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RESUMEN

INTRODUCCION. La rehabilitacion de pacientes desdentados es vital para recuperar
las funciones alteradas por la pérdida de las piezas dentarias. Existen distintos
métodos de rehabilitacion, siendo el mas comun la proétesis removible debido
principalmente a razones economicas. El uso de estos aparatos produce una serie
de alteraciones en la cavidad bucal, entre estas se encuentra la estomatitis asociada
a levaduras del género Candida. ElI microorganismo que se ha detectado con mayor
frecuencia en este tipo de lesiones es Candida albicans, por lo que se considera
fundamental para el desarrollo de esta patologia. Se ha visto que para que esta
infeccion se produzca se debe colonizar en un primer momento la prétesis removible,
este seria el primer paso para la generar la infeccion de la mucosa oral. El
tratamiento de este tipo de lesiones puede resultar dificil, particularmente en
pacientes con condiciones predisponentes. Por esta razén se deben promover
acciones preventivas que eviten que esta se produzca. Actualmente se ha
descubierto que nanoparticulas metalicas poseen un fuerte efecto antimicrobiano,
por lo que se estan utilizando actualmente en el area médica con el objetivo de
prevenir infecciones. Los metales mas utilizados con este fin son el cobre y la plata.
En el presente estudio se utilizaron nanoparticulas de cobre (CuNPs) para fabricar
un nuevo material en base a acrilico para determinar la capacidad de estas CuNPs
de inhibir el crecimiento de C. albicans, una levadura comensal de la microbiota oral,
analizando el fendmeno en la superficie de los compdsitos como en el medio de
cultivo en el cual se sumergieron las muestras.

METODOS. Se fabricaron muestras de acrilico cargadas con distintas
concentraciones de CuNPs. La caracterizacion de estas se realiz6 mediante
espectroscopia VIS-UV y espectrometria de energia dispersiva. Las muestras de
acrilico se sumergieron en caldos de cultivo en los que se sembraron colonias de
Candida albicans para evaluar si se detectaba alguna actividad antimicrobiana en
relacion al control. Se realizd un recuento de unidades formadoras de colonia (UFC)
a partir de diluciones del sobrenadante y del eluido desde de la superficie de las
muestras.

RESULTADOS. No se apreciaron diferencias significativas al comparar el



crecimiento de microorganismos en el medio de cultivo. Sin embargo a partir de los
eluidos se pudo ver una disminucion considerable en el nimero de UFC obtenidas
desde las muestras cargadas con CuNPs y las muestras control. Este efecto fue
directamente proporcional a la cantidad de CuNPs presentes en la resina. La
actividad antimicrobiana se mantiene con el paso de los dias.

CONCLUSIONES. Las resinas acrilicas cargadas con CuNPs poseen una marcada
actividad antimicrobiana frente a Candida albicans cuando esta entra en contacto
con su superficie. Este efecto es directamente proporcional a la cantidad de CuNPs
presentes en su composicion y es sostenido en el tiempo. Las propiedades
presentadas por este material sugieren que podria ser utilizado para la fabricacion de
protesis removible con el objetivo de disminuir la incidencia de Candidiasis oral.



INTRODUCCION

La expectativa de vida de la poblacion ha aumentado significativamente
durante las ultimas décadas. En 1900 se estimaba en 23,5 afios para los hombres y
23,6 afnos para las mujeres, en el 2002 este indicador era de 74,4 afios para los
hombres y de 80,4 para las mujeres, mientras que en el 2009, la esperanza de vida
era de 76 afos para los hombres y de 82 para las mujeres, con un promedio de 79
afios [1]. Este envejecimiento de la poblacion genera desde el punto de vista de la
salud publica, la necesidad de tener en mayor consideracion patologias que afectan
a pacientes de estos grupos etarios. En el contexto odontologico se estima que el
98% de la poblacién entre 65 a 74 afos sufre de algun grado de desdentamiento, lo
que trae como consecuencia la alteracion de una serie de funciones [2]. Actualmente
el principal medio de rehabilitacién de estos pacientes es mediante el uso de protesis
removible, debido al alto costo de otros medios de rehabilitacién; sin embargo el uso
de estos dispositivos genera una serie de trastornos en la cavidad bucal. Entre las
patologias mas relevantes se encuentran las estomatitis generadas como
consecuencia de la infeccion por levaduras del género Candida que colonizan las
protesis removibles, las que se conocen en general con el término de candidiasis
oral.

Frente a esta situacion, y debido a lo dificil que resulta el manejo de esta
patologia, se han desarrollado diversos métodos para prevenir esta infecciéon en los
pacientes portadores de protesis. Estos van desde lograr una mejor higiene de los
pacientes a modificar la dieta para evitar el desarrollo de estos microorganismos. Sin
embargo, existe una gran cantidad de pacientes en los que estas medidas no son
suficientes para controlar la infeccion.

En los ultimos afios se han desarrollado una serie de modificaciones a los
materiales de uso médico con el objetivo de prevenir su colonizacion por parte de
microorganismos, lo que podria ser aplicado a los materiales utilizados para la
confeccion de protesis removible.

Algunos metales, como el cobre y la plata, han mostrado poseer una marcada
actividad antimicrobiana, por esta razén actualmente se estan utilizando para la

fabricacion de materiales de uso médico. Con el avance de la nanotecnologia se han
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desarrollado nanoparticulas metalicas que presentan propiedades mejoradas al

material en su estado macro.

En este trabajo se estudiara la preparacion de una resina acrilica de uso
odontologico con propiedades antimicrobianas al incorporar en su interior
nanoparticulas de cobre (CuNPs). Estas propiedades se evaluaran frente a Candida

albicans, un patégeno involucrado en el desarrollo de Candidiasis oral.



MARCO TEORICO

Actualmente, las patologias bucales mas prevalentes en la poblacion son
caries dental y la enfermedad periodontal. Estas patologias con el paso de los afios,
en caso de no recibir tratamiento, producen una destruccion y posteriormente la
pérdida de las piezas dentarias, lo que afecta la calidad de vida de los individuos en
términos de dolor, malestar, limitacion y minusvalia social y funcional [2].

Segun los datos obtenidos en la Encuesta Nacional de Salud [2], realizada en
Chile el afio 2003, entre los adultos de 35 a 44 afios solo un 20% conserva su
dentadura completa, este porcentaje disminuye a un 1% en los adultos de 65 a 74
afos. Ademas se puede apreciar que la poblacion de 35 a 44 afios tiene un
promedio de 6,5 dientes perdidos, llegando esta cifra a un 15,8 en la poblacién de 65
a 74 anos.

Frente a esta situacion, en el ambito de la odontologia, se han desarrollado
distintos métodos para remplazar las piezas dentarias pérdidas, y de esta forma
recuperar todas las funciones que se ven afectadas producto de su destruccién. Los
medios de rehabilitacion mas utilizados en odontologia actualmente son las protesis
fijas, prétesis removibles y la rehabilitacion sobre implantes. El tratamiento adecuado
para cada paciente depende de una serie de factores como la edad, aspectos
sicoldgicos, la necesidad de estética y el costo de este, entre otros [3]. Dado el alto
costo econdémico que implica la rehabilitacion mediante implantes y que el
tratamiento de protesis fija se limita solo a vanos desdentados cortos, es que el uso
de protesis removible se encuentra ampliamente masificado en la poblacion. Este
fendmeno se produce debido a que los pacientes no tienen la posibilidad de ser
sometidos a otro tipo de rehabilitacion, principalmente por el rechazo a ser
intervenidos quirdrgicamente, ya sea por condiciones de salud precaria o razones
economicas [4]. Por esta razdn la prétesis removible es actualmente una alternativa
en la rehabilitacion de pacientes parcial o totalmente desdentados, especialmente en
grupos de escasos recursos, Y es la principal forma de rehabilitacion en los servicios

de atencion primaria del pais.



Estomatitis

El término estomatitis se refiere a cualquier condicion inflamatoria del tejido
oral, incluyendo la mucosa, tejido pulpar, periapical y periodontal. Por lo que se
asocia con un gran numero de patologias [5]. Entre estas se encuentra la estomatitis
asociada al uso de prétesis, mas conocida como estomatitis subprotésica, que se

refiere a la inflamacion de la mucosa que entra en contacto con esta [6].

Estomatitis en pacientes portadores de protesis.

A pesar de ser utilizada en forma masiva, la protesis removible tienen el
potencial de impactar de distintas maneras en la salud oral. Por esta razon se
prefieren otras alternativas de rehabilitacion cuando esto sea posible. Existe
abundante evidencia de que el uso de proétesis aumenta, la acumulacion de placa y
la incidencia de gingivitis. Estos resultados no son tan categéricos para la
periodontitis, ya que no se ha demostrado asociacion directa en la incidencia de
ésta. En relacién a las lesiones cariosas, se produce un aumento en la incidencia de
caries radiculares principalmente en las piezas pilares [7]. Ademas, se ha detectado
gue el uso de estos aparatos puede producir una serie de alteraciones en la mucosa
que cubren siendo la mas comun la estomatitis subprotésica, que se presenta como
una inflamacion y eritema de la mucosa, en relacién a la protesis [6].

