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RESUMEN

Introduccion: El uso de proétesis totales y de acondicionadores de tejidos se han
convertido en parte importante para sobrellevar la calidad de vida de los pacientes
de edad avanzada.

Objetivo: Evaluar el efecto antifingico de un acondicionador de tejidos (Softy)
adicionado con nanoparticulas de sulfuro de plata (Ag2S) sobre Candida albicans.
Materiales y métodos: Las nanoparticulas de Ag2S fueron obtenidas por una
sintesis quimica asistida con ultrasonido y fueron adicionadas al acondicionador de
tejidos a diferentes concentraciones (0%, 1%, 2%, 4%). Posteriormente, se
obtuvieron muestras en disco con un diametro de 5.5 mm y 1 mm de espesor. Se
realizdé un ensayo de difusion en agar en donde se sembr6é Candida albicans y se
agregaron las muestras en disco, considerando como control negativo el disco al
0% de Ag2S y como control positivo discos de Anfotericina B. También se realizd un
ensayo de microdilucion en donde se agregaron los discos a diferentes
concentraciones de Ag2S en cada pocillo de la microplaca y como control negativo
se utilizé unicamente el medio RPMI. Los resultados fueron analizados
estadisticamente mediante ANOVA de una via con un valor p<0.05 y se aplico la
prueba Post-Hoc Tukey test.

Resultados: El ensayo de difusién en agar no muestra diametros de inhibicién, pero
tampoco se visualiza un crecimiento debajo y encima de los discos de
acondicionador de tejidos adicionados con nanoparticulas de Ag2S, es decir, solo
existe un efecto fungistatico, mientras que los resultados del ensayo de
microdilucién se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo control negativo y los grupos al 1%, 2% 4% de Ag2S.

Conclusidon: Nanoparticulas de Ag2S fueron sintetizadas exitosamente por sintesis
guimica asistida con ultrasonido y fueron mezcladas con un acondicionador de
tejidos Softy. Las muestras presentan un efecto antifingico contra candida albicans,
indicativo de que el sulfuro de plata puede ser un buen candidato para tratamientos

antifingicos para la candidiasis oral.



Palabras Clave: Candida albicans, acondicionador de tejidos, nanoparticulas,

Ag2S, difusion en Agar, microdilucion.

ABSTRACT

Introduction: The use of total dentures and the tissue conditioners have become
an important part of coping with the quality of life of elderly patients.

Objective: To evaluate the antifungal effect of a soft liner (Softy) added with
nanoparticles of silver sulfide (Ag2S) on Candida albicans.

Materials and methods: Ag2S nanoparticles were obtained by ultrasound-assisted
chemical synthesis, and they were added into a soft liner at different concentrations
(0%, 1%, 2%, 4%). Subsequently, disk samples with a diameter of 5.5 mm and 1
mm thickness were obtained. A diffusion assay was performed in agar where
Candida albicans was sown and the samples were added to the disk, considering
the 0% Ag2S disk as a control (-) and Amphotericin B discs as a control (+). A
microdilution assay was also performed with the discs at different concentrations of
Ag2S in each well of the microplate and only the RPMI medium was improved as a
negative control. The results were statistically analyzed by using one-way ANOVA
with a p<0.05 value and the Post-Hoc Tukey test was applied.

Results: The agar diffusion assay does not show inhibition diameters, but growth
under and above the tissue conditioner discs added with Ag2S nanoparticles was not
observed either, that is, there is only a fungistatic effect, while the results of the
microdilution assay, statistically significant differences were found between the
negative control and the 1%, 2%, and 4% Ag2S groups.

Conclusion: Ag2S nanoparticles were successfully synthesized by ultrasound-
assisted chemical synthesis and mixed with Softy tissue conditioner. The samples
show an antifungal effect against candida albicans, indicating that silver sulfide may

be a good candidate for antifungal treatments.

Keywords: Candida albicans, soft liner, nanoparticles, AgzS, diffusion in agar,
microdilution.
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INTRODUCCION

Con el envejecimiento de las personas de edad avanzada, comienzan ciertos
cambios en su cuerpo, como la falta de audicion, la disminucién de la vista, la
pérdida de piezas dentales, entre otros. Las protesis totales acrilicas han sido el
punto clave para reponer los dientes perdidos (Deng et. Al 2021) y los materiales,
como los acondicionadores de tejidos, ayudan a mejorar el uso de protesis totales.
Los acondicionadores de tejidos son revestimientos blandos de corta duracion, que
sirven como base temporal, para distribuir las fuerzas mecanicas durante la
presencia de estomatitis protésica, evitando la irritacion de los tejidos (Velazco, et.
al 2009). Una de las desventajas del uso de acondicionadores de tejidos es que
promueve la proliferacion de bacterias y hongos como la Candida albicans, que
forma parte de la microbiota humana, la cual coloniza de manera asintomatica en el
cuerpo, como el tracto gastrointestinal, el tracto reproductivo femenino, la cavidad
oral y la piel que puede generar desde infecciones leves hasta infecciones severas
(Gulati, et. al 2016). Una de las infecciones causadas es la Candidiasis oral, que es
una enfermedad fungica comun causada por un crecimiento excesivo de Candida
albicans en la boca (Millsop & Fazel, 2016). La Candidiasis oral se divide
clinicamente en 3 tipos: formas agudas, formas cronicas y lesiones asociadas a
Candida (Yamamoto, 2010). Hoy en dia existen diversos tratamientos para evitar la
proliferacion de Candida albicans, y se ha puesto a prueba diferentes
nanomateriales que ayuden a la inhibiciébn de la misma, uno de ellos son las
nanoparticulas de sulfuro de plata de estructura cristalina monoclinica que han sido
utilizadas en la nanoelectronica, optoelectrénica, biofisica y en la medicina como
puntos biométricos y foto luminiscentes utilizados para la visualizacién de por vida
de dérganos y tejidos o para retener farmacos en las células (Plastun, et. al, 2020).
En este trabajo de titulacion nanoparticulas de Ag:S seran incorporadas en un
acondicionador de tejidos para conocer las propiedades antifungicas ante Candida

albicans.



CAPITULO |



1. MARCO TEORICO

1.1 NANOTECNOLOGIA: NANOMATERIALES Y NANOPARTICULAS

La nanotecnologia es la “tecnologia a escala” y tiene la capacidad de trabajar atomo
por &tomo para crear estructuras con organizacion molecular. Incluye el disefio, la
caracterizacion, la produccion y la aplicacion de materiales, dispositivos y sistemas

a un tamafo a nanoescala en un rango de 1 a 100 nm (Figura 1), (Ramsden, 2016).

e
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Figura 1: Representacion esquematica de diferentes estructuras a nivel

nanométrico. Fuente: (Mufioz, 2018)

Los nanomateriales tienen una base heterogénea de materiales, incluyendo los de
base metélica, 6xidos metalicos, con base de carbén, los puntos cuanticos (QDs,
por sus siglas en inglés) y dendrimeros. Las propiedades de los nanomateriales son
determinadas por la composicion quimica y por propiedades morfolégicas como
tamafio, forma y superficie, estos parametros pueden afectar las propiedades
quimicas, como reactividad, actividad fotocatalitica y propiedades energéticas.
Estas propiedades hacen Unico a cada nanomaterial y pueden afectar su
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comportamiento y llevar  diferencias en el modo de penetracion celular, en el modo

de accién y el nivel de toxicidad (Schwirn et. al, 2014).

Las nanoparticulas se definen como un pequefio objeto que se comporta como una
unidad completa con un tamafio de 1 a 100 nm y son definidas como particulas
ultrafinas (Ruzer, 2017).

Las nanoparticulas pueden obtenerse naturalmente (a través de fendmenos
naturales como erupciones volcanicas, polvos coOsmicos, entre otras) o
sintéticamente. En la era moderna las nanopatrticulas se usan en la electrénica, en
la ciencia, en la medicina para detectar y tratar enfermedades, entre otros &mbitos
(Sheposh, 2021).

1.2 SULFURO DE PLATA

El sulfuro de plata (Ag2S) es el semiconductor mas utilizado ademas de los de los
sulfuros de plomo, zinc, cadmio y cobre. Este semiconductor tiene estabilidad
quimica y buenas propiedades Opticas, por lo que se usa ampliamente en varios
campos, como agente antibacteriano, en sensores de amoniaco (NHs) y en

sensores de temperatura (Gunawan, et. al, 2022).

El Ag2S es un calcogenuro metalico semiconductor con tres acomodos
cristalograficos: monoclinico, cubico en el cuerpo y cubico centrado en la cara
(Sadovnikoy, et. al, 2018).

