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Citotoxicidad y efecto antifingico de nanoparticulas
de plata para uso odontoldgico
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Resumen: Actualmente no existe un alginato para toma de impresiones dentales que evite la adhe-
rencia de microrganismos, por lo que el objetivo del presente estudio fue sintetizar nanoparticulas
de plata, evaluar su comportamiento citotdxico y adicionarlas en la formulacién de un alginato
comercial para conferirle caracteristicas antiflingicas especificas contra Candida albicans, propo-
niendo su uso en la prevencidon de contaminaciones cruzadas.

AssTrAcT: There isn't currently any alginate for dental impressions which avoids the adherence of
microorganisms. Thus the aim of this study was to synthesize silver nanoparticles, evaluate their
cytotoxicity and add those nanoparticles to the formulation of a commercial alginate so that it gets
specific antifungal characteristics against Candida albicans. Its use is then suggested to prevent
cross-contamination.

IMPORTANCIA DE SU DIVULGACION

El odontélogo esta expuesto a infecciones cruzadas bebido a la continua exposicion
con microrganismos propios de la cavidad oral. Sin embargo, ciertas medidas que en
la actualidad son posibles de tomar para evitar esta exposicion pueden provocar cam-
bios dimensionales en los materiales afectando el trabajo dental final; por esta razén
se hace necesario seguir investigando nuevos métodos de desinfeccidon que eviten la
proliferaciéon de microrganismos y, a su vez, permitan manejar de la mejor forma los
materiales dentales utilizados para brindar un mejor tratamiento.

INTRODUCCION

Los materiales de impresion son productos utilizados para reproducir las estructu-
ras de los tejidos duros y blandos de la cavidad bucal. Las impresiones dentales sir-
ven para la obtencion de modelos de estudio y modelos de trabajo de cada paciente,
en los cuales pueden realizarse mediciones, disefio y confeccién de restauraciones in-
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directas como: incrustaciones, coronas, carillas, prétesis removibles, dentaduras, etc.
Los materiales de impresion deben de ser biocompatibles y presentar una estricta fi-
delidad de detalle para duplicar las estructuras bucales (75 pm segun la Asociacién
Dental Americana; ADA).

El alginato es un material para toma de impresiones ampliamente usado por su fa-
cil manipulacién y bajo costo (Craig, 1985), el cual proviene de las sales solubles del
acido alginico obtenido de las algas marinas llamadas “alginas” (Cova, 2010); se pre-
senta en forma de polvo y es un polimero lineal cuyas propiedades mecanicas son tan-
to mejores cuanto mas alto sea su peso molecular.

Una vez que el alginato ha gelificado presenta una estructura con defectos de su-
perficie que propicia el crecimiento y proliferacion de microrganismos originarios de
la cavidad bucal como Candida albicans, principal microrganismo oportunista cau-
sante de la estomatitis protésica (Yildirime et al, 2005; Cova, 2010). Factores locales
como: higiene deficiente, traumatismos locales y pérdida de la integridad tisular; asi
como factores sistémicos (malnutricion, diabetes mellitus, infeccién por VIH, altera-
ciones sanguineas, antibidtico-terapia prolongada, quimioterapia, radioterapia y xe-
rostomia) contribuyen a la proliferacion de Candida albicansy su adherencia en el 60
% de los pacientes portadores de protesis removibles.

Diversos agentes quimicos como amonio cuaternario y gluconato de clorhexi-
dina con propiedades antimicrobianas se pueden colocar en contacto con las im-
presiones de alginato para su desinfeccidn y evitar contaminaciones cruzadas; sin
embargo, colocar sistemas acuosos en contacto con el alginato propicia el fenéme-
no de ambibisis (absorciéon de agua) modificando la estabilidad dimensional de la
impresion final, por lo que no se recomienda sumergir en ninguna solucién dichas
impresiones (Taylor, 2002; Barcel6, 2003). Por otro lado, las nanoparticulas de pla-
ta (AgNPs) se han utilizado por su efecto antimicrobiano en diferentes aplicaciones
biomédicas como en cubiertas de materiales, apdsitos en heridas, cementos 6seos,
asi como en algunos materiales dentales (Kassaee et al, 2008). No obstante, no exis-
ten reportes de su incorporacién en la formulaciéon de materiales de impresién. El
mecanismo de accion de las nanoparticulas de plata con efecto antimicrobiano se
realiza mediante la liberacién de iones de plata en el interior de los microrganismos
atacando directamente el ciclo de la cadena respiratoria y propiciando la muerte
microbiana.

El objetivo del presente estudio fue sintetizar, caracterizar y evaluar el efecto cito-
téxico de nanoparticulas de plata para incluirlas dentro de la formulacién de un algi-
nato disponible comercialmente para su posterior evaluacién de efecto antifiingico y
reproduccion de detalle.

