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RESUMEN

Objetivo: Estudiar la respuesta antifungica de las nanoparticulas de sulfuro de plata
(Ag2S) en Candida albicans (ATCC 90028), asi como evaluar la citotoxicidad en
células orales como Fibroblastos Gingivales Humanos (FGH) para aplicaciones en
acondicionadores de tejidos.

Métodos: Las Nanoparticulas de sulfuro de plata se obtuvieron por sintesis quimica
asistida con ultrasonido. Se realizaron dos sintesis bajo diferentes condiciones,
condicion experimental sin polietilenglicol (Ag2S EX) y condicion experimental con
polietilenglicol (Ag2S PEG), fueron comparadas con nanoparticulas comerciales
(Ag2S COM) de la marca Sigma Aldrich. Se realizé la caracterizacion de Uv-Vis,
TEM, SEM, DRX y TGA y se realizaron pruebas de susceptibilidad y difusion en
agar en Candida albicans con las nanoparticulas de sulfuro de plata en
concentraciones de 7.5 mg/mL a 0.11 mg/mL, incubadas a 37 °C durante 24 h. La
viabilidad celular de las lineas celulares de Fibroblastos Gingivales Humanos (FGH)
se realiz6 mediante el método MTT en placas de 96 pocillos incubadas a 37°C en
5% de CO2 durante 24 h con las concentraciones de nanoparticulas ya
mencionadas. Se realizaron analisis estadisticos ANOVA de una via y la prueba de
Tukey.

Resultados: Se obtuvieron nanoparticulas semiesféricas con un tamano de
particula entre 1-10 nm con un aspecto aglomerado. La concentracion minima
inhibitoria fue de 0.23 mg/mL tanto para las nanoparticulas experimentales (Ag2S
EX) como para las nanoparticulas con polietilenglicol (Ag2S PEG), mientras que
para las nanoparticulas comerciales (Ag2S COM) fue de 3.75 mg/mL. Por el método
de difusibn en agar se obtuvieron zonas de inhibicion de 14 mm para las
nanoparticulas experimentales (Ag>S EX), se encontraron se encontraron
diferencias significativas en la mayoria de los grupos, excepto en los siguientes
grupos de dosis utilizados 3.5 mg/mL vs. 1.87 mg/mL, 1.87 mg/mL vs. 0.93 mg/mL,
0.93 mg/mL vs. 0.46 mg/mL, 0.93 mg/mL vs. 0.23 mg/mL, 0.46 mg/mL vs. 0.23
mg/mL. Para el sulfuro de plata experimental con polietilenglicol (Ag2S PEG) (se
encontraron diferencias significativas en algunos grupos de dosis, a excepcion del
grupo de dosis 0.46 mg/mL vs. 0.23 mg/mL, 0.23 mg/mL vs. 0.11 mg/mL, 0.23
mg/mL vs. 0.05 mg/mL y 0.11 mg/mL vs. 0.05 mg/mL los cuales no mostraron
diferencia estadisticamente significativa. El sulfuro de plata comercial (Ag2S COM)
no mostré zonas de inhibicion en ninguna de sus dosis. En el ensayo de
citotoxicidad las nanoparticulas comerciales (Ag2S COM) mostraron un efecto se
puede observar un incremento en la proliferacion celular de forma dosis-
dependiente, por lo que segun la norma internacional para citotoxicidad (ISO 10993)
se considera no citotoxico. El sulfuro de plata experimental (Ag2S EX) tiene un efecto
citotoxico dosis- dependiente y una dosis citotoxica media CCso de 0.22 mg/mL. El
sulfuro de plata experimental con polietilenglicol (Ag2S PEG) tiene un efecto de
hormesis a las primeras 3 dosis bajas y la dosis citotoxica media CCso es de 0.099
mg/mL.
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Conclusién: El método de sintesis quimica asistida por ultrasonido fue efectivo
para obtener nanoparticulas de sulfuro de plata, las cuales mostraron efectividad
contra Candida albicans y mostraron actividad no citotoxica en algunas dosis, por lo
gue estos resultados pueden conducir a la potencial aplicacion en acondicionadores
de tejidos.



ABSTRACT

Objective: To study the antifungal response of silver sulfide nanoparticles (Ag2S)
on Candida albicans (ATCC 90028), as also to evaluate the cytotoxicity on oral cells
such as Human Gingival Fibroblasts (HGF) for applications in tissue conditioners.