Se han identificado una serie de factores involucrados en el desarrollo de
estomatitis subprotésica, tanto a nivel general como local, los que se asocian con

una mayor incidencia de este tipo de lesiones:

e Condiciones generales: Edad del paciente, a mayor edad se ven mas afectados .
El género, ya que ésta se presenta con mayor frecuencia en mujeres. El
consumo de tabaco y padecer alguna patologia que comprometa el sistema

inmune.



e Factores locales: El uso de prétesis antiguas y mal ajustadas, que aumentan el
trauma y la irritacion. La falta de higiene, tanto de la protesis, como de la mucosa

El uso permanente del aparato y la presencia de infecciones microbianas [6].

Candididiasis Oral

Si se consideran solo las estomatitis subprotésicas generadas por
infecciones, se estima que un gran porcentaje son producto de una respuesta
exagerada del organismo frente una infeccion de la mucosa, por microorganismos
que colonizan la superficie de la prétesis, entre estos se encuentran, en la mayoria
de los casos, los hongos del género Candida [6]. Estos patégenos, son miembros
comensales de la microbiota oral, y se encuentran presentes en alrededor del 40
por ciento de la poblacién sin provocar problemas en la mayoria de estos. Sin
embargo, su multiplicacion descontrolada producto de un periodo de
inmunosupresion o la presencia de factores locales, permite la colonizacion de los
tejidos del paciente. Esto genera alteraciones en la mucosa oral, qgue se manifiestan
con una serie de sintomas y signos, que se conocen genéricamente como
Candidiasis Oral [8]. A pesar del gran porcentaje de portadores de levaduras del
género Candida, esta patologia no se da normalmente en la poblacion, ya que el
sistema inmune es capaz de mantener el nimero de microorganismos en equilibrio,
sin embargo este puede ser alterado por una serie de condiciones. Los factores

predisponentes mas importantes para el desarrollo de Candidiasis oral son [9]:

e Farmacos: el uso de antibiéticos de amplio espectro modifica la microbiota
de la cavidad oral, lo que permite el aumento de microorganismos
oportunistas, como es el caso de levaduras presentes en la cavidad oral.
Farmacos inmunomoduladores, como los corticoides, que generan una
alteracion en la respuesta inmune del paciente, lo que aumenta la
susceptibilidad a infecciones. Las drogas que producen xerostomia como
efecto secundario, entre los mas utilizados se encuentran los
antidepresivos, antipsicoticos, anticolinérgios, anihipertensivos vy
antiadrenérgicos. Estos disminuyen las acciones protectoras de la saliva,
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tanto por el lavado que genera de la superficie, como por la accion de

moléculas antifingicas presentes en su composicion [9].

Quimio y radioterapia: estos tratamientos generan una citotoxicidad que se
asocia con una disminucién en los sistemas de defensa del hospedero,
gue puede generar una candidiasis oral. Se ha visto que la incidencia de
candidiasis oral en estos pacientes es de un 30-94%. Ademas pueden

afectar las glandulas salivales, disminuyendo el flujo salival [9].

Dieta: La malnutricion, puede generar una disminucion en las defensas del
hospedero o una pérdida de la integridad de la mucosa oral,
principalmente una deficiencia de hierro, folatos, Vitamina C, B y A. El
exceso de carbohidratos en la dieta promueve el crecimiento y la
adherencia de especies de levaduras del género Candida a la mucosa oral
[10].

Diabetes: ElI mal control de la enfermedad provoca un aumento de
glicemia, pudiendo afectar la colonizacion de levaduras en la cavidad oral,
debido a alteraciones que facilitan y promueven el desarrollo de
microorganismos tales como la disminucion del flujo y el pH salival y el
aumento de los niveles de glucosa en la saliva [10].

Desérdenes inmunolégicos: La Candidiasis oral, es una manifestacion
comun de muchas inmunodeficiencias, las que generan un aumento en la
susceptibilidad a infecciones de este tipo [11]. Estudios demuestran que
mas de un 60% de los pacientes infectados con VIH sufre de Candidiasis y
esta cifra aumenta a 80%, en pacientes diagnosticados de SIDA. Las
manifestaciones mas comunes en estos son Candidiasis

pseudomembranosa y Candidiasis eritematosa [10].

Alteraciones en la Saliva: Existen factores que pueden alterar tanto el flujo
como la composicion salival, en este sentido la hiposalivacion y
disminucién del pH salival, se asocian con un aumento en la incidencia de

candidiasis oral. El consumo de tabaco, alcohol y cafeina, reducen el flujo
8



salival. Pacientes que padecen del sindrome de Sjogren, presentan
mayores recuentos de levaduras en la cavidad oral. Portadores de VIH y
hepatitis C pueden desarrollar una sialoadenitis linfocitica, que produce

una hipofuncion glandular, aumentando el riesgo de sufrir Candidiasis [9].

El término candidiasis oral se refiere a una serie de condiciones, por lo que se
han subdividido y clasificado con el objetivo de distinguirlas entre si y otorgar el
tratamiento adecuado a cada infeccion particular. Si se considera el origen de la
infeccion, las candidiasis orales pueden ser clasificadas como primarias y
secundarias. Las primeras se refieren a las infecciones que se originaron en la
cavidad oral o en los tejidos periorales. Mientras que la candidiasis secundaria, a
infecciones que se producen en la cavidad oral producto de una infeccién sistémica
de hongos del género Candida [12,13]. Las Candidiasis primarias se pueden
subdividir en funcién de las formas en que se presentan; se reconocen cuatro
distintas, dos de ellas transitorias Candidiasis Pseudomembranosa Aguda y
Candidiasis Eritematosa Aguda, y dos formas persistentes, Candidiasis Crdnica
Hiperplasica y Candidiasis Cronica Atréfica. Cada tipo de infeccion, se asocia con
ciertos signos clinicos y sintomas, que son influenciados por un amplio rango de
factores predisponentes [14]. De estas presentaciones, existe una que se asocia
directamente con el uso de prétesis removible, la Candidiasis Crénica Atréfica, esta
se distingue de otros tipos de Candidiasis porque se presenta en areas que estan
cubiertas por estos aparatos, como el paladar duro, y se aprecia como eritema y
edema de la zona [8]. Se considera que un 26% de los portadores de protesis se ven
afectados por esta patologia, y los principales sintomas son el dolor y ardor de la
zona.

Por su parte, Candidiasis Cronica Atréfica ha sido clasificada en funcion de
gué tan importante sea el compromiso de la mucosa cubierta por la protesis. Se

distinguen tres presentaciones [12,15]:

e Tipo I, corresponde a una inflamacién local, que se manifiesta como maculas

hiperémicas bien definidas.



e Tipo Il se presenta como un eritema difuso de una parte o toda la zona

cubierta por la protesis.

e Tipo lll, o tipo granular, compromete generalmente al paladar duro o al

reborde alveolar formando una hiperplasia papilar.

Levaduras del Género Candida

Las levaduras del género Candida pertenecen al Phylum Ascomycota, este
género incluye aproximadamente 150 especies identificadas. Estos
microorganismos, corresponden a levaduras mitosporicas alargadas o ligeramente
redondas que se reproducen por gemacion (blastoconidios). A excepcion de C.
glabrata, el resto de las especies asociadas a candidiasis pueden formar
seudomicelios; C. albicans y C. dubliniensis ademas son formadoras de hifas.
Aunque se han reportado mas de 17 especies patdgenas, el 90% de las infecciones

se atribuyen a: C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. parasilopsis, C. tropicalis [16].

Candida albicans

Al investigar los microorganismos que se ven involucrados en el desarrollo de
la Candidiasis oral, se han identificado varias especies de levaduras del género
Candida. De las que se han podido aislar en zonas comprometidas, las mas
relevantes son C. glabrata, C. tropicalis, C. kefyr, C. krusei y C. guilliermondii, sin
embargo, entre todas estas, Candida albicans es la que con mayor frecuencia se
aisla de lesiones de la cavidad oral, por lo que se considera la mas importante en el
desarrollo de Candidiasis a este nivel [14,17].

Se considera que C. albicans coloniza en primer lugar el dorso de la lengua,
y que, desde ahi, es capaz de colonizar otros sitios de la cavidad oral, como la
mucosa y piezas dentarias que son colonizados en forma secundaria [17]. Las
razones principales, por las que se considera que esta especie es la mas
importante en el desarrollo de infecciones en la cavidad oral, ademas de la

frecuencia con la que se presenta en las lesiones, es porque se ha determinado,
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tanto en animales asi como in vitro, que Candida albicans expresa una mayor
cantidad de factores de virulencia asociados a la patogenicidad de las especies del

género Candida, de estos los mas importantes son [14]:

1. Adhesion a la mucosa del hospedero: Es necesaria para la colonizacion inicial
del hospedero. Estos microorganismos tienen la capacidad de adherirse a

varios tipos celulares, incluyendo células epiteliales, endoteliales y fagociticas.

