ser superior a la encontrada en el subsuelo, suelo y

océanos.!,2

1.2 Microbiota bucal

Los MO posiblemente fueron los primeros seres vivos que habitaron el planeta tierra, se sabe
que en el momento actual alcanzan una cifra que ronda entre 300,000 y 1,000,000 especies,

las cuales tienen un papel fundamental en la autorregulacion del planeta.!

Hasta el momento, se considera que la ciencia ha logrado aislar y caracterizar sélo una
b

pequefia fraccion de todas las bacterias existentes, aplicando técnicas de biologia molecular

para detectar, tipificar e identificar microorganismos por ciertos marcadores moleculares. Se

ha logrado examinar una gran parte de la diversidad microbiana y analizar la estructura de las


https://es.wikipedia.org/wiki/Aparato_genitourinario
https://es.wikipedia.org/wiki/Especie
https://es.wikipedia.org/wiki/Protozoario
https://es.wikipedia.org/wiki/Hongo
https://es.wikipedia.org/wiki/Tejido_(biolog%2525C3%2525ADa)

comunidades microscopicas. Esto ha permitido establecer dos conceptos importantes:

microbioma y microbiota.2:3

Se conoce como microbiota normal (anteriormente flora normal), indigena o nativa a aquellos
MO que residen normalmente en la mayoria de los hombres sanos en estado de mutualismo o
comensalismo. La linea divisoria entre los M.O. que forman parte de la microbiota normal de
aquellos que no lo son a menudo no es clara. Por ejemplo el Streptococcus pneumoniae y la
Neisseria meningitidis, dos agentes causales de meningitis y otras patologias, se encuentran

presentes como microbiota normal en alrededor del 5% de la poblacion.3

Dentro de las acciones benéficas de la microbiota normal en la salud humana se ha reportado
la generacion de sustancias bactericidas que limitan el sobre crecimiento de otras bacterias; la
saturacion de receptores en los tejidos mucosos puede evitar el ingreso de gérmenes
exdgenos, y la sintesis de vitaminas ayuda a convertir pigmentos y sales biliares en los

intestinos.2

Dentro de los efectos nocivos, se ha demostrado que la presencia de gran cantidad de
bacterias en determinados nichos ecoldgicos, predispone a que en ciertas circunstancias, los
microorganismos salgan de su habitat e ingresen en sitios normalmente estériles, con la

consiguiente produccion de patologias conocidas como infecciones enddgenas.3

Se clasifica a la microbiota normal en dos tipos:

1. Invariable o residente, formada por especimenes relativamente fijos de MO que en caso de
desaparecer, vuelven inmediatamente cuando eliminan dicho factor.

2. Transitoria, constituida por gérmenes que en algunas ocasiones llegan al huésped,
provenientes del medio ambiente permaneciendo en las mucosas o piel durante periodos de

horas o dias.3

El concepto de microbiota era un paradigma dominante en las ciencias médicas, considerando
a los MO como agentes extrafios; esta idea llevd a la opinion de que la eliminacioén de los
patdégenos mas comunes resultaria en la mejora de la enfermedad. Actualmente este punto de

vista ha cambiado, ya que los resultados de muchas investigaciones coinciden en que los



humanos sirven como huéspedes de los microorganismos que viven en comunidades muy
abundantes y en coevolucion. A esta forma nueva de abordar la relaciéon microorganismo-

humano se le conoce como microbioma humano.4

La microbiota oral es un ecosistema muy complejo que contiene una gran variedad de
especies microbianas, la boca se coloniza por microorganismos antes de la erupcion del
organo dentario y posterior a la erupcion el biofilm (biopelicula) crece y se desarrolla en las
superficies duras del diente que se encuentran expuestas, cubiertas al inicio por una pelicula
de glicoproteinas salivales; en caso de no existir higiene bucal se acumularan grandes
cantidades de microorganismos sobre la superficie de los dientes, lo cual no sucede sobre las
superficies de tejidos blandos de carrillos y lengua debido a la descamacion de células
epiteliales. La cantidad de bacterias que se acumulan en el biofilm puede llegar a ser de 108

por mg (peso humedo).5

La cavidad bucal es un ecosistema donde conviven principalmente como comensales,
alrededor de 500 a 700 especies (aproximadamente 1010siendo el 60% cultivables) las cuales
colonizan mucosas y organos dentarios a través de la biopelicula, entre los cuales estan los

miembros del género Streptococcus.-¢

1.2.1 Microorganismos colonizadores de protesis bucales

En el proceso de adhesion bacteriana, interactian cuatro elementos: MO, caracteristicas del
material, antimicrobianos y mecanismos de defensa. La influencia de los materiales es
importante en los estadios iniciales de la adhesion, predominando dentro de las caracteristicas
del material la rugosidad y la energia superficial; estos factores inciden en las caracteristicas
de la pelicula adquirida y en la especificidad de las proteinas adsorbidas salivares que actian
como receptores condicionados por la composicion del material y por las caracteristicas de su

superficie.

En los sistema de agua corriente, los sdlidos sumergidos tienen en la superficie una pletdrica

actividad de microorganismos, los cuales deben tener capacidad de adhesion para poder



mantener su actividad. De esta propiedad (adhesion) depende que puedan fijarse a la
superficie y de esta situacion reproducirse y nutrirse, o ser renovados. De tal forma, esta
dindmica en su composicion hace que a estos sistemas se les denomine abiertos,

caracteristica principal en todos los sistemas biologicos.”

En el area odontologica la sustitucion de los tejidos dentarios por materiales restauradores o
la  rehabilitacion mediante prétesis y aditamentos en la cavidad bucal establece las
condiciones para que estas superficies, al encontrarse sumergidas en fluidos, sean colonizadas
por microorganismos. La superficie del material y sus caracteristicas, como ya se ha
mencionado, influyen en la capacidad de adhesion de los MO y en la rapida formacion de la

biopelicula (biofilm).

En estudios donde se ha medido la capacidad adhesiva de diversos microorganismos a
materiales colocados en diferentes localizaciones del 6rgano dentario, se ha observado que
destaca una mayor adhesion en superficies correspondientes a caras vestibulares y linguales.
Esto puede ser debido a que los mecanismos de auto limpieza son mas eficaces por palatino,

por lo tanto la autoclisis representa un factor determinante en la adhesion de los MO.8

También es importante considerar la rugosidad, como caracteristica de superficie; este factor
implica que las superficies mas rugosas tienen la capacidad de retener mayor cantidad de
biopelicula. Esto sucede principalmente en las superficies no pulidas de las protesis, que van
en contacto con los tejidos blandos de los pacientes, normalmente la acumulacion bacteriana
inicia en estas areas debido a que los microorganismos se protegen mejor de los mecanismos
naturales de defensa de auto limpieza y al aumentar la rugosidad, aumenta el area de

superficie con lo cual favorece la adhesion.®

Existe un factor conocido como Coagregacion, mediante el cual un MO tiene la capacidad de
establecer uniones con otras especies bacterianas; por ejemplo el S. mutans aglutina por
adicion de dextranos de peso molecular alto para formar agregados con, Neisseria, Nocardia
y con C. albicans por adherencia heterdloga, una vez que el consumo de sacarosa del ser
humano les resulta favorable para formar la biopelicula, éste sera fermentado por ambos (S.
mutans y C. albicans) produciéndose un entorno acidogénico favorable, de tal forma que la

superficie de las protesis es susceptible de ser colonizada por microorganismos que pueden



dar origen a diversas patologias de la mucosa bucal que queda en contacto directo con las

protesis como pueden ser Candidiasis y Estomatitis.

Existen 3 mecanismos de fijacion de la biopelicula a las superficies bucales:

1. Fijacion directa de los microorganismos a las superficies del organo dentario: En este
mecanismo de fijacion puede ser reversible en una primera fase y este fenomeno se explica
por medio de la energia de superficie; la cual puede resultar alta o baja entre los
microorganismos y la superficie de la protesis, dependiendo de fenomenos electrostaticos y
de hidrofobicidad y/o hidrofilia. En una segunda fase, la adhesion puede ser mediada por la
interaccion entre las diversas caracteristicas de los materiales (resinas, acrilicos, metales,

iondmeros, etc.) y receptores especificos.