Methods: Silver sulfide nanoparticles were obtained by ultrasound-assisted
chemical synthesis. Two syntheses were performed under different conditions,
experimental condition without polyethylene glycol (Ag2S EX) and experimental
condition with polyethylene glycol (Ag2S PEG), were compared with commercial
nanoparticles (Ag2S COM) of Sigma Aldrich brand. Uv-Vis, TEM, SEM, XRD and
TGA characterization and susceptibility and agar diffusion tests were performed on
Candida albicans with the silver sulfide nanoparticles at concentrations from 7.5
mg/mL to 0.11 mg/mL, incubated at 37 °C for 24 h. Cell viability of Human Gingival
Fibroblast (HGF) cell lines was performed by the MTT method in 96-well plates
incubated at 37°C in 5% CO2 for 24 h with the aforementioned nanoparticle
concentrations. One-way ANOVA statistical analysis and Tukey's test were
performed.

Results: Semispherical nanoparticles with a particle size between 1-10 nm with an
agglomerated appearance were obtained. The minimum inhibitory concentration
was 0.23 mg/mL for both experimental nanoparticles (Ag2S EX) and nanoparticles
with polyethylene glycol (Ag2S PEG), while for commercial nanoparticles (Ag2S
COM) it was 3.75 mg/mL. By the agar diffusion method, inhibition zones of 14 mm
were obtained for the experimental nanoparticles (Ag2S EX), significant differences
were found in most of the groups, except for the following dose groups used 3.5
mg/mL vs. 1.87 mg/mL, 1.87 mg/mL vs. 0.93 mg/mL, 0.93 mg/mL vs. 0.46 mg/mL,
0.93 mg/mL vs. 0.23 mg/mL, 0.46 mg/mL vs. 0.23 mg/mL. For the experimental silver
sulfide with polyethylene glycol (Ag2S PEG) (significant differences were found in
some dose groups, except for the dose group 0.46 mg/mL vs. 0.23 mg/mL, 0.23
mg/mL vs. 0.11 mg/mL, 0.23 mg/mL vs. 0.05 mg/mL and 0.11 mg/mL vs. 0.05 mg/mL
which showed no statistically significant difference. Commercial silver sulfide (Ag2S
COM) showed no zones of inhibition at any of its doses. In the cytotoxicity test, the
commercial nanoparticles (Ag2S COM) showed a dose-dependent increase in cell
proliferation, which according to the international standard for cytotoxicity (ISO
10993) is considered non-cytotoxic. Experimental silver sulfide (Ag2S EX) has a
dose-dependent cytotoxic effect and a mean CCS50 cytotoxic dose of 0.22 mg/mL.
The experimental silver sulfide with polyethylene glycol (Ag2S PEG) has a hormesis
effect at the first 3 low doses and the mean CCS50 cytotoxic dose is 0.099 mg/mL.
Conclusion: The ultrasound-assisted chemical synthesis method was effective to
obtain silver sulfide nanoparticles, which showed effectiveness against Candida
albicans and showed non-cytotoxic activity at some doses, so these results can lead
to potential application in tissue conditioners.



1. INTRODUCCION

Las especies de Candida aisladas de la cavidad bucal son: Candida albicans,
Candida glabrata, Candida guillermondii, Candida krusei, Candida parapsilosis,
Candida pseudotropicalis, Candida stellatoidea, Candida tropicalis (Agrawal, 2014).
Candida albicans es un microorganismo presente en la microbiota oral normal que
coexiste en armonia con otros miembros, sin embargo, es una de las pocas
especies de hongos que pueden causar enfermedades en los humanos (Lohse,
2018). Existen cambios que alteran su balance, por ejemplo: variaciones del pH en
el medio local, el uso de antibiéticos o alteraciones del sistema inmunoldgico
causado por infeccibn o terapia inmunosupresiva, |0 que propicia la rapida
proliferacion de Candida albicans (Vande Velde, 2014). Ademas, Candida albicans
es la especie fungica mas predominante que se aisla de dispositivos médicos como
prétesis dentales, catéteres, marcapasos, valvulas cardiacas, protesis articulares y
lentes de contacto (Kojic & Darouiche, 2004).