El Ag2S (Figura 2) cuenta con propiedades fisicas y quimicas especificas atractivas

para aplicaciones fotocaliticas (Alikarami, et. al, 2022).
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Figura 2: Polvo de sulfuro de plata (Agz=S) en mortero de 4gata. Fuente: Propia

1.3 NANOPARTICULAS DE SULFURO DE PLATA

Las nanoparticulas de sulfuro de plata (Nps de Ag2S) (Figura 3) con estructura
monoclinica, han sido utilizadas como material funcional en varios campos como la
nanoeléctrica, optoeléctrica, sensores, fotoconductores, detectores de infrarrojos,
en biofisica y en medicina, también como puntos biométricos y fotoluminiscentes
utilizados para la visualizacién de 6rganos y tejidos y como medio para retener

farmacos en las células (Plastun, et. al, 2020).

El Ag2S puede ser utilizado en biomedicina debido a sus propiedades
antimicrobianas contra una amplia gama de microorganismos Gram positivos y
Gram negativos, asi como por su baja citotoxicidad con diversas células, tales como,
HCL A549 (células de cancer de pulmén), HEP G2 (linea celular del cancer de
higado de humano), HCT 116 (linea celular del cancer de colon humano), entre
otras (Mendoza, et. al, 2021).

12



100 nm

Figura 3: Imagen TEM de nanoparticulas de Ag=S. Fuente: Propia

1.4 CANDIDA ALBICANS

Candida albicans (C. albicans) es un hongo patégeno comensal que comunmente
coloniza la piel, el tracto gastrointestinal, la mucosa oral y la vagina (Wang, et. al,
2021).

Este hongo puede causar enfermedades que van desde infecciones superficiales
de la mucosa hasta trastornos sistémicos (Wang, 2015). Se ha demostrado que las
infecciones sistémicas ocasionadas por Candida albicans pueden conducir una tasa
de mortalidad del 40% (Dadar et. al 2018).

La C. albicans es un miembro de la microflora humana, que se encuentra
regularmente en los tractos gastrointestinales, respiratorios y genitourinarios
humanos. Generalmente es un hongo comensal inofensivo que puede convertirse
en un organismo oportunista en personas inmunocomprometidos o

inmunodeficientes (Dadar et. al 2018).

La C. albicans es metabdlicamente flexible y polimérfica (Figura 4) cambiando in
vivo a formas alternativas de crecimiento vegetativo en respuesta a condiciones
ambientales, disponibilidad de nutrientes, temperatura, pH, CO2 y la presencia de
suero (Gow & Yadav, 2017).

13



Yeast Pseudohyphae Hyphae

Figura 4: Levadura y morfologias filamentosas de Candida albicans tal como se
visualizan mediante microscopia de contraste de interferencia diferencial (DIC).
Fuente: (Thompson et. al, 2011)

1.5 CANDIDIASIS ORAL

Es la infeccion micética mas comun y regularmente se observa como una infeccion
oportunista local. Esta se divide clinicamente en 3 tipos: formas agudas, formas
cronicas y lesiones asociadas a Candida. La multiplicacién y la adhesién de la
Candida pueden regularse por diferentes factores locales y sistémicos. Dentro de
los factores locales podemos encontrar el deterioro de la integridad de la mucosa
oral que generalmente se ve afectada por hiposalivacion, medicamentos, radiacion,
protesis totales, disminucién de la poblacion bacteriana oral y mala higiene bucal.
(Yamamoto, 2010) Mientras que los factores sistémicos incluyen pacientes en

quimioterapia, radioterapia (Kinkela, et. al, 2021).

La Candidiasis oral es causada por la Candida albicans y suele tener sintomas como

inflamacion de la mucosa oral, se presenta como una sensacion de malestar, dolor,
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eritema, erosion, alteraciones del gusto e hiperplasia de la mucosa oral (Figura 5)
(Yamamoto, 2010).

Figura 5: a) Candidiasis eritematosa aguda que se presenta como un area atrofica
roja en el dorso de la lengua. b) Candidiasis eritematosa cronica que se presenta

como éareas rojas de la mucosa palatina. Fuente: (Lewis & Williams, 2017)

1.6 ESTOMATITIS PROTESICA

La estomatitis protésica es una inflamacion y un proceso de cambios patoldgicos
inflamatorios (Figura 6) de origen multifactorial en la mucosa oral y se encuentra
asociada a la presencia de Candida y su interaccion con otros factores. Los cambios
clinicos que se presentan en este proceso son &reas eritematosas que se
encuentran de manera caracteristica en las zonas de soporte de una dentadura o
una proétesis removible, uno de los lugares mas comunes donde se puede encontrar

es en la mucosa del maxilar superior (Barata et. al, 2003).
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Figura 6: Representacion de estomatitis protésica. Fuente: (Bengel & Bornstein,
2011)

1.7 ACONDICIONADORES DE TEJIDO

Los acondicionadores de tejido son revestimientos blandos de corta duracion
formados a partir de realizar una mezcla de un polimero en polvo y un plastificante
liquido estos se pueden utilizar para mejorar el ajuste y la funcion de las prétesis
totales acrilicas mal ajustada como recursos temporales; también ayuda a prevenir

la irritacidbn mecéanica de la protesis total (Dorocka-Bobkowska et. al 2017).

Esta base de protesis total puede reducir el dafio de las estructuras de soporte y
mejora la estabilidad y retencién de esta, puede realizarse en la misma consulta ya
qgue la técnica es muy sencilla. La colocacién de los acondicionadores de tejido
funciona como un cojin para la amortiguacion y la distribucién de las fuerzas, se

realiza con frecuencia para evitar traumatismos (Panda et. al, 2021).

El polvo del polimero utilizado en los acondicionadores de tejidos esta compuesto
por metacrilato de polietilo (PEMA) y el plastificante liquido es a base de un éster
en etilo, es decir, es una solucién de alcohol etilico sin monémero acrilico; la mezcla
de ambos da como resultado una cadena de polimero y la formacion de un gel
caracterizado por un comportamiento viscoelastico que es aprobado para su uso
clinico. También puede actuar de manera terapéutica mediante la incorporaciéon de
agentes antifungicos y antibacterianos. Para mejorar la adhesion del acondicionador
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de tejidos se recomienda que la protesis dental tenga un grosor adecuado; también
es importante mencionar que si el material es usado de manera prolongada puede
conducir a la deformacion y fractura de la base dental (Dorocka-Bobkowska, et. al,
2017).

Una oclusion de la protesis bien equilibrada esta destinada a minimizar los efectos
adversos de los movimientos funcionales y parafuncionales mediante la amplia
distribucion de estas fuerzas a las areas de soporte de la protesis total. Los
materiales blandos para revestir las protesis totales acrilicas no solo pueden facilitar
Su uso, sino también eliminar por completo las sensaciones de dolor. Ademas, los
estudios clinicos confirman que el revestimiento suave mejora significativamente la

calidad de vida de los pacientes (Biatozyt-Bujak, et. al, 2021).

El material de revestimiento ya sea duro o blando, no debe utilizarse para
compensar una protesis mal hecha y ajustada, debe utilizar como una herramienta

sencilla para mejorar una prétesis clinicamente aceptable (Garcia & Jones, 2004).

Figuras 7: Acondicionador de tejidos Softy. Fuente: propia
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1.8 ENSAYOS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIFUNGICA

Existen diferentes métodos para evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de un
extracto o de un compuesto puro; los mas comunes y basicos son la difusion en

disco y dilucion en caldo o agar.

1.8.1 DIFUSION EN AGAR

El método de difusion en agar es el método oficial de muchos laboratorios de
microbiologia clinica para las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos de
rutina, en este método las placas de agar se inoculan con un inéculo estandarizado
del microorganismo de prueba, en seguida se colocan sobre la superficie del agar
discos de papel de filtro, que contiene el compuesto del ensayo con la concentracion
deseada y las cajas Petri se incuban en condiciones adecuadas (Balouiri et. al,
2016).