2. Formacién de una pelicula orgéanica: Se presenta a las pocas horas de la insercidon en boca
de las protesis, la pelicula adquirida es constituida por las proteinas que se encuentran en la
saliva, y que estarian actuando como mediadores en la fijacion de la placa biopelicula

adherida a las superficie de las protesis.

3. Anclaje mecénico y penetracion de los microorganismos en los defectos de superficie de
los materiales: Este fendémeno favorece la formacién inicial de la biopelicula y evitar su
remocion o que entre en etapa de reversibilidad. Diversos estudios realizados para determinar
las caracteristicas de superficie, empleando diferentes materiales utilizados en el ambito
odontologico, tales como: materiales de impresion, yesos y materiales para elaboracion de
modelos, adhesivos, agentes separadores y resinas termo polimerizables y auto
polimerizables, el fendmeno da como resultado que la profundidad de las indentaciones
origine una penetraciéon que varia de 1 a 12 um; siendo la anchura varias veces superior a la
profundidad y presentando las paredes una inclinacidon expulsiva, que ofrece una resistencia

débil a la remocion de los MO.10

1.2.2 Streptococcus mutans

Entre las enfermedades de origen infeccioso que afectan al ser humano se encuentra la caries
dental como una de las mas prevalentes, consistiendo esta enfermedad en una

desmineralizacion de los tejidos duros del organo dentario producto del metabolismo
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bacteriano sobre las superficies de esmalte y posteriormente de la dentina, en la etapa de
cavilacion. Las bacterias bucales pertenecen a una compleja comunidad de numerosas
especies que participan en la formacion del biofilm o biopelicula con todas sus funciones,

propiedades e interacciones.

Las investigaciones actuales han demostrado que una variada y compleja cantidad de
microorganismos participan en la patogénesis de la caries bucal, tales como Lactobacillus
app, Actinomyces app, Veillonella y Streptoccus mutans, etc., los cuales son los agentes

patdégenos mas importantes asociados a esta entidad patologica.

El Streptococcus mutans es un estreptococo alfa hemolitico, se visualiza bajo el microscopio
como bacilo cuando se aisla de un medio que presenta un pH 4cido y como cocacea cuando
se sub-cultiva en un medio neutro o alcalino. Este microorganismo fue descrito por Clarke en
1924, quien fue el primer investigador en notar la variacion en la morfologia con el pH del
medio.*!! Es de tipo gram positivo, con disposicion en cadena, es catalasa positivo, inmdvil,
tiene la capacidad de producir acido lactico y cambia de un medio de pH 7 a 4.2 en 24 horas,
puede fermentar lactosa, manitol, glucosa, rafinosa, salicilina e insulina, no produce
hemolisis ni decoloracion en agar sangre, se sub clasifica en varios tipos de acuerdo a sus
propiedades genéticas, inmunologicas y bioldgicas, los serotipos existentes son: C, E, F y

K. 1

Con base en la composicion y los enlaces de los polisacaridos de la pared celular, los

estreptococos del grupo mutans se clasifican en los siguientes 10 serotipos:

Streptococcus mutans (serotipos C,E,F y K)
Streptococcus sobrinus (serotipos D y G)
Streptococcus cricetus (serotipo A)
Streptococcus ferus (serotipo C)
Streptococcus macacae (serotipo C)

Streptococcus downei (serotipo H).
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El Serotipo C de Streptococcus mutans es el mas predominante en la cavidad bucal

humana.s-12

En general, el habitat natural del Streptococcus mutans es la cavidad bucal humana, lugar en
donde las colonias de este microorganismo se adhieren cerca de la superficie de los 6rganos

dentarios y de las lesiones cariosas.

El crecimiento de la biopelicula proporciona las condiciones Optimas para el funcionamiento
del sistema de sefalizacion entre las células estreptocdcicas, para facilitar el intercambio
genético y generar factores de virulencia. La importancia del S. mutans como patdogeno
oportunista dentro y fuera de la cavidad bucal tiene que ver con las poblaciones formadoras
de biopelicula que pueden alcanzar alta colonizacion en areas confinadas de aparatos
protésicos, ya sea dentro o fuera de la cavidad bucal y también en vdlvulas cardiacas,
amigdalas, senos paranasales, pasajes respiratorios terminales y lesiones infecciosas en la

piel.4

Existe un amplio rango de factores de virulencia importantes para el establecimiento del S.
Mutans en la comunidad microbiana de la biopelicula; el contagio inicial se produce durante
los primeros afios de vida mediante transferencia vertical de madre a hijo, pudiendo darse
también un contagio de tipo horizontal por el contacto con otras personas cercanas como
familiares o cuidadores en etapas posteriores de la vida, otra caracteristica importante de este
MO es la persistencia de sus genotipos en la cavidad bucal de adultos, adolescentes y en

nifios mayores de 5 afios.!3

1.2.3 Candida albicans

La Candida albicans es un hongo o fungi dimorfo que suele formar largas hifas, seudohifas y
blastoconidios, que son células germantes subesféricas de 3-8 x 2-7um, y se encuentran
asociadas a especies animales de sangre caliente, su temperatura Optima de crecimiento es de
37°C. Los tractos respiratorio, digestivo, el sistema genito urinario y las heces fecales son los

repositorios mds importantes de este hongo en los seres humanos, en donde se comporta
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como un saprobio y su sola presencia no implica la presencia de infeccion; este
microorganismo no sobrevive largo tiempo en superficies carentes de humedad. Su
dimorfismo le permite evadir algunos mecanismos de defensa relacionados con la inmunidad
del huésped, cuando toma la forma de levadura se comporta como saprofita, conviviendo en
simbiosis con el huésped y cuando se presenta en forma de hongo filamentoso se convierte en

un parasito patdgeno que produce sintomas de infeccion en el huésped.!4

Las candidiasis superficiales son muy frecuentes y de facil tratamiento, y no suelen afectar la
salud de los pacientes, por otro lado, las candidiasis sistémicas son generalmente graves;

¢éstos casos estan relacionados con pacientes con deficiencias en su sistema inmune.

Las candidiasis superficiales se relacionan con alteraciones en la hidratacion y cambios en el

pH de piel, boca, faringe y otros tejidos superficiales.

La Candidiasis Bucal se presenta en tres tipos principales:

1. Seudomembranosa: Es el tipo mas frecuente y se presenta comunmente en recién nacidos y
en adultos mayores; se adhiere principalmente en la lengua, paladar y vestibulo bucal y se
caracteriza por presentarse como una capa blanca membranosa, de bordes difusos y con base
eritematosa. La membrana blanca estd formada por fibrina, células epiteliales descamadas,

leucocitos, seudohifas, leucocitos y levaduras que se unen al epitelio inflamado.
2. Hiperplasica o leucoplaquia: Se localiza cominmente en la parte dorsal de la lengua, y se
compone de una capa blanca persistente, rugosa y firme, irregular y eritematosa, asocidndose

a las estomatitis bucales y queilitis angulares.

3 Glositis Romboide. Se presenta en la parte dorsal de la lengua, atrofiando las papilas

gustativas y puede ser una variante de la candidiasis seudomembranosa cronica’

En los Adultos Mayores existe una disminucion del flujo salival que puede ser causada por la

ingesta de algunos medicamentos, a esto se suman varios factores que favorecen la
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proliferacion del hongo, como son: la pérdida de la dimension vertical por atricion, erosion,
abrasion y pérdida de los organos dentarios, lo cual origina escurrimiento salival por las
comisuras de los labios y/o retencion salival, todos estos factores crean las condiciones
ideales para la proliferacion del hongo de C. albicans, ademés se pueden afiadir factores
locales y predisponentes como el uso de protesis y dispositivos bucales por tiempos

prolongados y a la falta de higiene, lo cual puede dar origen a las estomatitis subprotésicas.$

1.2.4 Materiales para elaboracion de praétesis bucales

Los materiales con los que se fabrican las protesis bucales han variado a lo largo de la
historia humana. En las culturas antiguas hubo reposiciones hechas con marfil proveniente
de cuernos de animales, metales, conchas marinas e incluso se utilizaron dientes naturales

humanos.

La rehabilitacion dental es importante porque cumple funciones como la masticacion y
fonacion y representa una necesidad de las sociedades modernas relativa a consideraciones

estéticas.

Uno de los retos principales de la Investigacion en la Odontologia ha sido crear o desarrollar
un material biocompatible con propiedades fisicas similares a los tejidos duros y blandos de
la boca, ademas de ser facil de manipular, de larga duracién y que sea capaz de resistir las

condiciones adversas de la cavidad bucal.