Segun el Sistema de Vigilancia Epidemiologica de Patologias Bucales (SIVEPAB)
el 0.8% de los adultos mayores portadores de protesis removibles presentan
estomatitis protésica, la cual es una enfermedad recurrente y debilitante causada
principalmente por Candida albicans (Agrawal, 2014). Se han desarrollado protesis
removibles anticandidales como una estrategia prometedora para manejar esta
condicion (Dorocka-Bobkowska et al., 2017). Aunque la falta de eficacia a largo
plazo de estos dispositivos se debe principalmente a su incapacidad para incorporar
suficientes medicamentos para un uso prolongado (Neuen, 2011). Ademas, los
materiales existentes de protesis anticandidales liberan los medicamentos
impregnados de manera incontrolada. Especificamente, estas protesis
antimicrobianas liberan inicialmente altas concentraciones de farmacos antifungicos
independientemente de si existe una infeccion activa y esto es seguido por una
disminucién exponencial en la liberacion del farmaco. Cuando ya no se alcanza la
concentracion inhibitoria minima, se pierde la actividad anticandidal de estos
dispositivos (Tosun, 2011).

Los acondicionadores de tejidos son materiales de revestimiento utilizados en
pacientes portadores de prétesis removibles que requieren un ajuste en la
distribucion de las cargas de masticacion debido a que son transferidas a los tejidos
blandos durante el movimiento (Krishnamurthy & Hallikerimath, 2016) dichos
materiales de revestimiento blando se contaminan facilmente en el entorno oral y
no es posible limpiarlos o cepillarlos de manera efectiva (Broek et al., 2011).
Diversos estudios afirman que los acondicionadores de tejidos son colonizados con
rapidez por hongos y bacterias, ademas, es dificil mantener una concentracion
eficaz del farmaco en las superficies y tejidos infectados debido al flujo salival, la
lengua y los movimientos de deglucion, que rapidamente disuelven y eliminan el
farmaco de la cavidad bucal. La degradacion gradual y el endurecimiento que
muestran los materiales elasticos temporales requieren su reemplazo por materiales
de rebase similares o de largo plazo, por no mas de 14 dias, que es similar al
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periodo de tratamiento de la estomatitis protésica con antifungicos topicos
convencionales (Bueno et al., 2015) (Baygar et al., 2018) (Lee et al., 2018).

Actualmente, las terapias antimicoticas son escasas e incluyen solo cuatro agentes
antifungicos: polienos, triazoles, equinocandinas y flucitosina (Chowdhary et al.,
2017). Ademas, el uso indiscriminado de agentes antifungicos en las ultimas dos
décadas ha contribuido al desarrollo de resistencia antifungica (Perlin et al., 2017).

Por otro lado, las nanoparticulas son consideradas una alternativa a los antibi6ticos
y parecen tener alto potencial como opcidn a la problematica de resistencia
bacteriana (Rai et al., 2012) ya que muestran propiedades fisicas y quimicas
especificas, que permiten la creacidon de nuevos materiales, herramientas y
sistemas nanométricos con multiples aplicaciones en biologia y medicina, entre
ellas, su aplicacion en el control de proliferacidon de microorganismos interviniendo
en los mecanismos de funcionamiento celular de bacterias y hongos (Salata, 2004).

Por otro lado, las nanoparticulas de sulfuro de plata (Ag2S) puede ser utilizado en
biomedicina debido a sus propiedades antimicrobianas contra una amplia gama de
microoganismos Gram positivos y Gram negativos (Zheng et al., 2018). El
mécanismo de accion de las nanoparticulas de sulfuro de plata no ha sido
completamente dilucidado, sin embargo se sabe que los iones de plata se unen a
proteinas y acidos nucleicos que estan cargados negativamente causando cambios
estructurales y deformaciones en estructuras como la pared bacteriana debido a las
especies reactivas de oxigeno foradas (Franci et al., 2015).

El objetivo de la presente investigacion es estudiar el efecto antifungico de las
nanoparticulas de sulfuro de plata (Ag2S) en presencia de Candida albicans, asi
como evaluar su citoxicidad como una alternativa de tratamiento para la estomatitis
protésica en acondicionadores de tejido.

