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Resumen

Introduccion: Las resinas acrilicas de polimetilmetacrilato (PMMA) son utilizadas para elaborar dentaduras para pacientes
edéntulos. Objetivo: Conocer la prevalencia de las especies de Candida en pacientes con y sin protesis removibles de una
clinica de odontologia en Ledn, Guanajuato; asi como valorar el efecto antifungico y el comportamiento biolégico de un PMMA
experimental con nanoparticulas de plata para su posible aplicacion en protesis. Métodos: Para identificar las especies de
Candida se obtuvieron muestras para frotis de la mucosa palatina de 140 pacientes con edad = 60 afios. El PMMA experi-
mental con nanoparticulas de plata fue colocado en cultivos de Candida albicans, los cuales fueron tefiidos con el kit Live/
Dead® para su andlisis bajo microscopia confocal; posteriormente, se implanté en ratas Wistar para conocer su comporta-
miento en los tejidos circundantes. Resultados: Candida albicans fue la especie mds prevalente en los pacientes valorados,
seguida de Candida tropicalis y Candida krusei. La resina acrilica con nanoparticulas de plata disminuyd significativamente la
presencia de Candida albicans. En el modelo animal se encontrd reaccion inflamatoria discreta y controlada, lo cual indico la
biocompatibilidad de la resina acrilica utilizada. Conclusiones: Es posible utilizar el material nanoestructurado con efecto
antifangico para promover la reduccion de infecciones orales por Candida en pacientes edéntulos.

Nanoparticulas de plata. Resina acrilica. Antifungico. Biocompatibilidad en modelo animal.

Antifungal biomaterial for reducing infections caused by Candida albicans in
edentulous patients

Abstract

Introduction: Polymethylmethacrylate (PMMA) acrylic resins are used to make dentures for edentulous patients. Objective: To
find out the prevalence of Candida species in patients with and without removable prostheses from a dental clinic in Ledn, Gua-
najuato, as well as to assess the antifungal effect and biological behavior of an experimental PMMA with silver nanoparticles for
its possible application in prostheses. Method: To identify Candida species, smear samples were obtained from the palatal
mucosa of 140 patients aged = 60 years. The experimental PMMA with silver nanoparticles was placed in Candida albicans
cultures, which were stained with the Live/Dead® kit for analysis under confocal microscopy; subsequently, it was implanted in
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Wistar rats in order to know its behavior in the surrounding tissues. Results: Candida albicans was the most prevalent species
in the evaluated patients, followed by Candida tropicalis and Candida krusei. The acrylic resin with silver nanoparticles signifi-
cantly decreased the presence of Candida albicans. In the animal model, a discrete and controlled inflammatory reaction was
found, which indicated biocompatibility of the acrylic resin that was used. Conclusions: It is possible for the nanostructured
material with antifungal effect to be used in order to promote the reduction of oral Candida infections in edentulous patients.

Silver nanopatrticles. Acrylic resin. Antifungal. Biocompatibility in animal model.

|ntroducci6n

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion de 2012, en México hay 8874 personas de
60 afios 0 mas, lo que significa 9.2 % de la poblacién
estimada del pais; mientras que para 2050 se estima
que los adultos mayores conformaran cerca de 28.0 %
de la poblacién.! Respecto a la salud bucal de los
pacientes, el edentulismo es la pérdida total de todos
los dientes naturales que causa dificultades de la
masticacion y provoca deficiencias nutricionales, ais-
lamiento social y depresion.? El edentulismo provoca
que los pacientes requieran el uso de prétesis, lo que
los predispone a infecciones como estomatitis sub-
protésica por la colonizaciéon de Candida albicans, la
cual en México tiene una prevalencia de 65 %.° Los
microorganismos del género Candida son un grupo
de levaduras con comportamiento oportunista que
forman parte del ecosistema de la mucosa bucal;*
Candida albicans es la especie mas comun.