Actualmente los materiales de fabricacion de las protesis son basicamente tres: metal,

ceramica y resina.

1. Metal: En la actualidad se han descubierto una amplia variedad de aleaciones metalicas en

distintas concentraciones. Ademas de aleaciones de oro existen otras aleaciones nobles como

las de Ag-Pd (Plata-Paladio).!5

Las aleaciones mas usadas para la confeccion de protesis suelen ser Cr-Ni (Cromo-Niquel) y

Cr-Co (Cromo-Cobalto), ambas se encuentran dentro del grupo de los metales no nobles.
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Los metales en Prostodoncia Dental se trabajan mediante colado con una técnica conocida
como “técnica de la cera perdidaQ y en los afios recientes se han desarrollado
vertiginosamente tecnologias novedosas como los sistemas CAD/CAM para mecanizado con
3 0 5 ejes asi como modificaciones con agregacion de diversos materiales con el objetivo de

mejorar las propiedades de los mismos desde diversos puntos de vista y necesidades.

2. Cerdmicas: Este material es también conocido como porcelana, tiene un origen mineral y
por sus caracteristicas fisicas resulta ser duro y fragil a la vez, se obtiene mediante coccidén
por accioén de calor en hornos especializados. Existen muchos tipos de ceramicas para la
confeccion de protesis dentales, clasificindose seglin su temperatura de fusion que puede ser
alta y baja y también por su composicion quimica pudiendo ser de tipo feldespatica y
aluminosa. Este material es muy utilizado por ofrecer cualidades fisicas muy similares a las

de los organos dentarios naturales en lo concerniente a caracteristicas de color y dureza.1¢

3. Resinas: Actualmente se usan distintos tipos de resina utilizadas en la elaboracién de
proétesis bucales, principalmente como base de protesis metalicas; en protesis combinadas o
hibridas. Las resinas tienen amplio uso en especialidades como ortodoncia, prostodoncia
total, prostodoncia removible y en prétesis fija se usa para elaborar restauraciones
provisionales con el objetivo de proteger temporalmente los tallados de los 6rganos dentarios
mientras se realizan las preparaciones. Es un material con excelentes caracteristicas como
facil manipulacion, propiedades estéticas y ademas ofrecen la capacidad de reproducir con
mucha similitud las propiedades anatomicas del 6érgano dentario natural.!6

1.2.4.1 Resina acrilica de Polimetilmetacrilato (PMMA)

En el area de la ciencia médica se utiliza la resina de polimetilmetacrilato para la fabricacion
de protesis oseas y como aditivo en polvo en la formulacion de medicamentos de
administracion por via oral. En este caso actia como una capsula retardante a la accion de

los medicamentos.

Las ventajas del PMMA son muchas: bajo peso molecular, baja energia superficial, mejor
transparencia, menor fragilidad. Se diferencia de otros plasticos especialmente por su mejor

transparencia, su facil moldeo y la posibilidad de reparacidon en caso de cualquier defecto
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superficial resultante de su elaboracion. La capacidad de obtener fibras continuas de gran
longitud mediante un proceso de fabricacion relativamente econdmico lo convierte en un

material que puede ser utilizado incluso en la elaboracion de fibra optica.

En la actualidad, los materiales para base de dentaduras de polimetilmetacrilato se
suministran en forma de dos componentes, el mondémero-liquido (metacrilato de metilo) se
mezcla con el polimero-polvo (formado de pequefios fragmentos de cadenas de
polimetacrilato de metilo). El mondémero disuelve parcialmente al polimero dando una masa
pléstica, ésta se mezcla dentro de un molde, donde el mondémero polimeriza; debido a esta
presentacion, se puede observar una estructura de tipo esférico, donde hay una matriz

uniforme en la que resaltan las particulas esféricas del polimero.!”

Mecénicamente, el polimetacrilato de metilo es un material fragil y relativamente rigido.
Como valores medios tiene una resistencia a la compresion de 76 Mpa (Mega pascales) y de
traccion de 55 Mpa. Una de sus desventajas es la escasa resistencia al impacto que facilita su

fractura si se deja caer sobre una superficie dura. La resistencia a la abrasion es moderada.!0

1.2.5 Aplicacion de la nanotecnologia en medicina

El término "nano” proviene del idioma Griego y significa "enano™.!!

Nanotecnologia es la ciencia que estudia los materiales, dispositivos y cualquier otra
estructura que se componga de particulas muy pequenias del orden de al menos 1-100 nm (0.1

a 0.01 micras).

Eric Drexler (1980) del Instituto Foresight, implanté por primera vez el término
11,12,18

“nanotecnologiaQ

Por su parte, Richard Feynman (1959) fue el primero en hacer referencia a las posibilidades

de la nano ciencia y la nano tecnologia durante un discurso ofrecido en el Instituto
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Tecnolégico de California, titulado: “En el fondo hay espacio de sobraQ Feynman gano el

premio Nobel de fisica en 1965.11

Las nanoparticulas son definidas por el Handbook of Pharmaceutical Technology como todas
aquellas particulas coloidales sélidas que se encuentran en un rango de tamafio de 1 a 1000
nm (1 nm = 10 m). Un nanémetro es una medida de longitud equivalente a la
milmillonésima parte del metro. Son materiales macro moleculares que se pueden utilizar
terapéuticamente en el transporte de farmacos, los cuales pueden ser encapsulados,
entrampados o disueltos. Por tal motivo la Nanomedicina incluye a un amplio rango de
aplicaciones cientificas que van desde el lanzamiento de fArmacos, la formacion de tejidos a
partir de disefios a escalas manométricas para el diagnostico y tratamiento de diversas
enfermedades hasta moléculas de farmacos que son transportadas por el sistema circulatorio

y nano robots que son capaces de reconocer células cancerigenas y destruirlas.!>

La Nanotecnologia ha modificado la perspectiva y funcionalidad de los materiales que se
emplean en el area de la salud, dicha funcionalidad consiste en la ventaja de su tamafio
(manométrico). Las nanoparticulas (Nps) muestran diversas propiedades en los sistemas
biologicos, este tamafio permite utilizarlas para penetrar y atravesar diferentes membranas
bioldgicas, como las paredes bacterianas y con esto aumentar el efecto bactericida; la
industria farmacéutica también ha sido beneficiada, pues la aplicacion de la nanotecnologia

ha permitido la creacién y modificacion de algunos medicamentos®:15:19

El método mas comun para la preparacion de AgNPs consiste en la reduccion de una solucion
salina de plata con un agente reductor como el borohidruro de sodio, el citrato o el ascorbato.
La tendencia de los métodos de sintesis, actualmente, se enfoca en el uso de compuestos
benéficos al medio ambiente. Otros métodos utilizan la condensacion de gases, irradiacion

laser y deposicion sonoquimica®:20-

1.2.6 Aplicacion de la nanotecnologia en odontologia

Al igual que la nanomedicina, la nanotecnologia y su aplicacion en las Ciencias

Odontologicas tiene como objetivo ideal crear el material perfecto que pueda ser utilizado en
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la cavidad bucal, siendo compatible y presentando propiedades fisicas similares a las de los
tejidos naturales, esto incluye bioingenieria de tejidos y diferentes tecnologias como el uso de

nanorobots.

La Nano Odontologia es muy variada y tiene un amplio rango de aplicaciones, se ha utilizado
para la creacion de ceramicas nano optimizadas, nuevos materiales con propiedades estéticas,
nanosoluciones (agentes adhesivos y polimeros modificados), materiales de impresion con
nanorellenos, nanoagujas, nanoencapsulados como vacunas y antibidticos, materiales
utilizados en la regeneracion dsea, nanofibras biodegradables, nanocristales, terapias foto
dindmicas, implantes dentales con superficies que incluyen nanotecnologia, nano robots

dentales, protesis dental con nanocompuestos, nanoestructuras, etc.!!