10



2. MARCO TEORICO

1.1 Candida albicans y Candidiasis oral

Las especies de Candida son los hongos predominantes aislados de dispositivos
meédicos infectados, Candida albicans (C. albicans) es la especie mas comunmente
identificada en contextos clinicos y es una de las principales causas de infecciones
intrahospitalarias; las infecciones producidas por Candida albicans van desde
infecciones superficiales de la mucosa y dérmica hasta infecciones diseminadas en
torrente sanguineo, que representan el 40% de la mortalidad (Lohse et al., 2018).

C. albicans es un miembro de la microbiota humana sana, colonizando
asintomaticamente varios nichos en el cuerpo, incluidos entre otros, el tracto
gastrointestinal, el tracto vaginal, la cavidad oral y la piel (Lohse et al., 2018). Entre
el 30 y el 70% de los individuos sanos portan al menos una especie de Candida en
su forma comensal que puede causar infecciones sistémicas invasivas y del torrente
sanguineo potencialmente mortales (Gow & Yadav, 2017).

C. albicans forma biopeliculas (biofilms) altamente estructuradas, compuestas por
multiples tipos de células (células redondas en forma de levadura, células
pseudohifales ovaladas y células hifas alargadas) encerradas en una matriz
extracelular. Una vez que se logra el biofilm en un dispositivo médico implantado
(dentaduras, lentes de contacto, marcapasos, etc.), este actua como un reservorio
de células patdégenas y se vuelve altamente resistente a los medicamentos y al
sistema inmunologico del huesped (Gulati & Nobile, 2017).

Las células dentro de los biofilms tienen propiedades que son distintas de sus
contrapartes planctonicas (que flotan libremente). Candida albicans ha demostrado
que el desarrollo del biofilm se ha dividido en cuatro etapas (Figura 1): I) adherencia
a una superficie (Adherence), Il) proliferacion en la superficie (Initiation), IlI)
maduracion en un biofilm complejo (Maturation), y V) dispersion de células
(Dispersion) desde el biofilm para sembrar nuevos nichos (Lohse et al., 2018).
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Figura 1. Etapas del desarrollo del biofilm (Lohse et al., 2018).

La cavidad oral es un habitat excepcionalmente complejo que alberga comunidades
microbianas unicas y diversas que coexisten en un equilibrio crucial para mantener
la salud oral. Cualquier alteracion en este ecosistema que resulte en el dominio de
una especie patodgena (disbiosis) puede conducir al desarrollo de una enfermedad
oral (Duran-Pinedo & Frias-Lopez, 2015).

Dentro de las comunidades microbianas, se producen interacciones extensas entre
especies que pueden ser sinérgicas, ya que la presencia de un organismo puede
proporcionar un nicho para otros mejorando la colonizacion. Ademas, también se
producen comunicaciones metabdlicas entre los consorcios microbianos; por
ejemplo, la excrecion de un metabolito por un organismo puede ser utilizada como
nutriente para otros organismos, ademas de funcionar como andamio estructural
para lograr la entrada en el hospedador (O’Donnell et al., 2015).

En la cavidad oral, la coadhesion de Candida albicans con bacterias es esencial
para la persistencia de esta y por lo tanto, dichas interacciones pueden mejorar la
colonizacion en el huésped humano (Montelongo-Jauregui & Lopez-Ribot, 2018).

La Candidiasis oral es una infeccién micética oportunista que comunmente afecta
la mucosa oral, siendo el principal agente causal, Candida albicans. Se caracteriza
por el crecimiento excesivo de hongos y la invasion de tejidos superficiales, se le da
el término coloquial de candidiasis por la formacion de motas blancas (Vila et al.,
2020). La transmision de Candida albicans de un estado comensal inofensivo a un
estado patogénico depende en gran medida de factores predisponentes, locales y
sistémicos, por ejemplo; dentro de los factores locales se encuentran la disfuncion
salivar, el uso prolongado de las dentaduras aunado a una pobre higiene, las
dentaduras mal ajustadas, las terapias con corticoesteroides topicos y el
tabaquismo, mientras que dentro de los factores sistémicos estan Ia
inmunosenescencia relacionada a la edad, la alteracion en la flora local por

12



antibiéticos de amplio espectro, las terapias inmunosupresoras, quimiorradiacion,
las deficiencias nutricionales y la disfuncién endocrina (Williams & Lewis, 2011).