Generalmente, el agente microbiano se difunde en el agar e inhibe la germinacion
y el crecimiento del microorganismo de prueba, después se miden los diametros de
las zonas de inhibicién (Figura 8). Este método proporciona resultados cualitativos
al clasificar a las bacterias como susceptibles, intermedias o resistentes, asi que es
una herramienta de tipificacion basada en el fenotipo de la resistencia de la cepa
microbiana probada. Este método ofrece muchas ventajas, entre ellas: simplicidad,
bajo costo y la cantidad a probar de una gran cantidad de microorganismos y
agentes microbianos, asi como la facilidad para interpretar los resultados
proporcionados. La inhibicion del crecimiento bacteriana (actividad bacteriostatica)
a través de este método no significa la muerte de una bacteria (actividad
bactericida), es decir, no se puede distinguir la actividad bactericida de la actividad

bacteriostatica (Balouiri et. al, 2016).
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Figura 8: Zonas de inhibicidon de un ensayo de difusién en agar Dextrosa
Sabouraud (ADS). Fuente directa

1.8.2 METODOS DE DILUCION

Son los mas adecuados para la determinacion de los valores de concentracion
minima inhibitoria (CMI). La micro o macrodilucion en caldo es uno de los métodos
de prueba de susceptibilidad antimicrobiana més basicos. El procedimiento implica
preparar diluciones dobles del agente antimicrobiano. La metodologia experimental
para llevar a cabo con un medio de crecimiento liquido dispensado en tubos que
contienen un volumen minimo de 2 ml (macrodilucién) o con volimenes utilizando

una placa de microtitulacion de 96 pocillos (microdilucion) (Balouiri et .al, 2016).

Figura 9: Placa de 96 pozos para ensayo de microdilucién. Fuente: Directa
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1.9 TECNICAS DE CARACTERIZACION DE NANOMATERIALES

Los nanomateriales se han utilizado en diversos tipos de industrias debido a su

tamafio nanométrico, muestran diferentes caracteristicas y para comprender sus

propiedades se requiere el uso de varios métodos y técnicas de caracterizacion
(Ramchander & Ragini, 2021).

El analisis de los nanomateriales se puede clasificar en métodos que abordan sus

propiedades fisicas, como el tamafo, forma, area superficial, carga superficial,

cristalinidad, entre otras, también se pueden clasificar por su composicion quimica

y concentracion que van a influir en su funcionalidad (Kranz & Mizaikoff, 2019).

Tabla 1: Tabla de técnicas de caracterizacion. Fuente: (Kranz & Mizaikoff, 2019)

TECNICA

NANOMATERIALES

INFORMACION OBTENIDA

Ondas electromagnéticas

Dispersion de Luz
Dinamica (DLS)

Todo tipo de nanoparticulas (metal,
inorganicas)

Tamafio de particula (radio
hidrodinamico).

Espectroscopia
UV-Vis (UV-VIS)

Nanomateriales a base de carbono,
Nanoparticulas metalicas,
Nanoparticulas modificadas con
proteinas de calcogenuro metélico

Tamano, forma,
concentracion.

Transformada de
Fourier IR (FTIR)

Nanoliposomas, Nanomateriales
modificados, Nanoparticulas de 6xidos

Caracterizacion molecular
especifica de superficies.

Espectroscopia
Raman

Nanomateriales a base de carbono,
Nanomateriales de calcogenuro
metalico, Nanomateriales de ceramica

Caracterizacién molecular
especifica de superficies.

Espectroscopia basada en rayos X

XPS

Cualquier tipo de Nanomateriales y
Nanomateriales modificados

Composicién elemental,
estado de oxidacion,
estructura electronica,
composicion de modificacion
superficial.
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TECNICA NANOMATERIALES INFORMACION OBTENIDA
. . . Estructura cristalina,
Peliculas finas, Nanomateriales "y ~
DRX . . composicion, tamafio de
cristalinos N
grano cristalino.
Nanoparticulas de metal/6xido de _Conﬂgur_agon electronica,
XAS , informacién sobre la
metal, peliculas delgadas
estructura de corto alcance.
Técnicas basadas en haces
HR-SEM 0-D, 1-D, 2-D, 3-D, estable en el vacio | Tamafio, forma, dispersion.
HR-TEM, 0-D, 1-D, 2-D, Nanomateriales 3-D Tamafio, forma, dispersion,
VASTAGO adelgazados, estables en el vacio composicion.

Microscopia de sonda de barrido

Microscopia de
tunel de barrido
(STM)

Nanomateriales conductores y
semiconductores

Informacion tridimensional,
densidad local de estados
electroénicos.

Microscopia de
fuerza atbmica
(AFM)

Cualquier tipo de Nanomateriales

Informacion tridimensional
sobre tamafo, forma,
morfologia de la superficie,
propiedades nanomecanicas.

Microscopia
electroquimica de
barrido (SECM)

Cualquier tipo de Nanomateriales,
restricciones de tamafio dependiendo
de la sonda SECM

Propiedades
(electro)quimicas, actividad
catalitica, forma y morfologia.

Microscopia
Optica de barrido
de campo cercano
(NSOM)

Nanomateriales plasmaonicos,
Nanomateriales fluorescentes

Propiedades Opticas,
tamarfio, forma.

Técnicas hibridas

TERS/Nano-FTIR

Cualquier tipo de Nanomateriales

Informaciéon molecular
especifica de alta resolucion.

AFM-SECM, SICM-

Nanoparticulas, Nanomateriales
bidimensionales estructurados,

Informacion topogréfica
electroquimica

SECM, SECCM Nanomateriales basados en carbono correlacionada en 3D.
Espectrometria de masas
ICP-MS Cualquier tipo de Nanomateriales Composicién elemental.
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TECNICA NANOMATERIALES INFORMACION OBTENIDA
: . Estructura de la informacion
SIMS, TOF-MS, Nanomateriales organicos e L .
MALDI, ESI inorganicos quimica (sensible a la
’ superficie) y estado quimico.

1.9.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

El microscopio electronico de barrido (SEM por sus siglas en inglés), utiliza

electrones en lugar de luz para formar una imagen de la superficie de la muestra. El

haz incidente se proyecta sobre la superficie de la muestra para producir una

imagen. La alta resolucion espacial hace posible la caracterizacion del material de

nandémetro a micrémetro. Los electrones acelerados en un microscopio electrénico

de barrido (SEM) transportan cantidades significativas de energia cinética y esta

energia se disipa como una variedad de sefiales producidas por las interacciones

de los electrones de la muestra cuando los electrones incidentes se desaceleran en

la muestra sélida. (Chaudhary et. al, 2016).

Figura 10: Imagen SEM de un polimero semiconductor nanoestructurado. Fuente:

(Chaudhary, 2016).
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1.9.2 MICROSCOPIA DE TRANSMISION ELECTRONICA

En la microscopia de transmision electronica (TEM por sus siglas en inglés), se
utiliza un haz de electrones que se transmite a través de una muestra ultrafina, a
medida que pasa a través de la interaccion se forma una imagen y se detectan los
electrones que viajan a través de la muestra. Los electrones tienen una longitud de
onda mas corta que los fotones y, por lo tanto, pueden proporcionar una resolucion
mas alta que los microscopios Opticos convencionales. Estos electrones se enfocan
en un haz muy delgado que se transmite a través de la muestra y finalmente se
proyecta una pantalla fluorescente dando una “imagen de sombra” de la muestra.
El contraste de la imagen depende de la densidad del material. La técnica de TEM
puede proporcionar dos tipos de informaciéon sobre una muestra: una imagen

ampliada y un patron de difraccion (Chaudhary et. al, 2016).

Figura 11: Micrografia TEM de nanoparticulas de plata. Fuente (Hongjin, 2006)

1.9.3 ESPECTROSCOPIA DE UV VIS

La espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis), permite la evaluacién de las
caracteristicas optoelectrénicas de los nanomateriales, como el tamafio, el estado
de agregacion y el indice de refraccion mediante la medicién de absorcion. Esta es
una técnica ampliamente utilizada que proporciona una evaluacion no invasiva y

rapida en tiempo real, ademas de que es un proceso simple y econémico ya que
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con una preparacion minima de la muestra se puede llevar a cabo lo que permite
que se utilice en numerosos laboratorios dentro de muchas disciplinas. La
espectroscopia UV-Vis funciona utilizando la radiacion electromagnética de una
longitud de onda entre 180 nm - 1100 nm que pasa a través de una muestra para
medir su transmitancia o absorbancia Optica. Los rangos espectrales cubren el
rango de longitud de onda para el ultravioleta (170 nm a 380 nm), visible (380 a 780
nm) e infrarrojo cercano (780 nm a 3300 nm). La absorcidon Optica de una muestra
es caracteristica de cada material y se mide utilizando una celda de cuarzo
(Quevedo et. al 2021).

2.5

cis-resveratrol in ethanol

—10*M
—10°M
—10°M

Detector - — Simulated

Cubeta con
muestra

rendija

Absorbance (arb.units)

Prisma

ol T
rendija 200 250 300 350 400 450 500

Fuente de rem Wavelength (nm)

Figura 12: a) Representacion del principio fisico de espectroscopia UV-Vis y b)
espectro de absorcion éptica de una muestra liquida de cis-resveratrol en etanol.
Fuente: (Fernandez, 2010)
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CAPITULO I



2. ANTECEDENTES

Anteriormente los investigadores buscaban la manera de inhibir Candida albicans
con diferentes técnicas, materiales y medicamentos, sin embargo, en el transcurso
de la busqueda llegaron a realizar estudios con elementos naturales como lo son el
aceite de coco, aceite de esencia de limdn, aceite de orégano, aceite de té de arbol,
entre otros (Vilchis, 2022) Baygar et al., 2018) (Neppelenbroek et al., 2018) (Muttagi
& Subramanya, 2017).