Las nanoparticulas son una opcidon que ha comenzado a tener un rol destacado en la
Odontologia; existen aplicaciones concretas como las nanoparticulas de plata (AgNPs) que se
utilizan como una alternativa en curaciones dentales por poseer propiedades antifiingicas,
antibacterianas y de antidesgaste. En Ortodoncia, se utilizan las nanoparticulas para controlar
la senalizacion del dolor e incrementar la ramificacion de las terminaciones nerviosas al
utilizar nanoesferas que favorecen la regeneracion de tejidos nerviosos. En Implantologia se
ha desarrollado un biomaterial conocido como nano hueso, que simula la estructura y
composicion del hueso humano. También se han creado implantes inteligentes, que son
capaces de identificar el tipo de tejido que se esta formando sobre ellos, para liberar factores
de crecimiento, lo cual favorece el desarrollo tisular.!l:2! En prostodoncia se han podido
modificar los materiales para conferirle propiedades antibacterianas y antifingicas a las

placas base utilizadas en las protesis parciales y totales.

1.2.7 Uso de nanoparticulas de plata (AgNPs) en los materiales dentales

Los componentes de plata (Ag) han sido conocidos por su actividad antimicrobiana desde

hace siglos por diversas culturas alrededor del mundo.

La plata tiene un amplio espectro de actividad antibacteriana, contra hongos, virus e incluso

protozoos. Esta accion se puede magnificar en forma de nanoparticula; las nanoparticulas de
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plata (AgNPs) tienen la capacidad de inactivar enzimas y prevenir la replicacion del ADN
bacteriano. Esta accion ocurre porque las nanoparticulas se adhieren a la membrana extra

celular y provocan cambios en la estructura celular modificando su permeabilidad.

Con el objetivo de proveer actividad antimicrobiana a los materiales dentales, se han
realizado diversos estudios que han demostrado que la incorporacion de la plata a resinas

dentales detiene el crecimiento de cepas microbianas 6.7-

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han sido incorporadas a adhesivos y primers
(acondicionador) para inhibir el crecimiento de MO en cavidades y en superficies de drganos
dentarios demostrando su eficacia y los unicos problemas que se han presentado son debidos
a la liberacion del ion de plata, el cual origina cambios en la dureza de los materiales y en la

coloracidn.

El amplio rango de aplicaciones de la Nanotecnologia ha desarrollado diversos métodos de
fabricacién de AgNPs (nanoparticulas de plata), asi como diversos compuestos que contienen

iones de plata o plata metalica.’

En un estudio realizado por Gémez-Quintero en 2012 se evalu6 la adherencia de Candida
albicans sobre el polimetil metacrilato (PMMA) conteniendo Oxido de Titanio (TiO2) y
adicionados o no con nanoparticulas de plata, con el resultado de que las nanoparticulas de
plata sintetizadas y agregadas al PMMA le confieren mayor efecto antimicrobiano contra
Candida albicans, lo que indica resultados prometedores para su uso clinico, proponiendo
que usar protesis dentales confeccionadas con PMMA adicionado con AgNPs (nano
particulas de plata) reduciria la presencia de estomatitis protésica en los pacientes portadores.
Se realiz6 la sintesis efectiva de PMMA con nanoparticulas de TiO> con fase cristalina
anatasa, al cual se le adicionaron nanoparticulas de plata para conferirle mayores efectos
antimicrobianos. Los resultados indican la obtencion de un compuesto eficaz ante la
presencia de Candida albicans, lo que sugiere realizar trabajos de investigacion posteriores
que demuestren su adecuado uso como material para elaborar protesis dentales y diversos

dispositivos odontolégicos .13.22
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La caracterizacion de la compatibilidad celular en cultivos in vitro e in vivo en modelos
animales y humanos de los nuevos materiales dentales con particulas nanométricas han
demostrado que incrementan la respuesta celular, presentan caracteristicas de biomimetismo
con los tejidos dentales, ofrecen propiedades antifingicas y fortalecen el desarrollo de nuevos
materiales con aplicaciones clinicas en muy diversas especialidades de las Ciencias

Odontologicas.17.18

De manera general se puede afirmar que las propiedades fisico-quimicas alcanzadas por los
materiales dentales con presencia de particulas nanométricas ha incrementado la eficiencia de

los materiales de restauracion odontologica.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial la prevalencia de la caries dental en los adultos es alta, la enfermedad afecta

a la poblacion en proporciones cercanas al 100% en la mayoria de los paises del mundo.

El nimero de organos dentarios perdidos entre los adultos se encuentra relacionado con la
edad. La pérdida de los dientes refleja la acumulacion del dafio que ocasionan las dos
principales enfermedades bucales (caries y enfermedad periodontal) y su falta de tratamiento
oportuno y enfoque preventivo, asi como la interrelacion de estas con las enfermedades

cronico degenerativas.

Preservar los d6rganos dentarios y en caso de pérdida lograr una adecuada sustitucion y/o
rehabilitacion de los mismos es importante no solo para la masticacion, nutricion y estética de
los pacientes, también juegan un papel relevante en la fonaciéon, comunicacion y calidad de
vida. La falta de programas preventivos y la ausencia de materiales con propiedades
antimicrobianas que contrarresten la caries y su consecuente pérdida de 6rganos dentarios ha
ocasionado que un alto porcentaje de pacientes en México principalmente adultos y adultos
jovenes demanden la utilizacion de protesis bucales que pueden inicialmente rehabilitar la
ausencia dentaria pero que por el uso prolongado tienden a colonizarse y convertirse en

reservorios de grandes cimulos de MO.¢

El Streptococcus mutans y la Candida albicans son dos de los principales microorganismos
relacionados con la caries y la enfermedad periodontal, el primero se encuentra presente en la
biopelicula, participando en la desmineralizacion que da lugar a las cavidades cariosas y el
segundo es un hongo que se encuentra relacionado con la inmunosupresion relacionada con la
edad y con padecimientos cronico degenerativos y que tiene la capacidad de colonizar la
superficie de las protesis que se encuentran en contacto directo con un medio himedo durante

tiempos prolongados, dando lugar a estomatitis bucal y/o subprotésica.23

En la actualidad, la investigacion en nanotecnologia aplicada a las Ciencias Odontologicas se
puede catalogar como un proyecto innovador, con un fuerte potencial para revolucionar los

materiales usados en la rehabilitacion, asi como en el diagndstico y tratamiento de las
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enfermedades odontologicas y ademas presenta un enfoque preventivo, razoéon por la cual es

necesario hacer investigacion.

2.1 Pregunta de investigacion

(Cual es el material para elaboracion de bases para protesis con menor y mayor adherencia de

Streptococcus mutans y Candida albicans?
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3. JUSTIFICACION

Actualmente existen pocos reportes en la literatura acerca del Streptococcus mutans y
Candida albicans con respecto a su adhesion a los materiales utilizados para fabricar aparatos
protésicos, los datos obtenidos en esta investigacion aportarian informacion de importancia
clinica, sugiriendo el material con menor adherencia a microorganismos que pueda ser usado

clinicamente.

La rehabilitacion protésica total o parcial es el Gnico recurso existente para devolver al
paciente su capacidad masticatoria y su estética cuando ha perdido sus érganos dentarios, por
lo tanto, el estudio y mejoramiento de los materiales que se usan para elaborar aparatos

protésicos es muy importante dentro de las ciencias odontologicas.??

En la Reptiblica Mexicana se contempla dentro de la Ley General de Salud en su articulo 27
que la prevencion y control de las enfermedades bucales debera ser realizado por servicios
profesionales odontologicos pertenecientes al sector publico y privado, debido a que el
sistema de salud nacional es mixto, las instituciones que conforman el sistema deben
proporcionar un conjunto de servicios con el fin de proteger, promover y restaurar la salud

bucal de la poblacién.s

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido al grupo de edad de entre 35 a 44
afnos como el grupo de seguimiento estdndar para las condiciones de salud de los adultos, ya
que permite observar el efecto total de la caries dental, la salud periodontal y el resultado
general de los servicios dentales. Cabe destacar que el grupo de edad conformado por la
poblacion que tiene entre 65 a 74 afos correspondiente a los Adultos Mayores se ha
convertido en un foco de atencion debido a la disminucion de la tasa de mortalidad y
aumento de la esperanza de vida y longevidad; es dentro de este amplio grupo de poblacion
donde se tienen que volver a replantear modelos de atencidon preventivos; actualmente la
demanda de tratamientos bucales que incluyen aparatos protésicos necesarios para rehabilitar
los 6rganos dentarios perdidos es muy amplia, por lo tanto, resulta primordial la investigacion

en materiales dentales que puedan aportar un beneficio preventivo con la capacidad de limitar
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o detener la adhesion de microorganismos, lo cual podria disminuir los altos indices de caries,

estomatitis, enfermedad periodontal y perdida de 6rganos dentarios.524.25

También es importante destacar que en México, la incursion en el campo de la
nanotecnologia se encuentra poco desarrollada y es necesaria una completa inmersion a €ste
conocimiento a todos los profesionistas e investigadores dedicados a la bioingenieria en la

Medicina y Odontologia.>

La Odontologia del futuro serd totalmente diferente cuando la farmaco genética, la
Bioingenieria de tejidos, la modificacién de biomateriales, la terapia con células madre, la
imagenologia y la bioinforméatica confluyan con el propdsito de disefiar nuevas técnicas

diagnosticas y terapéuticas!!.19.20.26.