MATERIALES Y METODOS
Sintesis de nanoparticulas de plata

La sintesis de nanoparticulas de plata se realiz6 utilizando nitrato de plata (AgNO,;
Sigma, México) como precursor, y una infusién natural de extracto de Geranium ma-
culatum como agente reductor. La infusién natural se agreg6 en etilenglicol (Sigma;
México) previamente calentado a 176 °C, posteriormente se goted el nitrato de plata
0.1 M y se mantuvo la reacciéon durante 20 min en agitacién vigorosa. Las nanoparti-
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culas de plata obtenidas se lavaron con etanol y acetona con periodos de sonicado y
centrifugado de 10 min a 10,000 rpm.

Mediante este procedimiento se obtuvo una solucién con coloracién amarillo te-
nue, caracteristica de la formacién de nanoesferas de plata.

Caracterizacion de nanoparticulas de plata

Las solucion de AgNPs en etanol fue caracterizada mediante espectroscopia UV-Visi-
ble (UV-Vis) en un equipo Genesys 2PC; A = 410 nm. Se utilizé la técnica de reflectan-
cia total atenuada (ATR) para el anélisis de espectroscopia de infrarojo (FT-IR), en un
equipo Bruker Vector 33 con 17 escaneos en la regién de 400 - 4500 cm™. El anali-
sis de Espectroscopia Raman-Dispersivo fue realizado en un equipo Senterra Buker,
equipado con laser de é = 685nm y FT Raman (Nicolet 910) con A = 1064 nm y aco-
plado con microscopio Olympus.

Para conocer el tamafio y morfologia de las nanoparticulas de plata fueron ana-
lizadas mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM; JEOL, Peabody, MA), Mi-
croscopia de Fuerza Atomica (AFM; Anstron Advance Inc.) y Microscopia Electrénica
de Transmisién (TEM, JEOL-1010). La solucién de nanoparticulas fue depositada en
los portaobjetos y se mantuvieron hasta la evaporacién del solvente antes de ser ob-
servadas.

Evaluacion del efecto citotoxico

Fibroblastos de ratéon 3T3-L1 (ATCC; CL173) fueron cultivados en medio Dulbeco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma), suplementado con 10 % de suero fetal bo-
vino (FBS; Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA) y antibi6ticos de (10 pL de estreptomicina
y 100 U/mL de penicilina; Sigma). Las células fueron incubadas en ambiente de hu-
medad a 37 °C en atmosfera de aire al 95 % y 5 % de CO,. Las células fueron sembra-
das a una densidad de 1 x 10*/pozo en cajas de cultivo de 24 pozos, incubadas durante
24 h para su adhesioén y posteriormente se agregaron alicuotas 50 pL de la soluciéon
de AgNPs previamente esterilizadas con luz UV durante 5 minutos. Las células con na-
noparticulas fueron incubadas durante 24 h para evaluar el efecto citotéxico median-
te el ensayo de MTT (Mosmann et al, 1983). La densidad 6ptica fue leida a 570 nm en
un espectrofotdmetro de ELISA (Bio-Rad). Los resultados se compararon con respec-
to al grupo control negativo; células sin nanoparticulas de plata. Las pruebas se rea-
lizaron por triplicado.

Ensayo de inhibiciéon de Candida albicans

El efecto antifingico de las AgNPs sintetizadas se evalu6 usando una cepa de Candida
albicans ATCC-90026, la cual fue sembrada a 1x10°¢ en placas con agar Dextrosa Sa-
bouraud (Sigma). Se prepararon (n = 8) discos de alginato de sodio (Max Print Cyan,
MDC, México) con AgNPs (13.7 %) y fueron depositados sobre las placas de agar con
Candida albicans e incubados a 37 °C durante 24 h. Discos de alginato Max-Print sin
AgNPs fueron usados como grupo control. Se analiz6 la formacién de zonas de inhibi-
ciéon alrededor de los discos de alginato en contacto con Candida albicans y se midio
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la longitud de cada zona de inhibicién. El ensayo de inhibicién microbiana se realizd
por duplicado.

Prueba de fidelidad de detalle

Se realizé la evaluacién de fidelidad de detalle segtin la norma No. 18 de la Asociacién
Dental Americana (ADA No. 18, 1992) adicionando 13.7 % de AgNPs en el agua para
mezclado del alginato. El procedimiento se llevd a cabo llenando con alginato un ani-
llo de metal colocado sobre una placa metalica con hendiduras de distintas profundi-
dades de 0.30 a 0.025 mm (figura 1); 15 min después se retiré el alginato y se le vacio
una mezcla de yeso tipo alfa-1 para posteriormente colocarse en un bafio de agua a
23 +2.0°Cy 100 % de humedad relativa durante 30 min. Finalmente se observé en
un microscopio 6ptico la reproduccion de las lineas de la placa ranurada en el mode-
lo de yeso para valorar la fidelidad de detalle del alginato y el alginato adicionado con
AgNPs.