Un estudio realizado en 2015 donde se utilizaron nanoparticulas de Clorhexidina
(CHX-NP) en una reaccidon acuosa incorporadas a recubrimientos dentales
comerciales por inmersion, se caracterizd el angulo de contacto (hidrofilicidad) y
absorcién de agua mediante cambio de masa (Garner et. al, 2015). Se concluy6 que
las CHX-NP proporcionaron una dosis controlada y localizada de CHX soluble en la
superficie de las siliconas dentales sin afectar negativamente la hidrofilia o la
absorcion de agua, ademas de que proporcionaron un control antifingico eficaz en
un ensayo de proliferacion celular, e indicaron que recubrir los materiales con este
tipo de nanoparticulas podria ser una forma eficaz de administrar concentraciones
bajas, pero clinicamente relevantes de Clorhexidina en el entorno bucal (Garner et.
al, 2015).

En 2018 se realiz6 un estudio en el cual se agregaron nanoparticulas de quitosano
donde se utilizaron diferentes microorganismos bacterianos como Staphylococcus
aureus (ATCC 6538) como representante de bacterias grampositivas y no
esporégenas; Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) como representante de
bacterias  gramnegativas; y Enterococcus  faecalis (ATCC  29212) como
representante de bacterias grampositivas y resistentes. Ademas, Candida
albicans (ATCC 10231) se utiliz6 como hongo patogeno disponible en la boca, la
tasa de crecimiento de los microorganismos se midié en el medio de cultivo
utilizando un espectrofotometro de UV-Visible y finalmente se concluy6é que las

diferentes concentraciones de nanoparticulas de quitosano condujeron a la
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inhibicion del crecimiento de hongos y bacterias en 24 y 48 horas (Mousavi et. al,
2018).

En el afio 2021, se realiz6 un estudio por Jie Deng y colaboradores en cual mediante
el método in-situ se sintetizaron nanoparticulas de plata (NPs de Ag) en un
revestimiento acrilico suave para obtener efectos antifingicos. Se preparo el
revestimiento con varios porcentajes, se almacenaron en 3, 7 y 14 dias, se midio la
tasa antifangica (AFR por sus siglas en inglés) de los ensayos antifungicos de
contacto directo donde se observo que el AFR aument6 a medida que aumento la
concentracion de plata, mientras que disminuy6 con el tiempo de almacenamiento.
Se pudo concluir que dentro de la vida util del revestimiento blando que tenia Ag
NPs sintetizadas de manera in-situ tuvo un control efectivo de Candida albicans a

través del contacto directo (Deng et. al, 2021).

En el grupo de trabajo de la Escuela Nacional de Estudios Superiores Unidad Leon
(ENES Ledn) se ha evaluado de manera in vitro a las Nps de Ag2S con dos
fitopatogenos como: Aspergillus sp en el ajo, asi como la Colletotricum
gloeosporioides causante de la antracnosis en aguacate logrando inhibir su
desarrollo en una concentracién de 7.5 mg/ml. Asi como también se realizo el
ensayo del efecto de las Nps de Ag2S en cultivo con Candida albicans y su

citotoxicidad en Fibroblastos Gingivales Humanos (FGH) (Xoca, et. al, 2019).

Un estudio en 2021 realizado en la ENES Le6n se evalué la respuesta antifingica
del Agz2S en Candida albicans y se evalud la citotoxicidad en células orales como
Fibroblastos Gingivales Humanos para la aplicacién de acondicionador de tejidos.
Se realizé la sintesis asistida por ultrasonido de Nps de Ag:S experimentales, Nps
Ag2S con Polietilenglicol (PEG) y Nps de Ag2S comerciales de la marca Sigma
Aldrich. Como resultados se obtuvieron nanoparticulas semiesféricas con un
tamafio entre 5-10 nm con un aspecto aglomerado, ademas de que la concentracion
minima inhibitoria fue de 3.75 mg/ml, tanto para Nps de Ag2S experimentales, como
las que contienen PEG y para las comerciales. También se realizaron ensayos de

difusién en donde las Nps de Ag2S obtuvieron zona de inhibicion de hasta 14 mly
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las nanoparticulas comerciales no obtuvieron zonas de inhibicion, se pudo concluir
que la sintesis asistida por ultrasonido fue efectiva para obtener Nps de Ag2S

mostrando una efectividad contra Candida albicans (Vilchis, 2022).

28



CAPITULO Il



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La estomatitis protésica representa un problema en los pacientes portadores de
proétesis totales, ya que es un proceso patoldgico inflamatorio de origen multifactorial
en la mucosa oral, la prevalencia de esta oscila entre el 15% Yy 70 % de los usuarios
y es mayor en personas de edad avanzada y en mujeres (Gendreau & Loewy, 2011).
Los factores etiolégicos incluyen la mala higiene de las protesis, uso continuo y
nocturno, acumulacion de biopelicula dental y contaminacién bacteriana y por
levaduras. La estomatitis se encuentra asociada a la presencia de infecciones
micéticas donde estos factores parecen aumentar su capacidad para colonizar tanto
la protesis total como la superficie de la mucosa oral donde la Candida albicans
actia como patégeno oportunista (Gendreau & Loewy, 2011). Los cambios clinicos
que se presentan en este proceso son areas eritematosas que se encuentran de
manera caracteristica en las zonas de soporte una prétesis removible, uno de los
lugares mas comunes donde se puede encontrar es la mucosa del maxilar superior
(Barata et. al, 2003).

Estudios han demostrado que en el 78% de los pacientes portadores de prétesis
totales existe una colonizacion de Candida albicans. (Elteen AK & Elteen RM, 1998).
Candida albicans es un patobionte fungico que se aisla con frecuencia de las
superficies mucosas con una tasa de portadores asintomaticos de un 60%
aproximadamente en la poblacion humana, esta puede generar desde infecciones

moderadas a graves (Richardson, Moyes & Naglik, 2019).

Las infecciones por hongos son un factor importante que contribuyen a
enfermedades infecciosas graves, las especies de Candida se encuentran entre las
causas mas comunes de enfermedad micética invasiva y Candida albicans como la
principal, en la actualidad solo existen tres clases de medicamentos aprobados para
el tratamiento de micosis y la eficacia de estos se ve comprometida por el desarrollo

de resistencia a los medicamentos (Lee, et. al, 2021).
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3.1 JUSTIFICACION

Las nuevas tecnologias nos han fomentado la necesidad de investigar métodos
alternativos que se puedan utilizar para la solucién de los problemas dentales. El
uso de la nanotecnologia ayuda a prevenir procesos infecciosos, es por eso por lo
gue se considera importante evaluar el efecto antifingico de las Nps de Ag2S
mediante la realizacion de estudios in vitro que permitan encontrar resultados que

sean favorables en la eliminacién de agentes patégenos bucales.

Los materiales de revestimiento como los acondicionadores de tejido son utilizados
para mejorar el ajuste y la funcién de una prétesis total acrilica mal ajustadas y
también ayuda a prevenir la irritacion mecénica de la misma (Dorocka-Bobkowska
et. al 2017).

El sulfuro de plata se caracteriza por ser un material que tiene excelentes

propiedades antibacterianas y fungicidas (Sadovnikoy, et. al, 2018)

Esta investigacion impulsara que las nuevas tecnologias sean implementadas en
materiales dentales con el uso de nanoparticulas para inhibir procesos infecciosos,
gue en un futuro mejore la calidad de materiales y que impacte en la calidad de vida

de los pacientes.

3.2 HIPOTESIS

* Las nanoparticulas de Ag2S agregadas al acondicionador de tejidos Softy
inhiben el crecimiento in vitro de Candida albicans ATCC 90028.
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3.3 OBJETIVO GENERAL

Evaluar las propiedades antifungicas del acondicionador de tejidos Softy modificado

con nanoparticulas de Ag2S a través de un ensayo antifingico in vitro.

3.3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener nanoparticulas de Ag2S con Polietilenglicol (PEG) través de una

sintesis quimica asistida por ultrasonido.

e Obtener discos de acondicionador de tejidos adicionado con nanoparticulas

de Ag2S con PEG mediante mezcla fisica.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria del sulfuro de plata en el

acondicionador de tejidos por microdilucion.

e Determinar el efecto antifungico de las nanoparticulas de sulfuro de plata en
el acondicionador de tejidos por el método de difusion en agar.