Ademas resulta necesario considerar que la globalizacion y el desarrollo tecnoloégico moderno
obligan a una transformacion de la ciencia odontologica mediante el uso de nano sistemas
para el tratamiento de diferentes padecimientos. Sin embargo, se debe hacer énfasis en que
existen factores sociales, asi como dilemas éticos, reglamentaciones y limitantes legales y
normativas para establecer tratamientos con esta tecnologia en seres humanos, todas estas
dificultades se tienen que afrontar para que la nanotecnologia pueda incorporarse a la
Odontologia de manera completa. Una forma de superar estos dilemas es realizar
investigacion en ciencia bésica para demostrar que el desarrollo y modificacion de los

materiales dentales es necesario antes de usarlos clinicamente de manera segura..22.23.27
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4. HIPOTESIS

Hipotesis de trabajo:

Los modelos prototipo de resina compuesta a los que se les afiadieron particulas de plata
tendran menor adherencia bacteriana de Streptococcus mutans y Candida albicans en
comparacion a los grupos de resinas de prescripcion protésica sin ningun agente

antimicrobiano.
Hipotesis nula:

Los modelos prototipo de resina compuesta a los que se les afiadieron particulas de plata
tendran significativamente mayor adherencia bacteriana de Streptococcus mutans y Candida
albicans en comparacion a los grupos de resinas de prescripcion protésica sin ningun agente

antimicrobiano.
Hipotesis alterna:

Se genera el mismo patron de adherencia sin importar la modificacion de la composicion de

los materiales.
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5. OBJETIVOS

General:

Determinar cuantitativamente el grado de adherencia bacteriana de Streptococcus mutans y

Candida albicans en resinas compuestas de prescripcion protésica.
Especificos:

* Cuantificar la adherencia de Streptococcus mutans y Candida albicans mediante el uso de
marcadores radiactivos (tritio h3).

* Analizar la adherencia de Microorganismos por medio del microscopio electronico de
barrido.

* Determinar si la solucion de nanoparticulas de plata modifica alguna etapa de
polimerizacion del acrilico auto polimerizable.

* Identificar si la solucion de nanoparticulas de plata modifica alguna etapa de
polimerizacion del acrilico termo polimerizable.

* Determinar las resinas compuestas de prescripcion protésica con mayor o menor
susceptibilidad de colonizacion de Streptococcus mutans.

* Identificar las resinas compuestas de prescripcion protésica con mayor o0 menor
susceptibilidad de colonizacion de Candida Albicans.

* Analizar mediante Microscopia Electronica de barrido (MEB) el nivel de adherencia de
bacterias.

* Realizar caracterizacion de las resinas compuestas de prescripcion protésica mediante
EDX. (andlisis por emision de dispersion de rayos X con microscopio electronico de

barrido).
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6. DISENO METODOLOGICO

6.1 Tipo de estudio

Experimental in vitro

6.2 Poblacion y Universo

Se consideraron un total de N=240 muestras (bloques de resina de 4x4x1) divididos en 8

grupos con una n=30 como a continuacion se describe:

Grupos Experimentales:

GI= PMMA Arias® Auto polimerizable con AgNPs (n=15)
GII= PMMA Nic Tone® Termo polimerizable conAgNPs (n=15)
GIII= PMMA Nic Tone® Auto polimerizable con AgNPs (n=15)
GIV=PMMA Arias® Termo polimerizable con AgNPs (n=15)
Grupos Control

GV= PMMA Arias® Auto polimerizable (n=15)

GVI= PMMA Nic Tone® Termo polimerizable (n=15)

GVII= PMMA Nic Tone® Auto polimerizable (n=15)

GVIII= PMMA Arias® Termo polimerizable (n=15)

6.3 Muestreo

No probabilistico, por cuota y conveniencia.
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6.4 Criterios

Criterios de Inclusion:

Muestras de Polimetilmetacrilato Auto polimerizable y Termo polimerizable con AgNPs

que cumplan con el tamafio de 4x4x1.

Muestras de Polimetilmetacrilato Auto y Termo polimerizable sin defectos de

polimerizacion.

Muestras de Polimetilmetacrilato Auto y Termo polimerizable elaboradas con las Np's Ag
para los grupos correspondientes, asi como monomero y polimero proveniente de
empaque sellado y dentro de la caducidad del fabricante.

Criterios de exclusion:

Muestras de Polimetilmetacrilato Auto y Termo polimerizable con defectos en la

polimerizacion.

Muestras de Polimetilmetacrilato Auto y Termo polimerizable con un tamafio menor o

mayor a 4x4x1.

Polimetilmetacrilato que contenga en su composicion algin tipo de agente antimicrobiano

en su manufactura original.

Polimetilmetacrilato reforzado o que contenga algin tipo de elemento que incremente su

dureza en su manufactura original.
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Criterios de Eliminacion:

Muestras que sufran fracturas o deformacion antes o durante en el momento de la fase

experimental.

Muestras que sufran contaminacion bacteriana previa a la fase experimental.
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6.5.Variables

Variable

Adherencia
bacteriana

Microdureza

Adicion de
nanoparticulas

Acrilico termo
polimerizable

Acrilico auto
polimerizable

Operacionalizacion de las variables

Definicion
conceptual

Definicion
operacional

Tipo de
variable

Dependiente

Proceso por el cual
las bacterias se fijan
por si mismas a las
células u otras
superficies antes de
proliferar.

Proceso por el cual Cuantitativa
se S. mutansy C.
albicans se fijan a
acrilico termo
polimerizable y
auto polimerizable.

Condicion de la Método que mide  Cuantitativa
superficie del los cambios en la
material, no resistencia de la
representa ninguna superficie de los
propiedad de la materiales.
materia y esta
relacionada con las
propiedades
elasticas y plasticas
del material.
Independientes
Accioén de afiadiruna  Accién de afadir  Cuantitativa

particula
microscopica con
por lo menos una
dimensién menor
que 100 nm.

Fibras y materiales
plasticos que se
obtienen por
polimerizacion del
acido acrilico o de
sus derivados

Fibras y materiales
plasticos que se
obtienen por
polimerizacion del
acido acrilico o de
sus derivados y que
polimerizan
mediante luz
halégena.

nanoparticulas de
plata.

Acrilico Nic Toney  Cuantitativa
acrilico Arias termo
polimerizable.

Acrilico Nic Toney Cuantitativa
acrilico Arias auto
polimerizable.

Escala de
mediciéon

Continua

Razoén

Continua

Continua

Continua
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7. MATERIALES Y METODOS

La fase operativa se realizé en el Laboratorio de Isdtopos Radiactivos de la Universidad de

Asahi, Japon.

7.1 Preparacion de muestras

Se utilizaron 240 muestras separadas en 8 grupos: 4 para el grupo experimental y 4 para el
grupo control para cada microorganismo; dando un total de 120 para C. albicans y 120 para

la prueba de adherencia con S. mutans.

Las muestras fueron elaboradas utilizando un molde de teflon con cuatro contenedores cada
uno del cual se obtiene un tamafno de 4x4xImm para cada muestra; la solucion de
nanoparticulas de plata se afiadi6 al polimero auto polimerizable y termo polimerizable en
una proporcion de 1.25 mL por cada 12.5 g. de polvol7,18, (la solucion de nanoparticulas de
plata utilizada en este estudio consisti6 en una solucion de agua bidestilada con una
granulometria promedio de 15 a 20nm), posteriormente se tuvo cuidado de proteger el
polimero modificado de la luz natural y/o artificial y se mantuvo en incubacion el material
durante 24 horas, después de este tiempo se realizd la mezcla mondomero-polimero y al
alcanzar el PMMA auto polimerizable la fase filamentosa de polimerizacion se rellenaron los
compartimentos del molde de teflon el cual fue recubierto con un porta objetos de cristal para
facilitar que el material alcance la fase rigida de polimerizacion, es en esta etapa cuando las
muestras son retiradas del molde de teflon, recortadas con hoja de bisturi y posteriormente
pulidas cada una de ellas por sus cuatro caras, utilizando lijas de grano ultra fino y de manera

estandarizada para evitar un sobre pulido.