2. Secrecion de proteinasas: De estas las mas importantes son, las proteasas
asparticas, ya que son consideradas cruciales en el desarrollo de la infeccién
por Candida. Se caracterizan por mostrar una mayor actividad en condiciones

de acidez.

3. Formacion de hifas: la mayoria de las especies del género Candida modifican
su morfologia, dependiendo de las condiciones ambientales, variando desde
levaduras a pseudohifas e hifas. Se cree que las hifas, juegan un rol

fundamental en la invasion de tejidos y biomateriales.

El mecanismo principal, que permite que estos microorganismos puedan
mantenerse en la cavidad oral, a pesar de todas las medidas de proteccion que
existen, es mediante la formacion de biofiims. Estos son comunidades de
microorganismos, que se encuentran adheridos a una superficie, ya sea de algun
material o de algun tejido organico. Estan compuestos por una matriz extracelular de
polisacaridos que es producida por los mismos integrantes de la pelicula [18]. Este
es el medio preferido para el crecimiento, y se ha reportado que especies del género
Candida poseen la habilidad de formar biofilms con una virulencia mayor que otras
levaduras [14]. El biofilm, protege a las células de la accion de remocion mecanica
gue producen la saliva y el fluido crevicular, ademés, funciona como barrera
protectora frente a la penetracion de factores de la respuesta inmune del hospedero
y de antimicrobianos administrados. La formacion del biofilm de C. albicans, es un
proceso que se puede dividir en distintas etapas, comienza con la adhesion al
sustrato [18], seguido por la proliferacion de las levaduras a lo largo de la superficie

de este y el desarrollo de hifas. Finalmente, se produce la etapa de maduracion, que
11



consiste en una disminucion en el crecimiento de levaduras y un aumento en el
crecimiento de hifas; paralelo a esto se produce el desarrollo de la matriz extracelular
[19].

La adhesion inicial de las levaduras al hospedero es fundamental para el
desarrollo posterior del biofilm, esta se produce a través de distintos mecanismos de
adhesion, los que se separan en especificos y no especificos. Una forma no
especifica de adhesidn, es la atraccion de las moléculas superficiales de C. albicans
al sitio en que se producira la fijacion. Normalmente, la superficie del material se
cubre rapidamente con proteinas provenientes de la saliva, las cuales junto a fuerzas
electrostaticas, generan una proximidad entre los microorganismos y la superficie del
hospedero, permitiendo la accion de los mecanismos de adhesion especificos, a
través de una serie de adhesinas ubicadas en la superficie celular. En el caso de
Candida, esta union inicial se produce en la forma de levadura. Una vez que se ha
formado una union firme, a través de las adhesinas especificas y los receptores del
hospedero, se produce la proliferaciéon mediante un crecimiento de las levaduras y la
generacion de extensiones filamentosas. Se cree que son las hifas las que
conformaran el mayor componente del biofilm y que las levaduras permiten solo la
unién inicial. Este tipo de crecimiento de las levaduras para permitir la formacién de

las hifas estéd determinado por una serie de factores, entre ellos [14]:

1. La habilidad del hospedero de generar mecanismos de defensa innatos.

2. La competencia que exista en el medio por nutrientes necesarios para el

crecimiento.

3. El espacio disponible, para la proliferacién y la competencia que se

generara con otros microorganismos presentes en la cavidad oral.

4. La regulacion del biofilm, que se produce por las mismas levaduras del

género Candida.
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Protesis removible y Candidiasis oral.

Las razones por las que el uso de protesis removible funciona como un factor
local, que puede facilitar el desarrollo de algunas formas de candidiasis oral son
varias. Principalmente, se genera debido a que se produce un microambiente entre
la mucosa y el acrilico, que se caracteriza por poseer una baja cantidad de oxigeno y
bajo pH, generando un ambiente anaerébico ideal para la proliferacion de
microorganismos [7, 8]. Ademas, se produce un menor flujo de saliva en la zona por
el uso del aparato, impidiendo el arrastre de los microorganismos, esto sumado a
una mala higiene oral, genera las condiciones ideales para que se produzca un
sobrecrecimiento de levaduras del género Candida [6]. La limpieza inadecuada de
las prétesis, permite que se desarrolle rapidamente un biofilm de agentes patégenos
en la superficie, los que luego colonizaran la mucosa oral. Los pacientes que
mantienen una adecuada higiene de la protesis, presentan una menor incidencia de
infecciones por este tipo de patégenos [6]. Desafortunadamente, los pacientes que
utilizan protesis removibles generalmente son adultos mayores, quienes pueden
presentar una serie de impedimentos fisicos y psicolégicos, que dificultan realizar
una adecuada limpieza de estas, permitiendo de esa forma la formacion del biofilm
en la superficie.

Otro factor importante de considerar al momento de evaluar la importancia del
uso de protesis removible en la incidencia de candidiasis, es el hecho de que el
principal material de fabricacion de protesis removibles actualmente, son las resinas
acrilicas. Este es el material preferido, debido a la facilidad con que adquieren la
forma deseada y permanecen estables en el tiempo. Generalmente, para este
proceso se realiza la mezcla de un polvo que contiene polimeros de metil metacrilato
con un liquido que contenga mondmeros de metil metacrilato en una proporcion
determinada [20], luego esta se adapta a un molde, que reproduce la anatomia del
paciente para lograr una adaptacion adecuada a los tejidos biolégicos. Existe una
gran cantidad de evidencia, que indica que los hongos del género Candida son
capaces de adherirse a su superficie de este material, y que este por sus
caracteristicas facilitaria esta union [21]. Esto permite la formacion del biofilms, por lo
que es el primer paso para colonizar al hospedero y generar distintos grados de

estomatitis en la mucosa adyacente [22,23,24].
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El proceso de adhesion de los microorganismos a los biomateriales, es
distinto al que se produce en el proceso de colonizacion del hospedero [24]. Para
que se produzca esta adhesion de los microbios a la superficie de biomateriales, se
deben considerar una serie de factores. Por un lado, se deben tener en cuenta las
propiedades del material, en este son relevantes las caracteristicas de la superficie y
su composicion. Mientras que los microorganismos, también deben poseer ciertas
caracteristicas que permitan su adhesion al material, en este caso, las
consideraciones mas importantes son las propiedades fisicoquimicas de la superficie
celular, ademas de su carga e hidrofobia [24]. Si se analiza la superficie del material
que sera colonizado, las caracteristicas que lo hacen mas o menos susceptible a la

invasion por los microorganismos son:

e Energia superficial: Este es uno de los aspectos fundamentales a considerar
en el desarrollo del biofilm. Se define como la interaccion, entre fuerzas de
cohesion y adhesion y predice si ocurrira o no la humectacion de la superficie
del material. Mientras mayor sea la energia superficial, mayor sera la
adhesion de microorganismos y por el contrario, mientras ésta sea mas

hidrofébica menor seré la adherencia [24].

¢ Rugosidad de la superficie: esta se calcula como la desviacion media
aritmética entre los valles y picos de una superficie determinada. Influencia
directamente la adherencia inicial de los microorganismos a la superficie, el
desarrollo del biofilm y la colonizacion de especies del género Candida. Los
materiales mas rugosos, exhiben un mayor recuento de levaduras. Esto
ocurre, porque las irregularidades proveen una mayor proteccion y retencion

de los microorganismos frente a fuerzas que puedan removerlos [24].

Estas caracteristicas superficiales, son fundamentales en la adhesién inicial
de los microorganismos a la superficie del sustrato, pero pueden ser modificadas en
la cavidad oral, principalmente por la presencia de saliva. Esta, juega un papel
importante en el proceso de colonizacion de las levaduras, ya que tiene la capacidad
de cambiar las caracteristicas iniciales del material. Esta modificacion, se produce

por la formacion y composicion de la pelicula salival, que se formara en la superficie
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del sustrato generando cambios en la capacidad de retener microorganismos. La
influencia que tiene esta pelicula es tal, que incluso puede llegar a ser mas relevante
que las propiedades del sustrato inicial [25]. Los estudios demuestran que la
presencia de esta pelicula es capaz de disminuir tanto la rugosidad como la energia
superficial de las resinas acrilicas, lo que permitiria una menor adhesion de los
microorganismos a la superficie. Sin embargo, se considera que el rol de la saliva en
el proceso de adhesion de las levaduras es controversial. Por un lado permite,
ademas de la modificacion de la superficie, la remocion fisica de microorganismos y
la accion de enzimas de la inmunidad innata, como las lisozimas, histatinas,
lactoferrinas, calprotectinas y la IgAs que son cruciales para disminuir la carga de
microorganismos en la cavidad oral. Pero por otro lado, existe una serie de
moléculas presentes en la saliva como la mucina, estaterina y proteinas ricas en
prolina que son capaces de adsorber a C. albicans, facilitando su adherencia inicial a

la superficie del material [24].