3.4 DISENO DE LA INVESTIGACION

Poblacién de estudio: Acondicionador de tejidos Softy
Tipo de Estudio: Experimental in vitro
Disefio de estudio: Puro, Prospectivo, Comparativo

3.4.1. CRITERIOS DE INCLUSION.

Microorganismo: Candida albicans

Discos calibrados y con superficies planas con base a la norma ISO 10139-
2:2016(E)

Nanoparticulas semiesféricas de sulfuro de plata

3.4.2. CRITERIOS DE EXCLUSION.

Especies diferentes a Candida albicans
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Cajas de agar rasgadas

Muestras con distintas formas o tamafios establecidos por la norma ISO 10139-

2:2016(E)

3.4.3 CRITERIOS DE ELIMINACION.

Cultivos contaminados.

Cajas Petri con superficies irregulares o areas no sembradas en el agar.

Muestras con superficies rugosas y contaminadas.

3.4.4 VARIABLES

VARIABLE FUNCION
DENTRO
DE LA
INVESTIGA
CION

Concentra | Independie

cion de nte

Nps de

Ag2S

Actividad Dependient

antifungica e

DEFINICION
CONCEPTUAL

Cantidad de soluto
contenida en
determinado monto
de solvente o
solucion. (Barbisan,
2021).

Cualquier sustancia
capaz de producir
una alteracion tal de
las estructuras de
una célula fungica
gue consiga inhibir
su desarrollo,
alterando su
viabilidad o
capacidad de
supervivencia, bien
directa o
indirectamente, lo
gue facilita el
funcionamiento de
los sistemas de
defensa del huésped
(Gregori, 2005).
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DEFINICION
OPERACIONAL

Las Ag.S con PEG

fueron incorporadas a

un acondicionador de
tejidos Softy en
diferentes
concentraciones: 0%,
1%, 2% y 4%.

Se realiz6 ensayo de
microdiluciéon para
determinar la

concentraciéon minima
inhibitoria y un ensayo

de difusién en agar
para determinar el
efecto antifungico de
las nanoparticulas de
Ag2S con PEG en un
acondicionador de
tejidos.

TIPOY
ESCALA DE

VARIABLE

Cuantitativa
discreta 'y de
razon

Cuantitativa
continua de
intervalo



CAPITULO IV



4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS

Para la obtencién de nanoparticulas de Ag:S con PEG se realizé una sintesis
quimica asistida con ultrasonido, donde se prepararon las siguientes soluciones
volumétricas, utilizando agua destilada como disolvente en las siguientes

concentraciones:
e Citrato de sodio (Karal, S.A de C.V): 0.129 g / 50 ml
e Nitrato de plata (J.T. Baker): 0.424 g/ 50 ml
e PEG (Sigma-Aldrich) 100 yL
e Sulfuro de sodio (Fermont): 0.195 g / 100 ml
e Sulfuro de sodio excedente (Fermont): 0.0004 g / 25 ml

En un matraz Erlen Meyer se adicionaron las soluciones en el orden gque estan
descritas arriba; el matraz fue cubierto completamente de aluminio y fue sellado con
un tapén de algodoén y gasas. Posteriormente se llevod al ultrasonido por 2 h, una
vez sonicada la solucién se observo un cambio en la coloracion de la solucién se
torno color negro debido a la presencia de un precipitado. Posteriormente, se realizo
un prelavado del producto, donde se colocé la solucion en tubos de 15 ml, los cuales
se centrifugaron a 5000 rpm en un equipo (Cole Parmer) por 10 min. El excedente
se colocd en un vaso de precipitado y se repitié este proceso hasta concluir con el
crudo de reaccion. Para lavarlo se vertié agua destilada a los tubos para centrifuga
y se llevaron a 5000 rpm x 10 min. Finalmente, se pudo observar en los tubos un

precipitado negro correspondiente a las Nps de Ag2S con PEG para evitar que las
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nanoparticulas quedaran precipitadas en la parte inferior del tubo se agitaron con

un equipo vortex unos cuantos segundos.

Para el secado del producto de Ag2S se coloco en una caja Petri de vidrio y se
posiciond en una parrilla a una temperatura de 60°C aproximadamente 20 minutos
y hasta que el agua se evapord por completo. Las nanoparticulas se trituraron en
un mortero de agata y se colectaron obteniendo 2.0 g de Nps de AgzS. (Figura 13).

\ P
| )
" = LR )
Crudo de Sznicar 2 Lavado d_e Nps en
reaccion oras centrifuga
/ -
' L5 ~\
; Triturado de Nps Sacado:de Nps:a
Almacenamiento en mortero de st p
en tubos agata

Figura 13: Proceso de sintesis quimica asistida con ultrasonido de nanopatrticulas

de plata en medio acuoso. Fuente propia.

Para la esterilizacion de las nanoparticulas de Ag2S con PEG, el producto se coloco
en tubos eppendorf abiertos en un tubo falcon de 50 ml cubierto de aluminio, el tubo
falcon no se cierra completamente y se sostiene sobre un vaso de precipitado para
evitar que se derramen las nanoparticulas y se introdujeron a la autoclave marca
Tuttnaver 2340 M, por 20 min.
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4.2 PREPARACION DE MUESTRAS DE ACONDICIONADOR DE TEJIDOS

Para la obtencion de los discos de acondicionador de tejidos se realizaron moldes
de silicona por condensacion (marca Optosil) con un tamafio de 5cmx 3 cmy 1
mm de profundidad. Se siguieron las instrucciones del fabricante que indicaban las
proporciones de la mezcla de masilla pesada y de catalizador a utilizar; se mezcl6é
hasta que no hubo betas entre ambos y se obtuvieron moldes de silicona de color
amarillos de 1.4 cm3. Por otro lado, se mezclaron 2 g de polimero y 2 ml de
monomero con ayuda de un vibrador marca Sunburst; se colocé el acondicionador
de tejidos en el molde y este a su vez fue puesto entre 2 losetas para retirar

excedentes (Figura 14).

| e
Molde de
silicona . i
Medir 2 mL de Mezclg polimero v
mondmero puro MONOINera puro

J

Vaciar mezcla al molde de

Recortar discos silicona y colocar losetas
con una de vidrio para retirar
perforadora excedentes

Figura 14: Proceso de preparacion de disco de acondicionador de tejidos. Fuente

propia.
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4.3 PREPARACION DE MUESTRAS CON ACONDICIONADOR DE
TEJIDOS ENRIQUECIDO CON AG2S CON PEG
Para la obtencion de los discos de acondicionador de tejidos se realizaron
moldes de silicona por condensacién (OPTOSIL) con un tamafio de 5 cm x 3 cm
y 1 mm de profundidad. Se siguieron las instrucciones del fabricante que
indicaban la mezcla de masilla pesada y un catalizador, se mezclaron hasta que

no hubiera betas entre ambos (Figura 15).

Figura 15: Molde de silicona 5 cm x 3 cm y 1 mm. Fuente propia.

Para la obtencion de las diferentes concentraciones de nanoparticulas de Ag:S, se
prepard una solucion inicial donde se diluyeron 2 g de nanoparticulas de Ag2S 'y 10
ml de monoémero del acondicionador de tejidos y se coloc6é en bafio ultrasénico

durante 1 h.

Figura 16: Solucion inicial al 4% (2 g de Ag2S en 10 ml monomero). Fuente propia
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Posteriormente, se mezclaron la solucion inicial y el polvo del acondicionador de
tejidos en las siguientes proporciones (Tabla 2) para obtener las siguientes

concentraciones 4%, 2%, 1 % y 0%.

Tabla 2. Concentracién de nanoparticulas de sulfuro de plata en el acondicionador
de tejidos.

Concentraci Cantidad de Cantidad de Volumen de Imagen de la

on (%) acondicionad solucion madre mondémero (ml) solucién
or (9)

4% 2 g de polvo 2ml 0

2% 2 g de polvo 1mi 1ml

1% 2g de polvo 0.5ml 1.5 ml

0% 2 g de polvo 0Oml 2ml
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Cada una de las muestras a diferentes concentraciones se sonicaron durante 15
minutos y se mezclaron las cantidades de monémero y polimero establecidas en la
Tabla 2, con ayuda de un vibrador (Sunsburst). Se colocaron en los moldes con
ayuda de dos losetas para retirar los excedentes. Se dejaron polimerizar por 23 min
a temperatura ambiente, posteriormente se recortaron los discos con la perforadora
para obtener discos de un diametro de 5.5 mm y 1 mm de espesor (Figuras 17 y
18).

Figura 17: A) Preparacion de los discos, B) perforacién de Discos. Fuente propia.