Las muestras de PMMA termo polimerizables fueron elaboradas mediante la técnica de
eliminacion de cera, utilizando el molde de teflon y el polimero con AgNPs para empaquetar
el acrilico y cocerlo, una vez realizado este procedimiento las muestras son recortadas y

pulidas al igual que las auto polimerizables.
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Las muestras auto polimerizables y termo polimerizables de los Grupos Control siguen los

mismos pasos de elaboracion sin afiadir la solucion de AgNPs al polimero.

El tamano de la nanoparticula de plata utilizada en el estudio tuvo un promedio de 15 a 20
nm (nandmetros) diluidas en una solucion de agua bidestilada determinada a través del SEM

(Microscopio electronico de barrido).

Todas las muestras se limpiaron ultrasénicamente durante un minuto y los grupos de muestras

sin adicion de AgNPs fueron ademas esterilizadas con gas de 6xido de etileno.

7.2 Cultivo y radiomarcaje de los microorganismos

El radio marcaje de los microorganismos se realizo en el Laboratorio de Is6topos Radiactivos

de la Universidad de Asahi, utilizando Timidina kBq (6 3H).

Cultivo de los Microorganismos: cepas de C. albicans (ATCC 18804) y S. mutans
(ATCC25175) que se encontraban en ultracongelamiento fueron cultivadas anaerobicamente
a 37°C en un medio semi so6lido de Tripticaseina de Soya (TSBY), (BBL, Cockeysville, MD,
USA) con extracto de levadura (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) durante 18 horas.
Después, los microorganismos fueron extraidos del medio semisélido de TSBY e inoculados
anaerobicamente usando TSBY en un medio liquido en 150 mL, con un marcador radiactivo,
74 kBq de [6-3H] Timidina (para codificar los microorganismos) los cuales fueron cultivados
durante 18 horas a 37°C. Posteriormente los microorganismos fueron recolectados mediante
centrifugacion a 12,000 rpm durante 15 minutos (8 g) dentro de una solucion salina de PBS a
0.05 M ajustada a pH 7.0, soluciéon con la que los microorganismos se lavaron tres veces,
obteniendo una solucion final de 150mL de microorganismos con marcaje radiactivo a una

concentracion de 105 UFC/mL.

Este procedimiento se realizd en dos fases, la primera para C albicans y la segunda para S

mutans.
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7.3 Analisis de adherencia

Las muestras de PMMA fueron suspendidas individualmente mediante un dispositivo
metalico (gancho/pinza) sujetado a una tapa de metal con capacidad para colgar 20 muestras,
realizando este procedimiento por triplicado (60 muestras por ensayo) y las muestras se
sumergieron en un fluido con 150 mL de S.mutans (ATCC25175), radiomarcado con tritio
(5,6 3H) e incubadas a 37°C dos horas en constante movimiento mediante agitacion
magnética durante 2 hrs., posteriormente las muestras fueron recuperadas y lavadas de
manera individual a tres tiempos en un molde de vidrio con solucion de PBS, posteriormente
se colocaron para secado en el laboratorio a temperatura ambiente con ambientes controlados

de humedad entre 16 y 25% de humedad.

Las bacterias radio marcadas adheridas a los bloques de PMMA se midieron a través de un
equipo automdtico de combustion (LSC-900, Aloka, Tokyo, Japan), los residuos de la
combustidon son capturados y recolectados en una solucion liquida de aquasol, acto seguido
para la medicion se empled una maquina de centelleo (luz u 6ptica estroboscopica) que al ser
proyectada sobre esta solucion exita a las moléculas asociadas a isotopos radiactivos, los
cuales pueden medirse por medio de sensores que detectan Carbono 14 (14C) y Tritio ((H); los
valores estimados se expresan mediante una medida de desintegracion por minuto (dpm), esta
medida se repitio tres veces por la maquina para asegurar la confiabilidad de los resultados,
entendiéndose que a mayor radiactividad (dpm), es atribuida proporcionalmente mayor
colonizacidon de microorganismos. Cabe sefialar que es entonces proporcional la cantidad de
radiacion detectada con el nivel de colonizacion de microorganismos, por lo tanto, a mayor

radiacion, mayor el nivel de colonizacién de microorganismos.
Se realizo el mismo procedimiento hasta completar el analisis de adherencia de 60 muestras

para C. albicans y 60 para S. mutans de manera independiente. Este procedimiento fue

realizado en dos ocasiones completando un total de 240 muestras analizadas.
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7.4 Analisis microscopico

Algunas muestras representativas fueron observadas en el Microscopico Electronico de
Barrido (SEM, por sus siglas en inglés) bajo los siguientes aumentos: 2500x 5000x y 8000x a
una aceleracion de SKv y en la muestra perteneciente al grupo Arias Auto polimerizable de C

albicans a 10 000x, a 5 Kv cuando se detectaron caracteristicas diferentes al resto.

Antes de poder ser observadas en el SEM, las muestras fueron fijadas previamente con
Glutaraldehido, fijadas con tetra 6xido de Osmio (OsOs), deshidratadas con una serie
ascendente de etanol a 60, 70, 80 y 95% vy posteriormente secadas en congelacion.

Finalmente fueron recubiertas con una fina capa de Osmio.

El escaneo por dispersion de energia fue realizado utilizando microscopio EDS (Oxford
Abingdon, UK) adjunto a microscopio electronico (SEM, Japdn) para llevar a cabo el

analisis de caracterizacion registrando la dispersion de energia con una resolucion de 137eV.

7.5 Evaluacion de microdureza Vickers

Se realizaron tres indentaciones aleatorias del centro a la periferia en la superficie de cada
muestras de PMMA usando un diamante con una punta piramidal a 25 Kg de carga durante
10 segundos. Se midieron los ejes “x y “yOen milimetros para dividirlos y obtener el nimero
de dureza Vickers correspondiente (VHN por sus siglas en inglés) lo valores obtenidos se
calcularon a través del paquete computacional Hardness-Course Vickers/ Brinell/ Rockwell
copy right IBS 2012 version 10.4.4.

Un total de 120 muestras fueron agrupadas en 8 grupos (n=15/grupo) para la prueba de
dureza Vickers de la siguiente manera:

GI PMMA Arias Auto polimerizable con AgNPs

GII PMMA Nic Tone Termo polimerizable con AgNPs
GIII PMMA Nic Tone Auto polimerizable con AgNPs
GIV PMMA Arias Termo polimerizable con AgNPs

GV PMMA Arias Auto polimerizable
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GVI PMMA Nic Tone Termo polimerizable
GVII PMMA Nic tone Auto polimerizable

GVIII PMMA Arias Termo polimerizable

7.6 Consideraciones Bioéticas

El presente estudio no infringe la Declaracion de Helsinki ni va en contra de ningln principio
cientifico y moral debido a que se trata de un estudio in vitro, que no contempla estudios en
células humanas o animales, Unicamente la modificacidon en laboratorio en situaciones

controladas de un tipo especifico de biomaterial.

Los estudios se realizaron en laboratorios del Instituto de Isdtopos Radiactivos de la Escuela
de Odontologia de la Universidad Asahi en Japon, en donde cuentan con protocolos
especificos de control de radiaciones y de acuerdo a ordenanzas gubernamentales y de la
misma Universidad, los participantes fuimos sujetos a estudios de laboratorio y se recibié un
entrenamiento previo en el manejo de material radiactivo, ademas de contar todo el tiempo
con dosimetros y con el equipo de proteccion necesario y suficiente para un desempeio

seguro dentro del horario de trabajo en los laboratorios.
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8.1 Analisis estadistico

Se realiz6 con Anova de un factor con prueba post hoc de Sheffe para encontrar diferencias
estadisticamente significativas entre los promedios de los grupos.”” de student utilizando el

programa SPSS V.18.