Por otra parte, el material con el que se confeccio-
nan las prétesis totales o dentaduras es la resina
acrilica de polimetil metacrilato (PMMA), porque pre-
senta propiedades fisicoquimicas deseables, pero
requiere higiene constante para evitar la acumulacion
de microorganismos.® Ademas, existen multiples fac-
tores predisponentes de candidiasis como reduccién
del flujo salival, uso de corticosteroides, protesis
bucales desajustadas, malnutricion, desérdenes
endocrinos e inmunitarios, entre otros.®

Actualmente no existe un biomaterial comercial
para dentaduras con efecto antimicrobiano; sin
embargo, en odontologia el uso de nanoparticulas es
una tecnologia de frontera que puede modificar sus-
tancialmente las propiedades fisicas, quimicas y bio-
l6gicas de los materiales, por lo que el propdsito de
la presente investigacion fue conocer las especies de
Candida mas prevalentes en pacientes portadores de
prétesis mexicanos, asi como evaluar el efecto anti-
fungico contra Candida albicans de una resina acri-
lica experimental con nanoparticulas de plata para

aplicacion en dentaduras y la biocompatibilidad en un
modelo animal.

Métodos

Se llevd a cabo un estudio transversal en una pri-
mera fase para determinar las caracteristicas sociode-
mogréficas de los pacientes y la prevalencia de
especies de Cdndida Se eligieron por conveniencia
140 pacientes de 60 afios y mas que acudieron a la
Clinica de Odontologia de la Escuela Nacional de
Estudios Superiores Unidad Ledn, Universidad
Nacional Auténoma de México, durante 2019. A todos
se les realizd historial clinica y se recolectd informa-
cion sobre variables sociodemograficas como edad,
sexo, estado civil y lugar de origen. También se regis-
tré si los pacientes eran usuarios 0 no de proétesis
dentales.

Toma de muestras para identificacion de
Candida

Todos los pacientes firmaron el consentimiento
informado antes de iniciar la toma de muestra de la
mucosa. La obtencidon de muestras de la mucosa
palatina se efectud bajo condiciones de asepsia con
kit Stuart® (Thermo Fisher Scientific, Espafia) para
coleccion y transporte de muestras bioldgicas. Cada
tubo se rotuld y sell6 para su transportacion al labo-
ratorio. Las muestras fueron sembradas en cajas de
petri con CHROMagar Candida, para lo cual se
empled el método de estriado; posteriormente se
incubaron a 35 + 2 °C durante 48 horas. Se realizd
el registro de resultados de acuerdo con la colora-
cién de cada muestra, con base en las especifica-
ciones del medio del contraste: colonias pintadas de
verde, Candida albicans; colonias en rosa, Candida
krusei; colonias en azul, Candida tropicalis. Se
reportan los resultados de pacientes con y sin pro-
tesis que presentaron o no crecimiento de las dife-
rentes especies de Candida, conforme al analisis
estadistico de 2.
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Total de pacientes portadores y no portadores de protesis dentales que mostraron Candida albicans, tropicalis o krusei

Pacientes portadores de prétesis parciales o totales 48

Pacientes no portadores de protesis 92

Resina acrilica experimental y
nanoparticulas de plata

Se utilizé una resina acrilica de PMMA sintetizada
en el Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria
donde se llevé a cabo el estudio. El PMMA es un
acrilico rosa formado de particulas esféricas de 10 a
30 um desarrollado por Acosta Torres et al., cuya
sintesis y caracterizacién se publicé en 2014. Las
nanoparticulas de plata (AgNP) fueron sintetizadas en
el mismo laboratorio y por el mismo grupo de inves-
tigacion, cuya formulacién se publicé en 2011.8 Estas
nanoparticulas tienen morfologia semiesférica de 20
a 50 nm. El PMMA con o sin nanoparticulas de plata
ha sido previamente evaluado en cultivos con fibro-
blastos gingivales humanos a las 24 y 48 horas, sin
que se hayan reportado efectos citotoxicos ni diferen-
cias significativas con el grupo control.’

Elaboracion de muestras de PMMA y
PMMA-AgNP

Se fabricaron discos de resina acrilica de PMMA y
PMMA-AgNP (0.2 ug/mL de AgNP), de 10 mm de dia-
metro x 2 mm de espesor’ para realizar las pruebas
de efecto antifungico y biocompatibilidad en un modelo
animal (n = 10). Las muestras fueron lavadas y este-
rilizadas en luz ultravioleta durante 10 minutos.