(. —

“E A

Molde de 4% 2% 1%

silicona Mezcla nolimero v

monomero con
Nps

Solucién Dilucion de
concentraciones

0000
0000 p
0000 / /A
-—
Vaciar mezcla al molde de
Recortar discos silicona y colocar losetas
con una de vidrio para retirar
perforadora excedentes

Figura 18: Proceso de fabricacién de discos con Nps de AgzS. Fuente propia
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4.4 ESTERILIZACION DE MUESTRAS

Los discos de acondicionador de tejidos modificados con y sin nanoparticulas de
Ag2S se colocaron en un tubo de cristal con 8 ml de agua bidestilada y fueron
cubiertos de aluminio, finalmente se esterilizaron durante 20 min y se dejaron en

agua durante 24 h para la liberacién del monémero residual (Figuras 19 y 20).

Figura 19: Inmersion de discos en agua bidestilada durante 24 horas. Fuente

propia.

i p=y i

Inmersion Esterelizacion Almacenamiento
de discos durante 20 min a en agua durante
en agua 120°C 24 horas

Figura 20: Proceso de esterilizacion de discos. Fuente propia.
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4.5 ENSAYO DE DIFUSION EN AGAR DE DISCOS DE
ACONDICIONADOR DE TEJIDOS ADICIONADO CON AG2S

4.5.1 PREPARACION DE AGAR DEXTROSA SABOURAUD

Se pesaron 13 g de agar Dextrosa Sabouraud en una balanza (marca Ohaus)
calibrada, se diluyo el agar en 200 ml de agua destilada en una patrrilla con agitacion
y temperatura, una vez que la solucion estd en su punto de ebullicion, se retird de
la parrilla y se metié a la autoclave durante 20 min a 120°C. Posteriormente, se
vertieron 20 ml de agar en cajas petri de 10 ml, se sellaron, se etiquetaron para su
mejor identificacion y se almacenaron en un refrigerador a 4°C. Para comprobar la
esterilidad de las placas preparadas, se colocaron en una incubadora durante 24 h
y de no haber algun crecimiento en la superficie de las placas con agar, fue

indicativo de su esterilidad.

4.5.2 PREPARACION DEL CULTIVO JOVEN

Para realizar el cultivo joven se tomé la Candida albicans que esta situada en
refrigeracion y etiqguetada con cepa 90028 y se llevd a temperatura ambiente, se
preparé la campana dejandose esterilizar durante 10 min con luz UV, se colocb el
asa estéril en el mechero hasta que se tornara al rojo vivo, se dejo enfriar y se tomé
una muestra de Candida albicans y se cultivé en una caja de agar, la cual se colocé

en una incubadora durante 24 h a 37°C.

4.5.3 PREPARACION DE INOCULO

En un cultivo joven de maximo 24 h de haberse sembrado, se tomaron de 3 a 5
colonias de 1 mmy se colocaron en cloruro de sodio agitandose en el Vortex durante
15 segundos y con ayuda de un densitobmetro a una escala estandar de McFarland

se ajusto la densidad celular a 0.5 (Figura 21).
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Figura 21: Solucién de cloruro de sodio y Candida albicans ajustada a escala

McFarland. Fuente propia.

Una vez lista la soluciéon microbiana, se colocaron 150 ul y con ayuda de un hisopo
estéril, se frotd uniformemente en las cajas Petri sin ser despegado para

homogenizar el sembrado.

4.5.4 APLICACION DE DISCOS ANTIFUNGICOS Y NANOMATERIALES

Los discos del acondicionador de tejidos adicionado con Ag2S al 1%, 2% y 4%
fueron colocados con pinzas estériles sobre la superficie del agar haciendo una
ligera presién para que estén en contacto los discos y el agar. Los discos se
colocaron uniformemente de modo que no estén a menos de 24 mm de centro a
centro. Es importante mencionar que para una placa de 100 mm no deben colocarse
mas de 5 discos. Los discos que utilizamos como control (+) fueron discos de papel
impregnados de Anfotericina B y como control () fueron discos de acondicionador
de tejidos sin concentracion de Ag2S. Una vez colocados los discos se sellaron y se

dejaron en incubadora durante 24 horas a 37 °C.
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Figura 22: Ensayo de difusion en agar de discos con acondicionador de tejidos
enriquecidos con AgzS con PEG. Fuente propia.

4.6 ENSAYO DE DIFUSION EN AGAR DE AG:2S

Se realiz6 el mismo procedimiento previamente descrito. En cajas de agar se
colocaron 150 ul de solucion ajustada de cloruro de sodio al 0.85% y una colonia de
Candida albicans ajustada a 0.5 a una escala de Mcfarland y con ayuda de un
hisopo estéril, se froté6 uniformemente en las cajas Petri sin ser despegado, para
homogenizar el sembrado. Se agregaron discos de papel impregnados de Nps de

Ag2S con PEG en sus diferentes concentraciones 1%, 2% y 4%.

Control +

Figura 23: Sembrado y colocacion de discos de papel y Nps AgzS. Fuente propia
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Figura 24: Diagrama de ensayo de difusion en agar.

4.7 ENSAYO DE MICRODILUCION

4.7.1 PREPARACION DEL MEDIO RPMI

Se preparé medio RPMI 1640 en un vaso de precipitado de 2 L agregando 1000 mi
de agua destilada, se colocé el medio RPMI 1640 en polvo y se disolvié con ayuda
de un agitador magnético. Se ajusté el pH en el potenciometro a 7.0 £ 1.0 a
temperatura ambiente (25°C) con MOPS (acido 3-N-morfolino propanosulfénico) y
se esterilizé a través de la unidad de filtracion mediante el método de filtracion para

lo cual se utilizé papel filtro de 0.22 micrometros y se almacené a 4°C hasta su uso.
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Figuras 25: a) Medio RPMI, b) Ajustado de pH, c) Medio RPMI en unidad de
filtracién. Fuente propia.

4.7.2 PREPARACION DEL INOCULO DE LEVADURAS

Se usoO una cepa estandar ATCC Candida albicans 90028. A partir de un cultivo de
24 horas de crecimiento a 37°C en medio solido, agar dextrosa Sabouraud; se
prepard una suspension para la cual se colocaron 7 ml de medio RPMI en un tubo
falcon y se inocul6 una colonia de Candida albicans. Se incub6 a 37°C por 18 horas
en agitacion de 40 RPM (Vortemm 1550) por 18 horas. Posteriormente, se procedio
a preparar el inoculo el cual se ajusté a escala 0.5 de McFarland y finalmente se

realizé una dilucion 1:100, la cual se agreg6 a las placas de 24 pozos (Figura 26).

Figuras 26: a) Cultivo joven, b) preparacion de inoculo, c) overnight en incubacion
(Vortem1550). Fuente propia.
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Se inocularon cajas de 24 pozos con 500 pl de esta suspension de trabajo, en cada
uno de los pozos se agregaron los discos de acondicionador de tejidos modificados
con Nps de Ag2S con PEG en sus diferentes concentraciones. Se incubaron las

placas a 37 °C a 180 rpm por 24 horas.
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Figura 27: Representacion gréfica del acomodo de discos de acondicionador de
tejidos adicionados con Nps de Ag2S. Fuente propia

Para cuantificar la viabilidad de Candida albicans, de la caja de 24 pozos se retird
la solucién de trabajo y se agregaron 500 ul de la solucién compuesta por RPMI y
MTT a una concentracion de 0.002 mg/ml, se agité durante 10 min en ultrasonido a
37 kHz. Posteriormente, las cajas de 24 pozos se incubaron por 2 horas y se retird
la solucion de RPMI y MTT, finalmente se colocaron 500 ul de DMSO en cada pozo

y se incubaron por 1 hora mas.

Figura 28: Medio RPMI con MTT en agitacion.
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Una vez transcurrida 1 hora se transfirieron 1200 ul de la caja de 24 pozos a una de
96 pocillos colocando 100 ul en cada pozo para dar lectura en el espectrofotometro
UV-Vis Multiskan ™ GO (Thermo Scientific ™ Finland)a una longitud de 550 nm.