Tratamiento de Candidiasis oral

El tratamiento y manejo de la candidiasis oral es complejo, ya que requiere de
un analisis detallado del paciente y de un diagnéstico adecuado. Esto permite una
correcta identificacion, y si es posible la correccion de los factores de riesgo que
presenta el paciente. El objetivo es disminuir la carga de microorganismos a nhiveles
en que el sistema vuelva a estar en equilibrio. Si los factores que predisponen al
paciente a padecer la patologia no son modificados el tratamiento que se realice solo
permitira una remision temporal de la infeccion, ya que una vez terminado éste el
equilibrio se ve alterado nuevamente [14, 15].

Para tratar a un paciente con Candidiasis oral se deben manejar varios
aspectos. Como parte esencial del tratamiento, se debe ensefar al paciente una
técnica de higiene apropiada que permita la remocion completa del biofilm, tanto de
la superficie de la mucosa como de la proétesis [15]. Esto es fundamental, ya que es
la Unica forma de disminuir la carga microbiana, lo que permite la recuperacion de
los tejidos. Para una mejor desinfeccion de las mucosas se puede utilizar, ademas
del cepillado, enjuagues bucales que posean actividad frente a Candida como la

clorhexidina y el triclosan. Es importante explicar al paciente la importancia de dejar
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de fumar, ya que el tabaco genera una mayor incidencia de candidiasis oral [26].
Finalmente, se deben detectar y corregir cualquier deficiencia en la dieta, como una
inapropiada ingesta de carbohidratos [14]. En la mayoria de los pacientes, estas
medidas son suficientes para controlar la infeccion, sin embargo existe un gran
porcentaje en los que a pesar de que se cumplan estas intervenciones la
enfermedad no se podra controlar. La razén de esto es que existen otros factores
involucrados, que no pueden ser modificados, como es el caso de pacientes con VIH
0 pacientes que han sido sometidos a trasplante de 6rganos, que se encuentran bajo
tratamiento con inmunosupresores. En estos casos en particular y en otros en que la
patologia no se controla con las medidas iniciales se recurre al tratamiento en base
al uso de agentes antifingicos.

Actualmente, se conocen una serie de antifngicos que han demostrado ser
efectivos para el tratamiento de la candidiasis, estos se han clasificado en cuatro

categorias:

1. Polienos: Entre los que estan Nistatina y la Anfotericina B.

2. Triazoles: Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol y Posaconazol.

3. Equinocandinas: Caspofungina, Micafungina, Anidulafungina.

4. Flucitosina.

El tratamiento con cada uno de estos posee indicaciones especiales, por lo
que los clinicos deben familiarizarse con el mecanismo de accién de cada uno de
estos farmacos con el objetivo de lograr su mejor rendimiento [27]. Estos farmacos,
pueden ser administrados de dos maneras, tépicamente o mediante su uso a nivel
sistémico. En los pacientes con Candidiasis, los antifngicos sistémicos son
utilizados principalmente para el tratamiento de infecciones refractarias al uso de
antimicéticos tépicos, 0 en pacientes inmunosuprimidos, l0s que poseen un riesgo
elevado de que la infeccion se disemine por el organismo [8,15]. Sin duda, el
desarrollo de este tipo de sustancias ha significado un gran avance en el manejo de

este tipo de patologias. Sin embargo, es importante considerar que el uso de este
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tipo de compuestos puede producir una serie de reacciones adversas en el paciente,
debido a que los fArmacos por sus diversos mecanismos de accion afectan, ademas
de los microorganismos, a las células del hospedero. Entre las reacciones que se
pueden generar como consecuencia del uso de estos antifungicos las mas
importantes son: dolores de cabeza, nauseas, vomitos y malestar gastrointestinal en
general. Algunos de estos compuestos pueden ser hepatotdxicos, debido a que su
mecanismo de eliminacion del organismo como el Ketoconazol y el Itraconazol,
Posaconazol, por su parte puede generar neutropenia. Se debe considerar ademas,
gue en general estos farmacos pueden interactuar con otros medicamentos, por lo
gue se debe realizar una completa anamnesis antes de prescribirlos [15]. Por ello, se
trata de evitar el uso de farmacos sistémicos a no ser que sea realmente necesario.
Por esta razon, en casos de Candididiasis menos agresivas los antifungicos tépicos
son la primera linea terapéutica [8, 12, 15]. Estas sustancias, generalmente acttan
bien al ser utilizadas directamente en contacto con la lesion. Sin embargo, debido a
la forma en que se deben administrar suelen ser poco efectivos en comparacion con
el uso sistémico, por varias razones, como la necesidad de la aplicacién frecuente
del farmaco en la superficie afectada, lo que no siempre es realizado por los
pacientes. Ademas, este tipo de farmacos se caracterizan por poseer mal sabor,
generar incomodidad durante su uso y mantenerse por poco tiempo en contacto con
la mucosa oral [15]. Por otra parte, también se pueden producir varias reacciones
adversas por el contacto del farmaco con la lesion, en este caso las mas importantes
son la irritacion de la mucosa o la piel, alteracion en el gusto y ardor de la zona.
Considerando lo complejo que resulta el tratamiento de las infecciones
fungicas, y las complicaciones que produce el uso de farmacos, asi como el
aumento de la resistencia de estos microorganismos a los anifingicos en el ultimo
tiempo; muchos investigadores han intentado desarrollar nuevos agentes que
permitan prevenir la infeccion del hospedero [28]. Una de las estrategias que ha sido
foco de las investigaciones durante los ultimos afios es modificar la superficie de los
biomateriales con el objetivo de hacerlos menos susceptibles a la colonizacion por
parte de los microorganismos, incluyendo levaduras del género Candida. Estos
acercamientos incluyen una serie de modificaciones de los materiales, como por
ejemplo el revestimiento de la superficie de estos con sustancias quimicas como

silanos [29], clorhexidina e histatina [30], para prevenir la colonizacion de la
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superficie. Ademas, recientemente se ha visto que la formacion de una pelicula de
polimero con antifingicos incorporados en la superficie de acrilico dental han
mostrado un menor desarrollo de C. albicans [31]. Estos avances, podrian permitir
disminuir la colonizacion de los materiales y la formacion de biofilms en la superficie
de aparatos de uso médico, especialmente en aquellos en que su limpieza es dificil
[14].

Metales antimicrobianos

En el contexto de la busqueda de nuevos materiales aparecen los metales,
las propiedades antimicrobianas de ciertos metales como la plata y el cobre son
ampliamente conocidas. La plata ha demostrado ser un antimicrobiano de amplio
espectro activo frente a bacterias gram negativo y gram positivo, hongos, protozoos
y algunos virus, incluyendo cepas resistentes a antibiéticos. Por esto ha sido utilizada
para reducir el numero de infecciones en el tratamiento de heridas, para prevenir la
colonizacién de instrumentos de uso médico, e incluso para el tratamiento de aguas.
Al ser usada como antiséptico, ha demostrado ser efectiva en una gran variedad de
materiales, incluyendo el vidrio, titanio y polimeros [32]. El mecanismo por el que se
produce el efecto antimicrobiano no esta del todo claro, pero se cree que estos
reaccionan con proteinas de la membrana de los microorganismos [33]. Esta accion
se produce especificamente con los grupos —SH, generando una inactivacion de
estas y por consecuencia la muerte de estos microorganismo [34].

Por su parte el cobre ha sido utilizado como antimicrobiano desde hace siglos,
los egipcios el afio 2000 a.C. ya lo utllizaban para esterilizar el agua y en la
desinfeccion de heridas. Por lo que a lo largo de la historia se han investigado sus
propiedades y se le ha dado una serie de usos relacionados con el control y
prevencion de infecciones. Son varios los mecanismos mediante los cuales el cobre
es capaz de actuar como antimicrobiano, estos producen la destruccion de los
microorganismos incluso al estar en contacto con su superficie por pocos minutos.
Se ha descrito que en la superficie de los patdgenos es el primer lugar en el que el
cobre tiene efectos, este dafio inicial se produce en los lipopolisacaridos ubicados

fuera de la membrana plasmatica, estos se destruyen en un principio mientras que la
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parte interior de las bacterias permanece intacta. Al parecer la presencia de cobre
produciria un cambio importante en la permeabilidad de la membrana de los
microorganismos, alterando el transporte de moléculas a través de esta. Estos
cambios en la membrana permiten el paso de sustancias al interior de manera
descontrolada, lo que genera como punto final la destruccion del microorganismo
[35]. Al comparar qué tan significativo es el cambio en la permeabilidad de la
membrana, se ha visto que esta depende de la cantidad de acidos grasos que esta
posea, mientras mayor sea la cantidad de estos mayor la permeabilidad.

El cobre, por otra parte posee la capacidad de alterar la funcion de un gran
ndmero de proteinas presentes en los microorganismos, tanto de la superficie celular
como en su interior. El metal al estar en contacto con la célula, produce una
alteracion en sus proteinas, lo que lleva a una alteracion de la estructura y funcion
celular. Mientras mayor sea la concentracion de cobre en el medio, mas alta es la
posibilidad de que las proteinas sean modificadas. Este efecto se explica a través de
dos mecanismos [35]:

e El desplazamiento de metales esenciales desde los sitios de union en
las proteinas o mediante interacciones directas con alguna parte de
esta. Lo que genera este proceso son cambios conformacionales de la
proteina o de sus sitios activos, lo que impide que esta pueda cumplir

su funcion.

e El cobre ademas altera la forma de las proteinas mediante el ataque de
radicales libres contra aminoécidos, especialmente de histidina y
prolina, causando alteraciones importantes en la estructura de la

proteina que pueden llevar a su destruccion.