Evaluacion del efecto antifungico

Biopeliculas de Candida albicans (ATCC 90026)
fueron depositadas sobre discos de PMMA y PMMA-
AgNP y observadas mediante microscopia confocal
de barrido laser (Leica SP5®). Las muestras de acri-
lico se tifieron durante 15 minutos antes de la obten-
cion de imégenes con el colorante Live/dead
BacLight™ preparado con 1 mL de agua destilada
estéril, 1 mL de colorante de &cido nucleico

35.4 16.7 313
29.7 16.7 122
2= 0.480, %2=0.018, 2=7412,
p = 0.489 p =0.892 p = 0.006

fluorescente verde SYTO™9, 1 mL de fluorescente
rojo tincién con acido nucleico y yoduro de propidio.

Biocompatibilidad en un modelo animal

Mediante procedimiento quirirgico se realizd el
implante de discos de PMMA y PMMA-AgNP en el
dorso de 30 ratas Wistar, para valorar su efecto a los
15y 45 dias (n = 15). Como grupo control se utilizaron
15 ratas Wistar a las que no se les implant6 ningun
disco. Transcurrido cada periodo de tiempo, se sacri-
ficd a los animales y se obtuvieron muestras para
biopsia de los tejidos circundantes de la zona del
implante de los discos acrilicos, de acuerdo con la
ISO 10993-6.° Se prepararon las muestras para su
procesamiento histoldgico, se montaron en bloques
de parafina, se realizaron los cortes con micrétomo y
la tincion con hematoxilina-eosina, para la observa-
cién con microscopio 6ptico.”

Consideraciones éticas

El protocolo para la toma de muestras del paladar
de los pacientes fue aprobado por la Comisién de
Etica en Investigacion de la Escuela Nacional de
Estudios Superiores Unidad Ledn (CE_17/009); se
obtuvo la participacion voluntaria de los pacientes. El
protocolo para el ensayo en modelo animal fue apro-
bado por la Comisién de Etica de la misma escuela
(CEI.19_033_S8E).

Resultados

De los 140 pacientes valorados, 63.6 % correspon-
di¢ al sexo femenino. La edad media fue de 69 afios
(60 a 92 afos). La distribucidn por estado civil mostrd
que 66.4 % fue casado y 33.6 %, soltero. Por el
estado de origen, 66.4 % de los pacientes naci6 en
Guanajuato y 33.63 % en otro estado de la Republica.
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Descripcion del analisis histopatoldgico de las muestras obtenidas de los animales a los 15 y 45 dias de exposicion a PMMA

y PMMA-AgNP

Tipo de inflamacion  Ausente 80 % cronica 60 % mixta Ausente 100 % mixta 90 % mixta

Severidad Células 40 % moderada, 60 % moderada, Células inflamatorias 60 % leve 50 % leve
inflamatorias no 40 % leve 20 % severa no detectadas
detectadas

Extension Células 90 % limitadaala 90 % limitadaa Células inflamatorias 100 % limitada 100 % limitada
inflamatorias no capsula la capsula no detectadas ala capsula a la capsula
detectadas

Reaccioén a cuerpo  Ausente 70 % presente 80 % presente  Ausente 100 % ausente 90 % ausente

extrafio

PMMA = polimetil metacrilato, PMMA-AgNP = polimetil metacrilato con nanoparticulas de plata.

Microscopia confocal. A y B) Células de Candida albicans
vivas (verde) sobre un sustrato de PMMA. C y D) células de Candida
albicans muertas (rojo) sobre un sustrato de PMMA-AgNP, que indica
dafio por efecto de las nanoparticulas de plata.

Se encontraron 48 pacientes portadores de proéte-
sis, 21 con protesis parcial y 27 con prétesis total
(dentadura). Candida albicans se encontr6 en 65.1 %
de los pacientes, por lo cual constituyd la especie
mas prevalente. De acuerdo con los datos mostrados
en la Tabla 1, se infirid que no existieron diferencias
estadisticas significativas entre los pacientes positi-
vos a Candida albicans si portaban o no prétesis. El
mismo comportamiento se present6 en los pacientes
portadores y no portadores de protesis que resultaron
positivos a Candida tropicalis. Sin embargo, se encon-
tré diferencia significativa en los pacientes positivos

a Candida krusei cuando usaban o no una protesis
dental, lo que mostrd que el uso de protesis favorece
la proliferacion de este microorganismo.