Figuras 29: Traslado de ensayo de caja de 24 pozos a una de 96 pocillos y placa

de 96 pocillos. Fuente propia.
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-k
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AR Overnigth de un cultivo deinéculo Inoculacién de caja de l"__ —
esterilizacion joven de Candida 24 pocillos con solucién —
por filtracién Slbicans de trabajo y discos de Incubar y agitar
Ag:S durante 24 hrs a
35°C y40 RPM
Dia 3
(& S TS =
Cambio de medio Cambio de medio . . ——
> Cambio de caja
Fg;h:/:lllz'nm'\:?? REM BOJS%TT ad de 24 pozos a una Dar lectura
de 96 pocillos

Figura 30: Diagrama del proceso del ensayo de microdilucion. Fuente propia
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CAPITULO V



5 RESULTADOS

/5.1 ESPECTRO DE ABSORCION UV-VIS

En la figura 31 se muestra espectro de absorcion del Ag2S con PEG tomado de un
espectofotometro UV-Vis Multiskan ™ GO (Thermo Scientific ™ Finland) en un
intervalo de longitud de onda de 300 a 900 nm. En el espectro se puede observar
qgue el rango de absorcion maxima va de 300 a 500 nm. El espectro de absorcion

es caracteristico de las nanoparticulas de sulfuro de plata.
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Figura 31: Espectro de absorbancia 6ptica del sulfuro de plata en polvo disuelto

en agua. Fuente propia.

5.2 MICROGRAFIA TEM DEL SULFURO DE PLATA

En las micrografias TEM de las muestras de Agz2S con PEG fueron adquiridas a
diferente magnificacion 100, 200 y 500 nm, en un equipo marca JEOL JEM-2010 a
200 kV con una camara digital acoplada de GATAN modelo ORIUS. En las
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imagenes de la figura 32 se observa una morfologia esférica de las nanopatrticulas
de sulfuro de plata (circulo naranja de imagen con la escala de 200 nm). Se observa
superposicion de las nanoparticulas como se muestra en la mayoria de las
imagenes (circulo azul y aglomeracion circulo rojo de las imagenes con la escala de
100 nm). El tamafio promedio de las nanoparticulas de sulfuro de plata es de 16.29

nm, esta promedio fue obtenido con el programa image J.

200 nm 100 nm 100 nm

100 nm 50 nm

Figura 32: Micrografia TEM de muestras de Ag2S con PEG. Fuente propia.
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5.3 DISCOS DE ACONDICIONADOR DE TEJIDOS (SOFTY) ADICIONADO
CON AG:2S

Se obtuvieron discos de acondicionador de tejido adicionados con Nps de Ag:S a
diferentes concentraciones. En la figura 33 se muestran los discos de
acondicionador de tejidos enriquecido de Nps Ag2S con PEG donde se puede
afirmar que los discos a mayor concentracion de Nps se torna de color mas obscuro,
tienen un didmetro de 5.5 mm y un grosor de 1 mm, los cuales fueron medidos con

un vernier electrénico.

Figura 33. Discos de acondicionador de tejidos a) sin Nps AgzS, b) con AgzS al 1%

en peso c) con AgzS al 2% en peso y d) con AgzS al 4% en peso. Fuente propia.

En la figura 34 podemos observar la superficie de los discos de acondicionador de
tejidos enriquecidos con Nps de Ag:S que fueron tomados por un microscopio
electrénico de barrido (SEM) de marca Hitachi TM 1000, utilizando un voltaje de
aceleracion de 15kV, donde puede percibir que las superficies de las muestras
tienen cierta rugosidad y pueden observarse algunos poros como se muestra en los

circulos azules.
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Figura 34. Imagenes SEM de la superficie de los discos de acondicionador de
tejidos a tres concentraciones de nanoparticulas de sulfuro de plata. a) y b) solo

acondicionador de tejidos, c) y d) AgzS al 1%, e) y f) AgzS al 2%. Fuente propia.
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5.4 ENSAYO DE DIFUSION EN AGAR DE NPS AG:S EN DISCOS DE
PAPEL

Una vez que las placas con los discos de papel fueron incubadas a 37 °C, 24 h, se
procedio a recabar, procesar e interpretar resultados de la zona de inhibicién. Se
midieron las zonas de inhibicién que se forman alrededor de todos los discos, las
cuales son uniformemente circulares (figura 35). A simple vista el grupo control
positivo que corresponde a la anfetaminica, presenta un halo de inhibicion mayor

en comparaciéon con las muestras de sulfuro de plata impregnados en discos de

papel.

Figura 35: Crecimiento de C. albicans en cultivo con discos de papel de AgzS.

Fuente propia.

Se puede observar en la figura 35 que las zonas de inhibicion de este ensayo como
son definidas; el grupo control positivo su promedio fue de 21.29 mm, el grupo
control negativo de 0 mm, asi como el grupo al 1% de nanoparticulas de sulfuro de
plata tiene una zona de inhibicion promedio de 13.69 mm, al 2% de 13.70 mm vy al
4% de 14.40 mm. Los datos promedio con desviacion estandar de la zona de

inhibicién de todos los grupos se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3: Tabla de zona de inhibicién y desviacién estandar en ensayo de difusiéon
en agar con discos de papel impregnados de Ag2S.

Grupos Zona de Media = SD
inhibicion (mm) (mm)
Control (-) 0 0
Control (+) 21.3
22.52
21.65
22.23
Grupo de Ag.S (1%) @ 13.87
13.77
13.60
13.54
Grupo de Ag.S 13.78
(2%) 13.75
13.75
13.52
Grupo de Ag>S (4%)  14.37
14.24
14.72
14.28

21.92 £0.55

13.69 + 0.15

13.70 £ 0.12

14.40 +0.21

55 ENSAYO DE DIFUSION EN AGAR CON DISCOS DE
ACONDICIONADOR ENRIQUECIDOS DE NPS AG:2S

Una vez que las placas con los discos de acondicionador de tejidos fueron
incubadas a 37°C, 24 h, se procedio a recabar los resultados de las zonas de
inhibicion. Se observa que los discos de acondicionador enriquecidos con Ag2S no

tienen un halo de inhibicién, pero tampoco hay un crecimiento de Candida albicans
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por sobre los discos. El Unico disco que tiene halo de inhibicion es el control (+)

compuesto por la Anfotericina B.

Figura 36. Crecimiento de C. albicans en cultivo con discos de acondicionador de

tejidos con nanoparticulas de Ag2S. Fuente propia.

Figura 37: Acercamiento de discos de acondicionador de tejidos a) disco de
acondicionador de tejidos b) disco con AgzS al 1%, c) disco con AgzS al 2%, d)

disco con Ag2S al 4%. Fuente propia.

5.6 ENSAYO DE MICRODILUCION

Se obtuvieron promedios, desviaciones estandar, asi como porcentajes de las
lecturas obtenidas (Tabla 4).
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Tabla 4. Resultados de ensayo de microdilucion ajustados en %.

Promedio
DE

Acondicionad

or

Softy
0.121
0.123
0.124
0.121
0.116
0.121
0.123
0.124
0.121
0.116

0.121
0.003

Concentracion de Nps de

Ag2S

1%
0.068
0.066
0.067
0.065
0.066
0.063
0.06
0.06
0.061
0.062
0.055
0.053
0.062
0.005

2%

0.051
0.052
0.053
0.051
0.048
0.052
0.052
0.053
0.051
0.053
0.052
0.053
0.092
0.138
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4%
0.056
0.055
0.054
0.057
0.057
0.06
0.057
0.06
0.057
0.055
0.056
0.055
0.057
0.002

Medio +
Candida
100%
crecimiento
Candida
0.747
0.735
0.741
0.742
0.745
0.746
0.913
0.921
0.909
0.893
0.791
0.863
0.812
0.080

Medio RPMI

0%
crecimiento
Candida
0.048
0.05
0.048
0.047
0.047
0.047
0.047
0.046
0.044
0.049
0.049
0.049
0.048
0.002
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Figura 38: Grafica de inhibicién de Candida albicans del ensayo de microdilucion
de las muestras en disco de acondicionador de tejidos con diferentes

concentraciones de nanoparticulas de AgzS.