Otro mecanismo que permite explicar el potente efecto antimicrobiano del
cobre es el dafio que generan los iones de cobre en los &cidos nucleicos. Mediante
la formacién de enlaces, entre las cadenas y dentro de estas, el cobre es capaz de
alterar la estructura en forma de hélice del ADN, generando la desnaturalizacion de
la molécula. Se ha sugerido ademas que luego de la union del cobre a las hebras de
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ADN se producen ciclos repetidos de reacciones redox, estas llevan a la formacion
de muchos radicales OH en el lugar de la union causando multiples dafios a los
acidos nucleicos que se encuentran alrededor [35].

Por otra parte el cobre es capaz de generar una gran cantidad de radicales
hidroxilos libres a través de la reaccion reducciéon de Cu* a Cu?, los cuales pueden
dafiar a las estructuras microbianas que se encuentran alrededor como lipidos,
proteinas, &cidos nucleicos y otras biomoléculas fundamentales para la vida del
microorganismo. Esta propiedad hace que los iones de cobre sean un antimicrobiano
particularmente efectivo [35].

Dado el posible dafio que puede producir el cobre en los microrganismos,
estos han ido evolucionando para prevenir las alteraciones que este pudiera generar
en su estructura. Por esto en la actualidad muchas bacterias y hongos poseen
mecanismos para contrarrestar cualquier exceso de cobre que se presente en su
ambiente. Entre estos se encuentran la exclusion mediante una barrera de
permeabilidad, secuestros de cobre intra y extracelular, quelacion extracelular, entre
otros. Estos mecanismos son efectivos, sin embargo cuando se sobrepasa cierto
umbral en la concentracion presente y el tiempo de exposicion, que difiere entre los
distintos microorganismos, esta termina siendo letal para los microorganismos. Esto
se da principalmente debido al hecho de que el cobre es capaz de actuar en
multiples sitios simultdneamente y que los mecanismos de accidén no son especificos
para ciertas proteinas o microorganismos. Lo que genera que la tolerancia al cobre
sea relativamente baja si se compara con la resistencia que existe actualmente a los
antibidticos. Por lo tanto, en contraste con la alta resistencia que se ha generado a
los antibibticos en 50 afios de uso, encontrar microorganismos resistentes al cobre
es extremadamente raro, a pesar de que este mineral siempre ha estado presente

en la tierra [35].

Nanoparticulas metélicas

En general los agentes bactericidas metélicos han cobrado reciente interés
con el desarrollo de la nanotecnologia. Esta disciplina se basa en el control de las
propiedades de los materiales a una escala nhanométrica (1-100 nm) [36] [37] con el
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proposito de explotar propiedades distintas a las que posee el material a una escala
normal. Se han desarrollado una serie de métodos para la fabricacién de particulas
nanométricas, algunos de estos son la reduccion quimica, la reduccion
electroquimica, la vaporizacion del metal, entre otros [38]. Estos avances en el
desarrollo de la nanociencia y la nanotecnologia en las ultimas décadas han
generado la oportunidad de estudiar el efecto bactericida de estas nanoparticulas
metalicas.

El término nanoparticula se debe entender como un clister o conglomerado
de unos pocos atomos de un metal, que no alcanzan un tamafio mayor a los 100 nm.
Las nanoparticulas metdlicas a diferencia de los iones metélicos, se encuentran en
general en estado de oxidacion cero. Estas nanoparticulas por su tamafio adquieren
nuevas propiedades en relacion a las que tienen los mismos materiales en estado
macro (metal) 6 micrométrico (metal en polvo) [39]. Este fenOmeno se produce
debido a que sin importar la naturaleza del metal, los nanomateriales poseen un area
superficial muy elevada en relacion a su volumen. Estas modificaciones en las
propiedades fisicas de los materiales en estado nano, estan determinadas por el
efecto que generan los atomos ubicados en la capa superficial de la estructura y por
presentar una mayor area superficial en relacién al volumen de las nanoparticulas,
en comparacién a la que se da en las estructuras micro 6 macrométricas. Por
ejemplo el oro es un elemento inerte en escala macro, sin embargo las
nanoparticulas de oro son extremadamente reactivas y pueden ser usadas como
catalizadoras en reacciones. Con una mayor area superficial aumenta el nimero de
sitios en los que pueden ocurrir las interacciones con el medio, lo que permite una
mayor actividad guimica, biologica 6 fisica. El desarrollo de la nanotecnologia en los
tltimos afos ha permitido un mayor control de las técnicas para sintetizar, modificar
y caracterizar las propiedades de estas nanopatrticulas y evaluar su potencial uso en
diferentes aplicaciones [40].

Las nanoparticulas metalicas al poseer actividad antimicrobiana y ser
incluidas en un material o al cubrir la superficie de este, tienen una gran cantidad de
aplicaciones, como el tratamiento de aguas, la fabricacion de instrumentos medicos
0 quirargicos, el procesamiento y empaque de comida, aparatos domésticos
antimicrobianos, entre otros. Se han desarrollado materiales compuestos utilizando

nanoparticulas metalicas que poseen una gran actividad antimicrobiana [36]. Esta
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mayor actividad seria, como se explicé anteriormente, consecuencia del aumento
del &rea superficial del metal por reduccion de su tamafio de particula, lo que en este
caso permite una mayor area de contacto del metal con los microorganismos [41].

La sintesis de estas nanoparticulas se ha realizado utilizando varios metales,
tales como el oro, magnesio, aluminio, titanio y zinc. Las nanoparticulas mas
estudiadas desde el punto de vista bacterioldégico son las de plata (AgNPs) y en
menor grado las de cobre (CuNPs). Sin embargo, al analizar los estudios existentes
en la literatura acerca de las propiedades antifingicas de estas particulas, se puede
apreciar que la informacion que existe es limitada. Las nanoparticulas de plata
(AgNP) exhiben un gran efecto antifingico contra levaduras del género céndida,
incluso en concentraciones muy bajas, disminuyendo posibles efectos citotdxicos si
éstas entran en contacto con células humanas [42]. Se ha encontrado actividades
antifingica comparables entre las que logran las AgNPs con la que poseen la
amfotericina B y el fluconazol [43]. Existe también un estudio previo que considera el
comportamiento de las AgNPs al ser incluidas en una resina acrilica como las que se
utilizan para la fabricacién de proétesis [20]. En este trabajo se demuestra que la
incorporacion las AgNPs en resinas acrilica, produce un fuerte efecto antimicrobiano
frente a Escherichia coli y una baja toxicidad en presencia de células humanas.

En el caso de las CuNPs, al compararlas con las AgNPs la informacién que
existe en la literatura es menor. Se ha encontrado que las CuNPs presentan una
actividad antibacteriana contra patégenos como E. coli y B. subtilis [34]. Si se
considera la evidencia que existe sobre el uso de CuNPs como antifingicos esta
es aun menor, encontrandose un efecto positivo en levaduras como S. cerevisiae
[44]. En un trabajo de Ramyadevi et al. [45] se utilizan CuNPs para evaluar el halo
de inhibiciobn que se generaba en un cultivo de C. albicans, lograndose un
resultado positivo, de 23 mm alrededor de estas. Las CuNPs han sido incorporadas
a varios materiales de uso médico para evitar la colonizacibn microbiana, como
fibras, latex, poliéster, entre otros [46], y se han desarrollado compdsitos en base a
polimeros que han tenido buenos resultados en hongos y bacterias [44]. Sin
embargo, en la literatura cientifica no se encuentran evidencias que demuestren el
comportamiento antimicrobiano que tendria la incorporacion de estas nanoparticulas
en una resina acrilica dental, ni como afectaria esto en la colonizacion de la

superficie del acrilico. La incorporacién de las CuNPs en la resina acrilica usada para
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la fabricacion de protesis dentales, podria generar un efecto antifingico que reduzca
la colonizacion de especies de levaduras del género Candida, previniendo de esta

manera, el desarrollo de las patologias asociadas.

El propoésito de esta investigacion es estudiar la preparacion de un material
antimicrobiano de resina acrilica incorporando en su interior nanoparticulas de cobre
(CuNP) y evaluar el efecto que esta modificaciébn generaria sobre el desarrollo de
Céandida albicans en la superficie protésica. Esto con el objetivo de avanzar en el
desarrollo de métodos que permitan disminuir la incidencia de Candidiasis oral en la

poblacion portadora de prétesis removible.
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HIPOTESIS

La incorporacion de nanoparticulas de cobre en resinas acrilicas de uso

odontologico inhibe el crecimiento de Candida albicans.