8.1.1 Analisis Microscopico

Figura 1. Microfotografia a 8000x de C albicans adherida a superficie de PMMA auto
polimerizable con AgNPs.

38



Figura 2. Microfotografia a 2500x de C. albicans adherida a superficie de PMMA auto
polimerizable.
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Figura 3. Microfotografia a 5000x de C. albicans adherida a superficie de PMMA termo
polimerizable.
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Figura 4. Microfotografia a 2500x de S. mutans adherido a superficie de PMMA termo
polimerizable con AgNPs.

Figura 5. Microfotografia a 2500x de S. mutans adherida a superficie de PMMA termo
polimerizable.
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9. DISCUSION

La Anodoncia Total y Parcial a consecuencia de caries dental y enfermedad periodontal se
rehabilita con aparatos protésicos elaborados principalmente con materiales como el
polimetilmetacrilato (PMMA), el cual se utiliza en la Odontologia desde inicios del siglo
pasado; las protesis bucales, al encontrarse en un medio hiimedo bucal son susceptibles de
colonizarse por muy diversos microorganismos; y como consecuencia de esta adhesion
microbiana, sobrevienen diversas patologias bucales como estomatitis sub protésicas y caries

secundaria.28.29

Estudios previos demuestran la capacidad de colonizacion de diversos microorganismos en
la biopelicula que se encuentra adherida a las superficies de los 6rganos dentarios asi como la
capacidad de colonizacion principalmente en las partes no pulidas y rugosas de los aparatos
protésicos que se encuentran en contacto directo durante tiempos prolongados con los tejidos
blandos del paciente.30.31.32 El proceso de endurecimiento al que es sometido el PMMA puede
influir en la capacidad de colonizacidn, las resinas termo polimerizables tienen como
iniciador de polimerizacion al peroxido de benzoilo, el cual se activa por arriba de los 60°C;
este iniciador se descompone en radicales libres que reaccionan con las moléculas de
monoémero disponibles e inician una polimerizacion en cadena, pasando de un estado gomoso
a un estado rigido; por otro lado, las resinas auto polimerizables inician el proceso de curado
mediante una amina terciaria (dimetil-p-toluidina ¢ acido sulfonico) este método de curado se
lleva a cabo a temperatura ambiente y da como resultado un material de peso molecular mas
bajo que incide negativamente en las propiedades de resistencia del material y origina un
porcentaje de entre 3 a 5% de mondmero residual no polimerizable , dando lugar a

rugosidades y defectos en el pulido.30

Se ha demostrado que C. albicans y S. mutans son dos microorganismos representativos que
forman parte de la biopelicula presente en las superficies de las protesis en los pacientes con
Anodoncia Parcial o Total.33 En un estudio preliminar realizado como parte de esta
investigacion se demostrd la presencia de halos de inhibicion en muestras de PMMA termo

polimerizables con AgNPs ante C. albicans y E. faecalis. Los estudios de adhesion
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microbiana relacionados con biomateriales, han dado como resultado prototipos y productos
comerciales que pueden utilizarse en cavidad bucal cumpliendo el objetivo principal de no
originar caries secundaria o algun otro efecto nocivo a los tejidos blandos a consecuencia de
su uso; para ello, la investigacion relacionada con estos biomateriales y su mejora antes de
poder probarse en boca debe cumplir con altos estandares de calidad internacional y ser
sometidas a pruebas y estudios de investigacion que contemplen muchas variables como
pueden ser pruebas de adhesion bacteriana, biocompatibilidad, citotoxicidad, resistencia a la
fractura, resistencia a la tension, dureza y micro dureza, etc. asi como probarse tanto in vitro
como in vivo.3435 en este sentido las propiedades de inhibicion bacteriana han sido
ampliamente investigadas con la utilizacion de diversos metales y 0xidos; particulas de Plata
(Ag), Oro (Au), Oxido de Zinc (ZnO), Oxido de Titanio (TiO2), Oxido Nitrico (NO), y
Clorhexidina son ejemplos de metales y 6xidos que, incorporados a muy diversos materiales
como fibras de nylon, resinas, cementos, tinturas, adhesivos, polimeros, etc. han demostrado

tener moderadas a fuertes propiedades de inhibicion bacteriana-36

El presente estudio se enfoca en la capacidad de inhibicion bacteriana de la Plata (Ag) en su
forma de Nanoparticula (AgNPs) incorporada al polimetilmetacrilato (PMMA) y tuvo como
proposito identificar las posibles variaciones en los patrones de adhesion de la C. albicans y
el S. mutans en diferentes tipos de PMMA modificados con AgNPs.37.38 Estudios in vitro han
demostrado la efectividad anti microbiana de las nanoparticulas de plata en diversos tipos de

materiales como metal y fibras sintéticas, principalmente como recubrimiento.3?

En este estudio las nanoparticulas de plata (AgNPs) se afiadieron al polimero; por lo tanto, al
hacer la mezcla monomero-polimero las particulas se encuentran integradas de manera
homogénea a las muestras. Este estudio es consecuente con estudios similares que han
demostrado actividad biocida de las AgNPs en muestras de PMMA, a diferencia de otras
investigaciones en las cuales las AgNPs han sido afiadidas en forma de recubrimiento a

diversos materiales odontologicos como brackets, nylon, bandas ortodoncicas, etc.32.33.34

La presente investigacion parte de la necesidad protésica de crear un material que pudiera

tener una perspectiva de aplicacion clinica 1til en prostodoncia total, parcial, removible y en
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general en cualquier aplicacion o dispositivo de uso odontolégico elaborado con PMMA en
donde las necesidades de reparacion, afiadidos, rebases, etc. hagan complicada la viabilidad
de las AgNPs en forma de recubrimiento, estos factores pueden ser motivo de nuevos
estudios que ofrezcan evidencia cientifica con el fin de lograr un material que ofrezca
actividad anti microbiana el mayor tiempo posible ante luz, saliva, cambios de temperatura,
proporciones estandarizadas, etc., (variables que no fueron analizadas como parte del

estudio)4041

La concentracion de la solucion de AgNPs anadida al polimero fue de 20 mL / 100g. por lo
tanto, es necesario realizar estudios similares subsecuentes a diferentes proporciones para
saber cudl podria ser la concentracion de AgNPs ideal que, sin modificar o alterar las
caracteristicas del material y su polimerizacioén pudieran tener el mayor efecto antimicrobiano

durante tiempos prolongados.4243

De acuerdo a estudios similares realizados con marcadores radiactivos, niveles mas altos de
radiactividad debidos al radiomarcaje de microorganismos, son consistentes con el
incremento en la adhesion de los mismos a las superficies de las muestras y por el contrario,
con un efecto inversamente proporcional, bajos niveles de radiaciéon indicaron una

disminucidn en la adhesion de los microorganismos a la superficie de las muestras.+4

Este estudio demostrd con precision el nivel de adhesion de S. mutans y C. albicans a las
muestras de PMMA; al ser cultivados y probados de manera independiente ambos
microorganismos y su actividad sugieren que pueden relacionarse con la actividad cariosa y

las estomatitis sub protésicas o alguna otra patologia de tejidos blandos.

Es importante mencionar que pudieron existir variaciones en la cantidad de microorganismos
adheridos a las superficies debido a la polimerizacion del material; el estudio incluy6 dos
tipos de acrilico: auto polimerizable y termo polimerizable, las diferencias en la
polimerizacion, pudieron originar distintos niveles de dureza y porosidad que afectan de
manera inmediata el pulido, esto puede influir en la adherencia de los microorganismos a las

superficies; fenomeno consistente con estudios similares en los cuales se demuestra que el
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PMMA termo polimerizable presenta mejores cualidades al pulido debido a una mayor

dureza del material y menor porosidad.4>

Por otro lado, la incorporacion de la solucion con nano particulas de plata al
polimetilmetacrilato cambi6 las caracteristicas de superficie de las muestras experimentales
auto polimerizables, observandose mayor rugosidad y porosidad, lo cual es notable en las
microfotografias obtenidas con el microscopio electronico de barrido (SEM) principalmente
en la prueba de adhesion microbiana con C. albicans.