Se realiz6 el analisis estadistico ANOVA de una via con un valor p<0.05 donde se
encontré diferencia estadisticamente significativa, por o que se aplico la prueba
Post-Hoc Tukey test en la cual se encontré que el grupo control tiene diferencia
significativa con los grupos al 1%, 2% ,4% y grupo de acondicionador Softy, asi
mismo como el grupo de acondicionador Softy tiene diferencia significativa con
grupo al 1% y al 2% (Tabla 5).
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Tabla 5. Tabla de resultados de prueba Post-Hoc Tukey test

Number of families 1
Number of
comparisons per
family 10
Alpha 0.05
Below
Tukey's multiple Mean |95.00% CI of |threshold | Summa
comparisons test | Diff. diff. ? ry Adjusted P Value
Control vs. SOFTY | 14.09|3.854 to 24.33 | Yes *x 0.0026 | A-B
Control vs. 1% 6.849|-2.953t0 16.65 | No ns 0.2919 | A-C
0.6586 to
Control vs. 2% 10.46 | 20.26 Yes * 0.0311 |A-D
Control vs. 4% 6.181|-3.822t0 16.18 | No ns 0.4146 | A-E
SOFTY vs. 1% -7.243 | -17.05 to 2.559 | No ns 0.2401 | B-C
SOFTY vs. 2% -3.631|-13.43t06.171 | No ns 0.8315 | B-D
SOFTY vs. 4% -7.912|-17.91to 2.091 | No ns 0.1828 | B-E
1% vs. 2% 3.612 |-5.735t0 12.96 | No ns 0.809 | C-D
1% vs. 4% 0.6686 | -10.22 to 8.888 | No ns 0.9996 | C-E
2% vs. 4% -4.281-13.841t0 5.276 | No ns 0.712 | D-E
Mean Mean SE of
Test details 1 Mean 2 Diff. diff. nl n2 q DF
Control vs. SOFTY | 99.19 85.1 14.09 3.618 10 10| 5.508 50
Control vs. 1% 99.19 92.35 6.849 3.464 10 12| 2.796 50
Control vs. 2% 99.19 88.73 10.46 3.464 10 12| 4.271 50
Control vs. 4% 99.19 93.01 6.181 3.535 10 11| 2.473 50
SOFTY vs. 1% 85.1 92.35 -7.243 3.464 10 12| 2.957 50
SOFTY vs. 2% 85.1 88.73 -3.631 3.464 10 12| 1.483 50
SOFTY vs. 4% 85.1 93.01 -7.912 3.535 10 11| 3.165 50
1% vs. 2% 92.35 88.73 3.612 3.303 12 12| 1.546 50
1% vs. 4% 92.35 93.01| -0.6686 3.377 12 11| 0.28 50
2% vs. 4% 88.73 93.01 -4.28 3.377 12 11| 1.792 50
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CAPITULO VI



6.DISCUSION

En el presente estudio se realiz6 sintesis quimica asistida por ultrasonido de Ag2S
con PEG y se obtuvieron nanoparticulas esféricas que se muestran de manera
aglomerada en la caracterizacion TEM. Mendoza y colaboradores realizaron una
revision sistematica en el 2021, encontraron que las nanoparticulas de Ag:S pueden
ser utilizadas en biomedicina debido a sus propiedades antimicrobianas contra una
amplia gama de microorganismos Gram positivos y Gram negativos y por su baja
citotoxicidad con diversas células (Mendoza, et. al, 2021).

Estudios hacen referencia que las nanoparticulas de Ag2S son unas de las mejores
candidatas para aplicaciones biolégicas. Las nanoparticulas de Ag2S sintetizadas
con PEG funciona como agente de proteccion, ya que el PEG desempefia un papel
importante porque reduce el grado de opsonizacion y proporciona una excelente

estabilidad a largo plazo (Prasanth et. al, 2018).

Dentro de esta investigacion se realiz6 un ensayo de difusiébn en agar donde se
fabricaron muestras de acondicionador de tejidos con diferentes concentraciones
de nanoparticulas de Ag2S con PEG y como resultado se obtuvo un efecto
fungistéatico de Candida albicans ya que no creaba un halo de inhibicién, dnicamente
no crecia por debajo de las muestras, es decir, solamente crecia en las muestras

que no tenian nanoparticulas de Ag:S.

Dentro de la literatura hay estudios donde se ha demostrado el uso de diferentes
acondicionadores de tejidos con diversos materiales para evitar la contaminacion
de la protesis totales, por ejemplo; existe un estudio donde se evalla el uso del
Carvacol a través de ensayos de difusion en disco, donde se realizaron discos de 5
mm de diametroy 1 mm de espesor y el Carvacol fue incorporado dentro del material
exponiéndolo a diferentes cepas; una de ellas fue la Candida albicans y se
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obtuvieron como resultados una zona de inhibicion de 34,00 + 1,73 mm (Baygar et.
al, 2018).

Otro estudio demuestra la incorporacion de agentes antifiUngicos a revestimientos
elasticos como la nistatina, en este estudio informaron que la incorporacién de
aceite de arbol de té al revestimiento blando de las prétesis totales redujo
significativamente el crecimiento de Candida albicans (Pachava et.al, 2015).

En esta investigacion también se realiz6 un ensayo de microdilucion donde se
muestra que el grupo control tiene diferencia significativa con los grupos al 1%, 2%,
4%y el grupo que Unicamente contiene Softy. En estudios realizados con diferentes
nanoparticulas como el éxido de cobre (CuO) mostraron que inhibieron con éxito el
crecimiento de las cepas estandar probadas de Candida albicans y Streptococcus
spp. Los autores aseveran que la incorporacién de nanoparticulas de CuO a una
concentracion de 500 pg/ml en los revestimientos blandos exhibié una actividad

significativa del 75% en la inhibicion de Candida albicans (Ansarifard et. al, 2021).

Den y colaboradores utilizaron el método in situ para sintetizar nanoparticulas de
plata en revestimiento acrilicos blandos para obtener efectos antifungicos. Se
prepararon revestimientos blandos a diferentes porcentajes en peso de 2-
etilhexanoato de plata (0%, 0.1%, 0.2%, 0.3%) en 10 mm x 10 mm X 3 mm, después
de 3,7, y 14 dias de almacenamiento en agua se midi6é la tasa antifingica.
Obtuvieron como resultado que las Nps de Ag quedaron distribuidas uniformemente
y la tasa antifUngica aumento a medida que aumento la concentracion de plata,
mientras que la tasa antifungica disminuyd con el tiempo de almacenamiento (Den,
et al., 2021).

De los estudios mas recientes dentro de la literatura Ferreira y colaboradores
publicaron un articulo en 2022, que muestra la evaluacion in vitro a largo plazo de
revestimientos dentales blandos incorporados con nanoparticulas de Zeolita de
plata y Zinc, donde se tomaron 72 muestras a diferentes concentraciones de estas

nanoparticulas (0,5% y 2%) y con Fluconazol al 5%. Se utilizaron dos revestimientos
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gue se encuentran en el mercado (Viscogel y el revestimiento de marca GC) y se
midieron los diametros de inhibicién al dia 1, dia 7, dia 15 y dia 30. Los autores
concluyeron que las nanoparticulas de Zeolitas de plata y zinc pueden ser
incorporadas a los revestimientos blandos y que el fluconazol es la opcién indicada
para una actividad antifingica a corto plazo, mientras que la concentracion de
nanoparticulas de Zeolita de plata y zinc al 2% es indicada a largo plazo (Ferreira,
et. al, 2022).
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CAPITULO VI



7. CONCLUSION

De acuerdo con los resultados que se obtuvieron en este trabajo se puede concluir
que se acepta la hipotesis establecida ya que las nanoparticulas de Ag2S con PEG
fueron sintetizadas por método de ultrasonido y fueron Optimas para esta

investigacion.

En el presente estudio se realiz6 un ensayo de difusion en agar donde fueron
fabricados discos de acondicionador de tejidos enriquecidos con AgzS con PEG a
diferentes concentracionesy los resultados indican que existe un efecto fungistatico,
ya que no hay halo de inhibicion de Candida albicans como tal, Unicamente no
replica por debajo de los discos, mientras que en el ensayo de microdilucion
analizado por una prueba Post-Hoc Tukey test en la cual se encontré que el grupo
control tiene diferencia significativa con los grupos al 1%, 2% ,4% y grupo de
acondicionador Softy. Con esto se puede concluir que las Nps de Ag2S con PEG
son favorables para la inhibicion de Candida albicans, sin embargo es necesario
realizar mas estudios y mas pruebas para llegar al resultado esperado y
posteriormente que exista un biomaterial comercial para proétesis totales con efecto
antimicrobiano y que el uso de nanoparticulas sea una tecnologia para favorecer
los materiales dentales y por consecuente favorecer la calidad de vida de los

pacientes.

Este trabajo sera importante para futuras investigaciones.
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ANEXOS

La tabla 1A muestra los resultados del ensayo de microdilucion en cuanto a
inhibicion donde se observa que existe mayor inhibicion en los grupos al 1%, 2%y

4% que en la muestra que Unicamente tiene Softy.

Tabla 1A. Resultados de ensayo de microdilucion ajustados en % en cuanto

inhibicion
inhibicion (%)
Softy 1% 2% 4%

85.10 91.63 93.72 93.10
84.86 91.87 93.60 93.23
84.73 91.75 93.47 93.35
85.10 92.00 93.72 92.98
85.72 91.87 94.09 92.98
85.10 92.24 93.60 92.61
84.86 92.61 93.60 92.98
84.73 92.61 93.47 92.61
85.10 92.49 93.72 92.98
85.72 92.37 93.47 93.23

93.23 93.60 93.10

93.47 93.23 93.23
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