OBJETIVO GENERAL

Preparar resinas acrilicas cargadas con nanoparticulas de cobre y evaluar su

capacidad de inhibir el crecimiento de Candida albicans

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar resina acrilica cargada con nanoparticulas de cobre (compdésito
CuNP/PMMA).

2. Caracterizar estructuralmente el material acrilico CUNP/PMMA.

3. Evaluar el efecto del material acrilico cargado CuNP sobre el crecimiento de

Candida albicans.

4. Evaluar el efecto del material acrilico cargado CuNP sobre el crecimiento de
Candida albicans en funcion del tiempo de exposicion
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MATERIALES Y METODOS

|.- Sintesis resina acrilica cargada con nanoparticulas de cobre.

Las resinas cargadas con CuNPs se prepararon utilizando un método de
simultanea formacion de las particulas y polimerizacion de la resina, descrito en la
Figura 1. Para esto, se prepararon soluciones acuosas de acetato de cobre
(Cu(CHz3COO0).) de distinta concentracién (0,05 M, 0,1 M, y 0,2 M) de estas se
tomaron 100 pL los que se agregaron sobre 2 mL de alcohol. Sobre esta solucién,
se adicionaron 2 mL de acrilico liquido (Monémero, Marché) bajo agitacién y a
temperatura ambiente. La solucidon se mantuvo bajo agitacion hasta la formacion de
las nanoparticulas, lo cual se evidenci6 mediante el cambio de color de la
suspension. Esta solucion de acrilico liquido cargada con las nanoparticulas se
mezcl6é con 6 gr de acrilico en polvo (Marché), con esto se forma una pasta, la que
posteriormente se llevd a moldes cilindricos de teflon de 1 cm de didmetro y 5 mm de
alto para completar el proceso de curado. Ademas se prepararon muestras de

acrilico del mismo tamafio sin CuNPs para ser usadas como control.
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Figura 1. Esquema de sintesis de compositos cargados con CuNPs.
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A partir de las distintas concentraciones iniciales de las soluciones de acetato
de cobre se obtuvieron tres diferentes compdsitos con distintas contenidos de
CuNPs en su interior: 38 pg/g (Cu(38)/PMMA), 75 pg/g (Cu(75)/PMMA) y 150 ug/g
(Cu(150)/PMMA).

Il.- Caracterizacion de las nanoparticulas

II.1 Espectroscopia (UV-Vis).

La formaciéon de CuNPs en la soluciébn de acrilico liquido se confirmé
mediante espectrometria de absorcion molecular utilizando un espectrofotdmetro
(UNICAM UV2-100). La aparicion de bandas de absorcion en el espectro alrededor
de longitudes de onda de 585 nm indican la presencia de particulas de cobre con

tamafo nanométrico.

II.2 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) con Espectrometria de Energia
Dispersiva (EDS).

Se utiliz6 un microscopio SEM Jeol JSM 5410 equipado con EDS. Este
andlisis fue usado con el proposito de examinar la superficie de los compdésitos y
detectar mediante microandlisis EDS la presencia de cobre en la muestra.

Ill.-Evaluacion de las propiedades Fungicidas de los compdsitos CuNP/PMMA

Obtencion del in6culo.

Se sembraron colonias de Candida albicans (ATCC-90028) crecidas en agar
Sabouraud con Cloranfenicol (0,5 mg/ml) en 10 ml de caldo Sabouraud con
Cloranfenicol (CAF) (0,5 mg/ml), los que se incubaron durante 48 horas a 37°C en
condiciones de aerobiosis (Figura 2). A partir de estos se prepararon nuevos cultivos
con una concentracion 0.5 de Mcfarland (equivalente a 1x10% a 5x108 UFC /ml),
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para ello se utilizd6 un espectrofotometro (HALO RB-10 UV-VIS RATIO BEAM)
leyendo a una longitud de onda de 550 nm para obtener una densidad Optica de
0,125 en cada cultivo [47]. En cada uno de los tubos se sumergieron muestras de
acrilico con diferentes concentraciones de nanoparticulas de cobre (CuNPs/PMMA)
y muestras sin CuNPs (PMMA) como control, la cuales se incubaron durante 48

horas a 37 °C en condiciones de aerobiosis (Figura 3).

Figura 2. Cepa ATCC-90029 sembrada en caldo Sabouraud después de 48 horas.
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Figura 3. Muestra de Cu(38)/PMMA incorporada en caldo de cultivo.

[ll.1 Evaluacion del efecto antimicrobiano en liquido sobrenadante. (Método de
recuento viable)

Pasado el tiempo de incubacion, se sembraron en agar Sabouraud mas CAF,
100 pl sin diluir y 100 pl de diluciones 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 y 1/100.000
hechas en buffer fosfato estéril pH 7.4 de cada uno de los caldos en los cuales
fueron sumergidas las muestras para recuento de colonias. Las placas de agar se
incubaron (incubadora LabTech LBI-150M) durante 48 horas a 37°C en condiciones

de aerobiosis.

[Il.2 Evaluacion del efecto antimicrobiano en la superficie del compdsito
CuNP/PMMA.

Completadas las 48 horas de incubacion se retiraron las muestras de acrilico
de los cultivos y se sometieron a un lavado con 10 ml de suero fisiolégico durante 30
segundos agitando con Vortex (Thermolyne Maxi Mix 2). Posteriormente, con el
proposito de remover las levaduras adheridas sobre la superficie del acrilico; cada
muestra se sumergié en una solucién surfactante estéril (NaCl 0.9% con Tween 80 al

1%) [48], durante 10 minutos. Pasado este tiempo se agitdé el tubo en Vortex
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(Thermolyne Maxi Mix 2) por 30 segundos. De la solucion obtenida de cada muestra,
se sembraron en placas de agar Sabouraud 100 pl sin diluir y 100 pl de diluciones
1/10, 1/100 y 1/1000 hechas en buffer fosfato estéril pH 7.4. Las placas se cultivaron

durante 48 horas a 37°C en condiciones de aerobiosis para el recuento de colonias.

[11.3 Evaluacion de las propiedades antimicrobianas en el tiempo.

Con el objetivo de comprobar el efecto antimicrobiano de los compdsitos en el
tiempo, las muestras con la mayor concentracion de CuNPs (Cu(150)/PMMA) se
incubaron en caldos de cultivo con una concentracion de levaduras igual a 0,5
McFarland durante 9 dias. El efecto antimicrobiano se evalu6 a los 2, 4, 7 y 9 dias
usando el mismo método antes descrito para la siembra de los eluidos de levaduras
desde la superficie del acrilico. EI medio de cultivo con levaduras en el cual estaban
sumergidos los compositos se fue renovando cada 48 horas por un cultivo fresco a
una concentracion igual a 0,5 McFarland.

Una vez pasado el tiempo de incubacion se realizé el recuento de colonias

crecidas en las placas de agar Sabouraud.

IV. Andlisis de error de los ensayos.

Cada ensayo fue repetido en cinco oportunidades, procesando cuatro
muestras por duplicado en cada ensayo, por otra parte cuando se estudio el efecto
de las CuNPs en el tiempo se procesaron un total de 36 muestras. En el estudio se
utilizé un total de 76 muestras entre CUNP/PMMA y PMMA. Los valores finales para
cada muestra se expresaron como un Promedio ( X de los valores de cada ensayo
y con el correspondiente valor de varianza estadistica (o). Estos valores también se
informaron a través de gréaficos de barra, indicando la correspondiente Barra de

Error calculada mediante la funcién del programa Excel.
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RESULTADOS

|.- Sintesis resina acrilica cargada con nanoparticulas de cobre.

Utilizando una combinacion del mondmero metacrilato y etanol se logré
obtener una mezcla capaz de reducir los iones de cobre para formacion de las
nanoparticulas. Esto se evidencié visualmente por la aparicion de un color
anaranjado/rojizo (CuNP) a partir de la solucién de acrilico liquido con Cu?* luego de

un tiempo de reaccion de 5 min a ~40°C (Figura 4).

Figura 4. Formacion de CuNP a partir de Cu?*/acrilico liquido.

Al mezclar esta solucién con el acrilico en polvo se logré la polimerizacion del
monomero, permitiendo la produccion de las muestras de acrilico con distintos
contenidos de CuNP (Figura 5).
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Figura 5. Materiales de CuNP/acrilico preparados en este trabajo: a) PMMA
(Control), b) Cu(38)/PMMA, c) Cu(75)/PMMA, d) Cu(150)/PMMA

Il.- Caracterizacion de las nanoparticulas

En la Grafico 1 se muestra el espectro de absorcion visible de CuNPs
obtenidas mediante el producto de reduccion con MMA. Se puede apreciar un peak
alrededor de 585 nm que corresponde al plasmén de resonancia superficial de la
CuNP. Esta es una propiedad fisica que Unicamente exhiben los materiales
metalicos cuando presentan dimensiones de tamafio nanométrico. Este analisis
confirma la formacion de nanoparticulas de cobre mediante el procedimiento de

reduccion mediante el sistema de MMA liquido y etanol.
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Grafico 1. Espectro de absorcion visible mostrando el plasmoén de absorcion de

CuNPs en la solucion.