En términos generales, los hallazgos del estudio muestran diferencias en el nivel de adhesion
entre las muestras de PMMA auto polimerizable y el termo polimerizable identificando una
menor adherencia de ambos microorganismos (S. mutans y C. albicans) principalmente para
los grupos de muestras (experimentales) en los que se incorporaron las nanoparticulas de
plata al polimero del polimetilmetacrilato, en especifico al PMMA termo polimerizable, y
para el caso del grupo GV auto polimerizable perteneciente a las muestras (control), se
identifico una notable afinidad para la adhesion a C. albicans, esto es similar a lo reportado
en otros estudios en los cuales hubo una menor adherencia in vitro de C. albicans en
materiales plasticos.4> Del mismo modo, Velazquez-Enriquez y Jasso-Ruiz han probado la
efectividad del método de evaluacion por marcadores radiactivos para medir
cuantitativamente la adhesion de microorganismos a resinas y brackets ortodoncicos.!7-18 Por
lo tanto, proporcionalmente a mayor radiacion detectada, es mayor el nivel de colonizacion
de microorganismos. Por lo que, las evidencias de este estudio sugieren la utilizacién del
PMMA termo polimerizable para la elaboracion de los diversos aparatos y dispositivos
utilizados en las diferentes especialidades odontoldgicas, con la ventaja de tener un material
con propiedades antimicrobianas y que no modifica las etapas de polimerizacion que este tipo

de material presenta.

La mayor afinidad de colonizacion de ambos microorganismos al PMMA auto polimerizable
puede ser debida a las propiedades de resistencia del material, el cual origina un porcentaje
de entre 3 a 5% de mondmero residual no polimerizado, dando lugar a rugosidades y defectos
en el pulido que sirven como reservorio de los microorganismos.3? Razon por la cual se

sugiere al clinico elegir el PMMA de tipo termo polimerizable en la practica odontoldgica.
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De acuerdo al disefio metodoldgico se contemplaron hacer pruebas adicionales consistentes
en la evaluacion de microdureza Vickers con el objetivo de analizar si la incorporacion de las
AgNPs influye directamente en las propiedades del PMMA, esta prueba reveld que los
Grupos GII y GIII mostraron la mayor microdureza Vickers y diferencias estadisticas
significativas en comparacion con los demds grupos, por otra parte el grupo VIII sin nAgNPs
mostro los valores mas bajos de microdureza Vickers y diferencias estadisticas significativas
con los demds grupos. Estos resultados son consistentes con lo reportado por Ozkanoglu,

2020 que evalu6 la microdureza y estabilidad de diferentes materiales restaurativos.46

Es necesario realizar més investigacion e incluir diferentes variables como luz, humedad,
oclusion, etc. también pudiera ser factible realizar estudios similares con distintos
microorganismos de manera simultanea para encontrar la proporcion ideal del antimicrobiano
(AgNPs) afiadido al PMMA que demuestre una mayor capacidad de inhibicién y que al
agregarse al polimetilmetacrilato pueda mantener sus propiedades fisicas ideales en cuanto a

dureza y micro dureza, porosidad y cambios de coloracion.
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10. CONCLUSION

Los principales resultados de esta investigacion son los siguientes:

Las muestras de PMMA auto polimerizables mostraron mayor adherencia de S. mutans y C.

albicans en comparacion con los bloques de PMMA termo polimerizables.

Se identificaron cambios en la topografia observando cualitativamente una superficie mas
rugosa en los grupos de muestras experimentales GI y GIII congruente a los resultados de la
prueba de adhesion microbiana para S. mutans y C. albicans lo cual fue notable en las

micrografias obtenidas mediante el microscopio electréonico de barrido (SEM).

Los datos mas relevantes con respecto a la evaluacion de adhesion bacteriana son los

siguientes:

El grupo GI de muestras de PMMA para S. mutans mostré la menor colonizacion de

microorganismos con un valor de 1648,1427 dpm.

El grupo GIV de muestras de PMMA para S. mutans mostr6 la mayor colonizacién de

microorganismos con un valor de 1914, 7657 dpm.

El grupo GVI de muestras de PMMA con AgNPs presentdé menor adherencia para C. albicans
con un valor de 822.8663 dpm.

El grupo GV de muestras de PMMA presenté mayor adherencia para C. albicans con un

valor de 1706.1760 dpm.

La prueba de microdureza Vickers demostréo que los grupos GII y GIII evaluados en este
estudio obtuvieron los valores mas altos de dureza, esta informacion puede resultar util para
el clinico al considerar esta propiedad con respecto al uso de PMMA en Prostodoncia Parcial

y/o Total.
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La informacién reportada en esta investigacion podria utilizarse para ayudar al clinico en
odontologia a seleccionar el tipo de polimetilmetacrilato mas adecuado para la incorporacion
de nanoparticulas de plata con beneficios biocidas ante Streptococcus mutans y Candida
albicans; la modificacion del PMMA realizada en este estudio podria evitar los problemas
relacionados con la adhesion de microorganismos a las protesis y aparatologia elaboradas con
este material, asi como previniendo diversas patologias como estomatitis bacteriana y caries

dental.
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12. ANEXOS

Articulo publicado en Revista Interciencia, Vol. 45(1)
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ADHESION OF MICROORGANISMS
TO SILVER NANOPARTICLE-
MODIFIED
POLYMETHYLMETHACRYLATE

Segundo articulo aceptado, capitulo de libro
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: El objetive de esta investigacion fue
determinar el efecto antimicroblano de PMMA
(termo  polimerizable y auto  polimerizable)
modificados con nanoparticulas de plata (AgNPs)
mediante cultivos  bacterianos. Material y
Métodos: AGNPs con un tamano promedio de 15-
20nm diluidas en alcohol metlico se afadieron al
polimero de cualro tipos de PMMA en una
proporcién  de  12.5gr/  polimero  por
1.26mIAGNPs, Un total de 64 muestras fueron
elaboradas y separadas en ocho grupos; por otra
parte, Enterococcus faecalis y Streptococcus
mutans  fueron  cultivados de  manera
independiente  utilizando medio de cultivo
semisolido de agar tripticaseina de soya (TSA); en
la prueba de adhesion microbiana se colocaron 4
muestras de cada grupo en cajas Petri cultivadas
de manera independiente para cada
microorganismo.  Resultados: Las muestras
pertenecientes a los grupos: GIl PMMA Nic
Tone® Termo curable conAgNPs, GIV PMMA
Arias® Termocurable con AgNPs, GVI PMMA Nic
Tone® Termo curable y GVII PMMA Arias®
Termocurable presentaron una superficie mds
tersa al pulido; las muestras Autocurables del
grupo Experimental GI PMMA Anias® Auto
curable con AgNPs y Glll PMMA Nic Tone®
Autocurable con  AgNPs; las  pruebas
microbioldgicas evidenciaron una baja inhibicion
bacteriana con respectc a la formacion de halos
anle los dos microorganismos utilizados en esta
prueba (E. faecalis y C. albicans), sin embargo, se
destaca que a 4B horas de incubacion no hubo
crecimiento alrededor ni sobre la superficie en los
siguientes grupos: Gl PMMA Arias® Auto curable

con AgNPs, GIl PMMA Nic Tone® Termo curable
conAghPs, Gl PMMA Nic Tone® Autocurable
con AgNPs, y GIV PMMA Arias® Termacurable
con AgNPs. Conclusiones: Los hallazgos de este
estudio preliminar demostraron la  mayor
inhibicion de microorganismos en el grupo Gill,
esto sugiere gue la modificacion al PMMA con
AgNPs es exitosa en diversos tipos de materiales
existentes en el mercado odontologico,
adicionalmente se abservo potencial de inhibicion
sobre C. albicans y E. faecalis, microorganismas
considerados como patégencs, lo que podria
ayudar en la prevencion de estomatitis
bacteriana.

Palabras clave: PMMA, £. faecals, C. albicans,
AgNPs

Test of biocide effect C. albicans and E.
faecalis on PMMA with AgNPs. Preliminary study
Abstract

: The purpose of this research was to
determine the antimicrobial effect on PMMA
(heat-curing and self-curing types) added with
silver nanoparticles (AgNPs) by bacteria cultures,
Material and Methods: AghPs with an average
size of 15-20 nm diluted in methyl alcohol was
added into a polymer powder of four types of
PMMA, the incorporation rate was 1.25ml
{AgNPs) per 12,6 g. (polymer powder). A total of
64 samples were used in this study separated into
eight groups; Enferococcus faecalis and C.
albicans were independently cultivated in a
semisolid Trypticasein Soy Agar (TSA) In the
microbial adhesion test, four samples of each
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