Evaluacion del efecto antifungico

Las imagenes de microscopia confocal muestran
las superficies de los discos de PMMA y PMMA-AgNP
en 2.5 D. En el grupo con PMMA se observaron célu-
las de Candida albicans en verde, que indica su via-
bilidad (Figuras 1Ay 1B). El grupo con PMMA-AgNP
muestra fluorocromos verdes y rojos; el color rojo es
indicativo de células muertas de Candida albicans
(Figuras 1C y 1D).

Evaluacion histologica de PMMA y PMMA-
AgNP en un modelo animal

Los cortes histologicos evaluados evidencian la
presencia de una pseudocapsula asociadas al nicho
del material implantado; se observé una reaccion
inflamatoria de predominio linfoplasmocitario, dis-
creta, controlada y limitada a la capsula; asi como
células gigantes multinucleadas aisladas, lo que
denota la biocompatibilidad del material utilizado.

La Figura 2 muestra las imagenes microscdpicas
de las células de infiltrado inflamatorio crénico y las
células gigantes como prueba de la reaccién a cuerpo
extrafo. Después de analizar el comportamiento celu-
lar de las muestras animales (Tabla 2), es posible
decir que después de 45 dias se observé 100 % de
inflamacién mixta de severidad leve y que en 90 %
estaban ausentes las reacciones a cuerpo extrano.
Por lo anterior, el material desarrollado se considera
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Andlisis microscdpico de las muestras histoldgicas tomadas de las ratas Wistar después de haber sido expuestas a la resina acri-
lica experimental. A) El tejido en contacto con PMMA muestra infiltrado inflamatorio crdnico de predominio linfoplasmocitario (flechas). B) El
tejido en contacto con PMMA-AgNP muestra reaccion a cuerpo extrafo, células gigantes aisladas (flechas). PMMA = polimetil metacrilato,

PMMA-AgNP = polimetil metacrilato con nanoparticulas de plata.

biocompatible al ser evaluado en un modelo animal y
viable para aplicacién en la siguiente etapa de valo-
racion clinica.

Discusion

La poblacion mexicana que acude a las clinicas
universitarias presenta alta prevalencia (65.1 %) de
Candida albicans. En relacion con el uso de protesis,
Bianchi CM et al., en 2016, realizaron un estudio en
el que aislaron diferentes especies de Candida;
encontraron que las personas de edad avanzada con
prétesis removibles presentaron una probabilidad 4.4
veces mayor de aislamiento de Candida que las per-
sonas que no las usaban (IC 95 % = 1.65-11.4)."" En
contraste con el presente estudio, Unicamente com-
probamos la relaciéon con el uso de prétesis con
Candida krusei, probablemente debido a que solo 48
personas de la muestra total refirié usar protesis.

El acrilico desarrollado con nanoparticulas de
plata cuenta con efecto antifungico que inhibe
Candida, lo que caodyuvara en el tratamiento cuando
el paciente presente estomatitis subprotésica y posi-
blemente no tenga necesidad de tomar un trata-
miento farmacoldgico adicional. En otros estudios,
las nanoparticulas de plata también han mostrado
efecto antimicrobiano, sin ser toxicas cuando tienen
un tamafo de 20 a 50 nm, y constituyen una posible
alternativa al uso de antibidticos sin causar resisten-
cia microbiana.” Los reactivos utilizados para sinte-
tizar las nanoparticulas de plata son de bajo costo,
por lo que esta opcion podria estar al alcance de
todos los pacientes. La resina acrilica propuesta es
de facil manipulacién y disponible para los odonté-
logos y técnicos dentales que elaboran dentaduras,
ya que el material puede reducir de forma directa la
colonizacion microbiana y servir como un agente

para prevenir las infecciones orales en adultos
mayores.

Conclusiones

Se desarroll6 una resina acrilica para dentaduras,
a base de microparticulas de PMMA adicionado con
nanoparticulas de plata, como propuesta para los
pacientes edéntulos que presenten infecciones por
Candida. El PMMA con nanoparticulas de plata tiene
efecto antifingico en la inhibiciéon de Candida albi-
cans. Las pruebas previas in vitro del PMMA y PMMA-
AgNP indican que el material es no citotdxico, por lo
que se considero realizar un estudio in vivo no inva-
sivo colocando la resina acrilica experimental en un
modelo animal, lo que resultdé biocompatible al eva-
luar el efecto en los tejidos vivos, por lo que se con-
siderara proponer el producto para valoracion clinica
en pacientes.
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