En la Figura 6 se muestra una imagen SEM de la superficie del compdésito
CuNP/PMMA. Se puede apreciar que la superficie del acrilico presenta un

importante grado de rugosidad.

#3058  ZBMm 12" 41 BEC

Figura 6. Imagen SEM de la superficie del compdsito CUNP/PMMA.
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Figura 7. Espectro EDS del compésito CUNP/PMMA.

Al analizar esta superficie mediante microanalisis EDS, no se detecto la
presencia de Cu en la estructura, como se aprecia en el espectro EDS (Figura 7) y
en los resultados del microandlisis (Tabla 1). Solo se detectdé la presencia de

Carbono y Oxigeno correspondiente a la estructura de la resina acrilica.

Tabla 1. Microandlisis EDS del compoésito CUNP/PMMA.

Elemento Atomos (%) Peso (%)
C 78.49 73.25
O 21.51 26.75
Total 100 100




I1l.-Evaluaciéon de las propiedades fungicidas de los compoésitos formados con
nanoparticulas de cobre.

[1l.1 Evaluacion del efecto antimicrobiano en el liquido sobrenadante.

En la Gréfico 2 se muestran los resultados del recuento de colonias de C.
albicans en los sobrenadantes en contacto con las diferentes muestras de acrilico.
Se puede observar que no existen diferencias significativas al comparar la muestra
control con cada una de los materiales compositos CUNP/PMMA, ni al comparar los

distintos compadsitos entre si.
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Grafico 2. Comparacion del numero de unidades formadoras de colonia de Candida
albicans presentes en los medios de cultivo en los que se sumergieron los distintos

materiales.
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1.2 Evaluacién del efecto antimicrobiano en la superficie del material
CuNP/PMMA.

Después de las 48 horas de incubacion se realizo el recuento de las colonias

obtenidas desde el eluido de la superficie de las muestras de acrilico (Figura 8).

Figura 8. Comparacion del nimero de unidades formadoras de colonias obtenidas

desde la superficie de las distintas muestras de acrilico: a) PMMA (control), b)
Cu(38)/PMMA, c) Cu(75)/PMMA, d) Cu(150)/PMMA.
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Se puede apreciar una reduccion significativa en el nimero de colonias de C.
albicans formadas sobre la superficie del compésito CUNP/PMMA con respecto a la
superficie control sin CuNP. Este efecto antifingico incrementa de acuerdo al
contenido de CuNP en el acrilico. Este efecto fue también observado
cuantitativamente mediante el recuento de unidades formadoras de colonias
(Grafico 3). Los valores de UFC presentan diferencias estadisticamente
significativas confirmando la reduccion de la formacion de colonias en la superficie
de los materiales CUNP/PMMA.

1,60E+04

1406404 r
1206404

1,00E404
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6,00£403 T

400403

2,00E+03 I i
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Control Cu(38)/PMMA  Cu(75)/PMMA  Cu(150)/PMMA

UFC/mleluido

Grafico 3. Comparacion del numero de unidades formadoras de colonias de Candida

albicans ATCC-90029 obtenidas sobre las diferentes superficies de acrilico.
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[11.3 Evaluacion de las propiedades antimicrobianas en el tiempo.

Se realizaron recuentos del eluido de las superficies de las muestras de
acrilico a 2, 4, 7 y 9 dias con el propdsito de evaluar si el efecto antifingico se

mantiene en el tiempo. Estos resultados se presentan en la Grafico 4.
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Grafico 4. Comparacion del nimero de unidades formadoras de colonias obtenidas

en la superficie de las muestras de acrilico en funcién del tiempo.

Se puede apreciar una diferencia significativa en el numero de UFC/ml de
Candida albicans que se obtienen de la superficie de las muestras de acrilico con

CuNPs con respecto al control en el transcurso de los dias. En todos los casos se
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observa que la cantidad de colonias obtenidas en las muestras de CuNP/PMMA es
considerablemente menor que en la muestra de acrilico que no contiene CuNPs. El
recuento de UFC de levaduras por ml de caldo fue aumentando levemente en el
tiempo en las muestras con CuNPs, pero se aprecia que este aumento es

sustancialmente mayor en la muestra control (> 80%).
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DISCUSION

En este estudio se evalud la posibilidad de incorporar nanoparticulas de cobre
en el acrilico utilizado para fabricar protesis removibles, para determinar la capacidad
de estas CuNPs de inhibir el crecimiento de C. albicans, una levadura comensal de
la microbiota oral, analizando el fendmeno en la superficie de los compdsitos como

en el medio de cultivo en el cual se sumergieron las muestras.

A través de la caracterizacion se pudo detectar la presencia de las CuNPs en
la solucién de acrilico liquido. Esto permitié6 demostrar que las CuNPs efectivamente
se formaron en el metil metacrilato, por lo que se puede asumir que el efecto
antifingico logrado es por la accion de estas nanoparticulas. Sin embargo, el cobre
incorporado en forma de nanoparticula no fue detectado mediante microandlisis
EDS. Esto puede ser atribuido a que el contenido de CuNPs en el compoésito se
encuentra bajo los limites de deteccidon del EDS. Sin embargo, estos bajos
contenidos de CuNP serian suficientes para lograr un efecto antimicrobiano, y al
mismo tiempo reducir posibles riesgos de toxicidad.

Es importante determinar que las CuNPs efectivamente se formen ya que
segun Guogang et al. [39], el efecto de las CuNP es mayor que cuando se contiene
cobre en la forma de CuO. Es decir a una misma concentracion las CuNPs serian
mas efectivas como antimicrobiano. En este trabajo a través de la espectroscopia
VIS-UV se logré confirmar su presencia.

En este estudio se utilizd6 un método novedoso y relativamente facil de
fabricacion de nanoparticulas de cobre. Existe un estudio previo en el que se utilizo
MMA como reductor, pero para la sintesis de nanoparticulas de plata y utilizando
alcohol isopropilico [20]. Ademas en aquel método las AgNP eran primero
sintetizadas y luego separadas mediante centrifugacion, para luego ser mezcladas
con el sistema acrilico polvo/liquido. Sin embargo, no se habia ensayado hasta
ahora un procedimiento para el caso de las CuNP. Ademas, en el presente trabajo
las CuNP fueron incorporadas directamente al acrilico sin ser separadas del liquido.
Quimicamente los iones de Ag* pueden ser mas facilmente reducidos para formar

nanoparticulas que los iones de Cu?*, por lo que no siempre las condiciones de
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formacion de AgNP son aplicables a las de CuNP. En nuestro caso a través de la
reduccion del acetato de cobre utilizando el metacrilato de metilo liquido permite que
las particulas se formen en la misma solucion que sera utilizada para la
polimerizacion. En la literatura se han descrito otros métodos para incorporar
nanoparticulas de cobre para formar compdositos, como agregar durante la mezcla
del material en polvo de CuNPs formadas previamente mediante electrolisis [44]. En
este caso la formacion de las CuNPs se produce in situ, lo que permite eliminar un
paso en la confeccion de la resina compoésita. Esto puede ser relevante desde el
punto de vista del tiempo de fabricacion y costos si resulta aplicable la fabricacion de
protesis removible con acrilico cargado con este tipo de nanopatrticulas.

Al analizar los resultados obtenidos en relacion a la inhibicion del crecimiento
de levaduras en el caldo en el que fueron sumergidas las muestras CUNPs/PMMA,
se encontré6 que no se genera ninguna diferencia significativa en el crecimiento de
microorganismos en el medio de cultivo. Este resultado se puede deber a dos
motivos. En primer lugar las CuNPs podria ser no liberadas desde la estructura del
acrilico, lo que desde el punto de vista de la estabilidad del material es positivo, ya
gue se esperaria que el efecto antimicrobiano logrado por la presencia de las CuNPs
se mantuviera en el tiempo. Otra explicacion a este resultado es que en el caso que
se produzca alguna liberacion de las CuNPs, esta cantidad no lograria una
concentracion en el medio liquido sobrenadante lo suficientemente alta como para
generar un efecto de inhibicion del crecimiento de las levaduras. Esto ultimo fue
comprobado al no observase inhibicién en caldo sobrenadante en contacto con el
material.

En relacion a los resultados obtenidos con respecto al efecto antifungico en la
superficie de las muestras de acrilico, se comprob6 que la presencia CuNPs inhibia
el crecimiento de microorganismos en la superficie. Un resultado similar fue
encontrado por Mohan et al. [28], quien también logré un efecto antimicrobiano
positivo al fabricar un compdsito con CuNPs, en este caso se utilizaron nanotubos de
carbono y su efecto se probd con E.coli. Este efecto de inhibicion en la superficie
puede ser explicado por dos mecanismos distintos. En primer lugar por una menor
adhesion de levaduras a la superficie, es decir las CuNPs evitarian la colonizacion
de la superficie, lo cual estd de acuerdo con las conocidas propiedades

antiadherente (antifouling) del cobre [49]. Por otro lado, se puede atribuir un efecto
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fungicida de las CuNP sobre las levaduras que logran adherirse sobre la superficie
del acrilico. En este caso, deberian existir CUNP expuestas o accesibles en la
superficie del compésito CUNP/PMMA. Las propiedades antifingicas presentadas
por los materiales acrilicos dopados con CuNP, presenta un efecto ideal para su
utilizacion en la fabricacion de protesis removibles. La superficie antifangica lograria
una menor colonizacion de C. albicans en la proétesis, lo cual reduciria la colonizacion
posterior de la mucosa oral, debido a que la formacion del biofilm en la superficie de
la protesis ocurre previo a la infeccion de la mucosa y es el puente para su
colonizacion [22, 23, 24].