FIGURA 1. Placa metélica con hendiduras de distinta profundidad para evaluar fidelidad de detalle de
los alginatos.

Analisis estadistico

Se aplico el analisis estadistico ANOVA de Una Via (p<0.05) y Tukey test para compa-
rar los valores obtenidos en las evaluaciones de: citotoxicidad, inhibicién de Candida
albicans y fidelidad de detalle.

RESULTADOS Y DISCUSION

Existen diversos métodos para la sintesis de nanoparticulas metalicas pero los mas
empleados son aquellos que utilizan procedimientos quimicos (Guzman et al, 2008).
Sin embargo, en el presente estudio, al utilizar una infusién natural como agente re-
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ductor fue posible obtener particulas de plata de tamafio nanométrico, lo cual resul-
ta favorable para uso en aplicaciones biomédicas por su alto efecto antimicrobianoy
nula toxicidad en tejidos humanos cuando se utilizan en bajas concentraciones.

La caracterizacion espectroscopica de UV-Vis presenta el plasmén de superficie
caracteristico de las nanoesferas de plata con resonancia en la region de 410 nm como
se muestra en la figura 2a. Los espectros de FT-IR y Raman-Dispersivo muestran picos
caracteristicos de las nanoestructuras de plata (figuras 2b y 2c).

Las micrografias electrénicas de barrido, de transmisién y de fuerza atémica indi-
can la presencia de nanoparticulas de plata de forma esférica, con bordes bien defini-
dos y con tamafio de 10 - 12 nm (Figuras 3a, 3b y 3c).

En el ensayo de citotoxicidad no
existi diferencia estadisticamente sig-  fiGURA 2. Espectros a) UV-Vis, b) FT-IR y c) Raman-
nificativa (p>0.05) entre el grupo de na-  Dispersivo de las AgNPs sintetizadas.
noparticulas de plata comparado con el
grupo control (figura 4).

A pesar de que existen mas de 60
estudios que han reportado los efec-
tos que causan los procedimientos de
desinfeccion en la estructura y propie-
dades fisicas de los materiales de im-
presion (Martin et al, 2007), no existen
estudios recientes sobre nuevas técni-
cas para evitar este problema, pues las
técnicas de desinfeccién mas utilizadas
son mediante soluciones de hipoclori-
to de sodio y el glutaraldehido (Wad-
hwani et al., 2005; Lepe et al., 2002). En
un intento por solucionar este proble-
ma se realizaron técnicas experimen-
tales utilizando radiacién ultravioleta
(Larsen et al., 2000) y radiacion de mi-
croondas (Abdelazia et al, 2004), las
cuales no fueron bien aceptadas, por
esta razon, en el presente estudio fue
propuesta la adicién de nanoparticu-
las de plata como agente antimicrobia-
no en el agua de mezclado del alginato
para prevenir la propagacién de infec-
ciones cruzadas.

Los valores promedio del tama-
flo de las zonas de inhibicién de Can-
dida albicans formadas por los discos
de alginato son menores en compara-
cién con las zonas de inhibicién for-
madas por los discos de alginato con
AgNPs se muestran en la figura 5, indi-
cando diferencia estadistica significati-

va (p<0.05).
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FIGURA 3. Micrografias que muestran el tamafo de particula de las AgNPs sintetizadas a) SEM b) TEM
) AFM

Debido a que no se encuentran reportes previos de alginatos con nanoparticulas
de plata se realiz6 la prueba de fidelidad de detalle que indica norma ADA No. 18 con
la cual se verifica la reproduccién de detalle que se logra al tomar una impresién con
alginato para obtener un modelo positivo de yeso.

La figura 6 muestra la micrografia del modelo de yeso con la reproducciéon de la
impresion tomada con alginato con AgNPs, la cual resultd idéntica a la impresion to-
mada con alginato sin modificar; mostrando que se han reproducido exactamente to-
dos los carriles marcados desde el que mide 0.3 mm hasta el de 25 pm, coincidiendo
con los carriles originales de la placa metalica impresionada.
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FIGURA 4. Valores del comportamiento de nanoparticulas de plata en contacto con fibroblastos 3T3-NIH
durante 24 h.

FIGURA 5. Valores promedio y desviacion estandar del tamafo de las zonas de inhibicion creadas por los
grupos de alginato con nanoparticulas de plata y alginato sin modificar.

FIGURA 6. Micrografia del yeso obtenido para evaluar la fidelidad de detalle del alginato Max-Print con
y sin nanoparticulas de plata.
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CONCLUSIONES

Un medio natural como el Genium maculatum puede reducir el tamafio de particulas
de plata hasta escala nanométrica, las cuales adicionadas a un material de impresion
lo dotan de efecto antifiingico haciéndolo una buena opcién dentro de los materiales
para la toma de impresiones dentales ya que mantienen la fidelidad en la reproduc-
cion de detalle y no resulta citotéxico.
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