Otro punto importante a considerar en los resultados obtenidos con los
materiales de acrilico CUNPs/PMMA, es el efecto del contenido de CuNP sobre la
actividad antifungica. Las muestras cargadas con una mayor cantidad de
nanoparticulas, es decir las Cu(150)/PMMA son capaces de disminuir en mas de
un 80% el crecimiento de levaduras medido en UFC en comparacion con el control
(Grafico 5). El efecto llega a un 75% en la disminucion del desarrollo microbiano
en las muestras muestras Cu(75)/PMMA, y disminuye a un 60% si se utiliza la
menor concentracion Cu(38)/PMMA. Este resultado se explicaria debido a que con
un mayor contenido de CuNP, existiria una mayor cantidad de CuNP expuesta en la
superficie del acrilico que estaria en contacto con los microorganismos O se
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produciria una mayor liberaciéon de CuNP hacia el medio.
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Gréfico 5. Comparacién del porcentaje de reduccion en la colonizacién/viabilidad de

C. albicans en la superficie del acrilico en funcion del contenido de CuNPs.

Como ya fue comentado, este efecto antifungico del acrilico CuNP/PMMA
puede ser debido a la inhibicion de la adherencia asi como a la eliminacion de los
microorganismos por efecto biocida en la superficie del material, 6 una combinacion
de ambos mecanismos. Si se determina que existe una liberacion de CuNPs de la
estructura, este efecto de superficie puede estar dado porgue localmente, es decir en
el medio liquido con el que se encuentra en contacto la muestra, se logra una
concentracion suficiente para evitar el desarrollo de los microorganismos. La otra
razon que podria explicar este efecto antimicrobiano, se deberia a que las levaduras
entran en contacto con las CuNPs que se encuentran en la superficie del acrilico asi
como con aquellas particulas que van quedando expuestas al medio, producto del
desgaste de la superficie por la erosién que genere el medio liquido.

Queda en evidencia que al ser mayor la concentracion de CuNPs, menor es
la adhesion o mayor es la mortalidad de los microorganismos en la superficie.
Considerando solo estos resultados se podria pensar que se deberia utilizar la
mayor concentracion de CuNPs para lograr el mayor efecto antimicrobiano. Sin
embargo, se deberia también considerar los aspectos de toxicidad de las CuNPs,
ya que no se conoce todavia la cantidad de particulas liberadas desde el acrilico al
medio. Por esta razon seria conveniente en estudios futuros determinar, tanto in
vitro como in vivo, los contenidos de CuPNs adecuados para lograr el mayor
efecto antimicrobiano por un lado y por otra parte minimizar los posibles efectos

adversos. Una vez realizados estas pruebas se podria determinar si es posible
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producir aparatos protésicos para ser probados en pacientes y realizar estudios
clinicos en la cavidad oral. Las nanoparticulas por las razones ya descritas poseen
propiedades fisico-quimicas distintas a las que posee el mismo material en su estado
macro [39], esto puede aumentar la union e interaccion de estas con los tejidos
biol6gicos del organismo, generando respuestas adversas en células vivas que no
se producen con el material en su estado normal [37]. En el caso de las CuNPs en
estudios in vivo en ratas se ha demostrado que altas concentraciones estas
particulas pueden generar dafios en 6rganos especificos como los rifiones, el higado
y el bazo [49]. En un estudio in vitro [50] en el que se evaluaron 24 distintas
nanoparticulas se llegé a la conclusion de que las mas téxicos para fibroblastos y
macréfagos son el cobre y el zinc, estos solo necesitan una concentracion de
alrededor de 15 pg/ml para producir alteraciones en las células [50]. Por esta razon
es importante minimizar las concentraciones utilizadas en los materiales que entran
en contacto con los tejidos de los pacientes y, evitar en lo posible que estas sean
liberadas al medio oral. Sin embargo, los resultados del presente trabajo demuestran
gue los materiales de acrilico CUNP/PMMA no producen efecto fungicida detectable
en el medio liquido que estd en contacto con el material, ademas presentan
contenidos muy bajos no detectados por EDS. Este antecedente sugeriria que las
CuNP no son liberadas al medio 6 si se liberan lo harian en muy bajas
concentraciones, lo cual reduciria los riesgos de toxicidad. Adicionalmente, los
contenidos de nanoparticulas presentes en el material (38 ug/g-150 ug/g), sugieren
que es poco probable que las particulas liberadas alcance niveles téxicos en el
medio liquido en contacto con la prétesis. Con el proposito de llegar a utilizar
clinicamente nuevos biomateriales, usualmente se requiere realizar algunos estudios
previos. Estos futuros estudios generalmente incluyen ensayos in vitro con células
humanas y/o estudios in vivo en animales, para posteriormente realizar estudios
clinicos dirigidos a evaluar la incidencia de candidiasis en pacientes portadores de
proétesis removible.

Al analizar el efecto que se produce al mantener las muestras durante varios
dias en contacto con los microrganismos, se puede apreciar que la actividad
antimicrobiana se mantiene con el paso de los dias, lo que es un efecto deseable si
se pretende utilizar este nuevo material para fabricar protesis en pacientes

desdentados. Esta prueba permite apreciar que a pesar de que la colonizacion de la
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superficie tiende a aumentar, tanto en a las muestras control como en las cargadas
con CuNPs; este aumento es considerablemente mayor y sostenido en las placas
control. Si se analiza con mayor detalle se puede apreciar que la diferencia de UFC
de levaduras por ml en la superficie del control PMMA en relacion con los
compositos CuNP/PMMA siempre es mayor al 80%. Aun cuando se trate de una
evaluacion preliminar, el efecto antifingico sostenido mostrado por el material es el
ideal al que se esperaria para su posible uso con fines protésicos. Este efecto
sostenido indicaria que la estructura que se formdé entre la resina y las
nanoparticulas es estable en el tiempo, y que las particulas incorporadas se
mantienen accesibles y manteniendo su actividad antifungica por periodo prolongado
de tiempo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, se puede suponer que
el uso de CuNPs en la confeccion de prétesis removible podria disminuir la
incidencia de candidiasis oral, en particular de candidiasis crénica atrofica que es la
gue se asocia al uso de protesis removible [8]. De esta manera se podria evitar el
tratamiento de una infeccion que algunos casos, como lo son los pacientes con
factores de riesgo no modificables, resulta complejo. El tratamiento de este tipo de
lesiones implica un gasto econdmico asociado al mayor nimero de atenciones
dentales requeridas por el paciente, el uso de antisépticos para controlar la infeccion
y en algunos casos el uso de antifungicos. Por su parte estos farmacos pueden
producir una serie de reacciones adversas tanto por su uso a nivel local como por su
accion a nivel sistémico [15]. Es por estas razones, que alternativas basadas en
materiales acrilicos antifingicos disefiados con alternativas que ofrece la
nanotecnologia, podrian evitar la necesidad de tratamiento previniendo el desarrollo

de esta patologia oral de origen micético.
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CONCLUSIONES

e EI método estudiado en este trabajo utilizando el metil metacrilato y etanol
como agentes reductores permite la formacion in situ de las nanoparticulas de

cobre y la obtencion de un nuevo biomaterial acrilico dopado con CuNP.

e EI material acrilico cargado con CuNPs posee una marcada actividad
antimicrobiana frente a la especie Candida albicans, este efecto obedeceria a
una acciéon biocida de las CuNP 6 a una propiedad antiadherente de la
superficie del compésito CUNP/PMMA.

e ElI mecanismo antifingico del compdsito CuNP/PMMA se explicaria por
efecto de contacto de las levaduras con su superficie 6 por la liberacion de

CuNP desde el composito al medio.

e EIl efecto antimicrobiano resulta proporcional a la concentracion de CuNPs
gque posea el compadsito, esto se explica por una mayor probabilidad de que

las CuNPs entren en contacto con las levaduras.

e El efecto antimicrobiano del acrilico CUNP/PMMA es sostenido en el tiempo,

lo cual indica que las CuNPs se mantienen al interior de la estructura y que su
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liberacion al medio es gradual.

e Las propiedades antifingicas presentadas por este nuevo material
CuNP/PMMA sugieren que podria ser una alternativa para la prevencion de la
estomatitis subprotésica en pacientes portadores de este dispositivo de

rehabilitacion oral de amplio uso.
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