2.2. Estomatitis protésica y tratamiento con agentes antifungicos
antibioticos

El envejecimiento afecta los tejidos orales ademas de otras partes del cuerpo
humano y la salud oral (incluida la mucosa oral, los labios, los dientes, las
estructuras asociadas y su actividad funcional) la salud oral es un componente
integral de la salud general; de hecho, la enfermedad oral puede causar dolor,
dificultad para: hablar, masticar, tragar, mantener una dieta equilibrada, sin
mencionar las consideraciones estéticas y las alteraciones faciales que conducen a
la ansiedad y la depresion. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda
la adopcidn de ciertas estrategias para mejorar la salud bucal de los ancianos,
incluido el manejo y mantenimiento de las afecciones orales que son necesarias
para restablecer la funcion masticatoria efectiva. La salud bucal a menudo se
descuida en los ancianos, y las enfermedades orales asociadas con el
envejecimiento son complejas y afectan negativamente a la calidad de vida aunque
los problemas de salud bucal no suelen asociarse con la muerte (Guiglia et al.,
2010).

Un agente antifungico esta definido como cualquier sustancia capaz de producir una
alteracion de las estructuras de una célula fungica, consiguiendo inhibir su
desarrollo o alterando su viabilidad y capacidad de supervivencia, de manera directa
o indirecta, ayudando a los sistemas de defensa del huesped (Valdés, 2005).

En comparacion con los agentes antibacterianos, la disponibilidad de agentes
antifungicos es significativamente menor. La razén de esto se relaciona con el
reconocimiento de la importancia de las infecciones fungicas humanas y también
con el hecho de que los organismos fungicos son eucariotas y comparten muchas
caracteristicas con las células de mamiferos, por lo que la seleccién de objetivos
adecuados para los agentes antifungicos es problematica. La clasificaciéon de los
agentes antifungicos (Tabla 1) se basa en el objetivo de la actividad, y en el
tratamiento de la candidiasis (polienos, azoles, alilaminas, lipopéptidos, pirimidinas
fluoradas) las dos clases mas comunmente utilizadas son los polienos y los azoles
los cuales se enfocan en la inhibicién del ergosterol (Figura 2) (Williams & Lewis,
2011).

Todas las infecciones fungicas graves necesitan una terapia antimicotica adecuada
para un resultado exitoso del paciente. Solo hay unas pocas clases de
medicamentos antimicoticos disponibles, por lo que la aparicidn de resistencia a las
clases de medicamentos individuales y ahora la resistencia a multiples farmacos
dificulta enormemente el manejo del paciente.La resistencia al azol
entre las especies de Candida y Aspergillus es uno de los mayores desafios para el
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éxito clinico, seguida de la equinocandina y la resistencia a multiples farmacos entre
algunas especies de Candida, especialmente Candida glabrata (Perlin et al.,
2017).

Tabla 1. Agentes antifingicos basados en antibiéticos, su mecanismo de accién y administracion.

Agente Mecanismo de accion Administracion

antifangico

Polienos

Nistatina Se une al ergosterol e interrumpe la Topico/ sistémico

membrana celular fungica

Anfotericina B Se une al ergosterol e interrumpe la Topico/ sistémico

membrana celular fungica

Azoles
Fluconazol Inhibe la biosintesis de ergosterol Sistémico
Miconazol Inhibe la biosintesis de ergosterol Topico/ sistémico
Ketoconazol Inhibe la biosintesis de ergosterol Topico/ sistémico
Clotrimazol Inhibe la biosintesis de ergosterol Topico/ sistémico
Itraconazol Inhibe la biosintesis de ergosterol Sistémico
Voriconazol Inhibe la biosintesis de ergosterol Sistémico
Posaconazol Inhibe la biosintesis de ergosterol Sistémico
5-flucitosina Inhibiciéon de la sintesis de ADN/ proteina Sistémico, a menudo en
terapia combinada con
anfotericina.
Equinocandinas Inhibe la sintesis de 1, 3 D-glucano Intravenoso
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Pared celular.

MP

Ergosterol

Figura 2. MP: membrana plasmatica, RE: reticulo endoplasmico, N: nucleo, M:
mitocondria, G: Golgi. Mecanismos de accién en una célula fungica con los
antfiungicos mas usados para la inhibicion del ergosterol (Fuente propia).

2.3 Acondicionadores de tejidos adicionados con agentes antifungicos

Los acondicionadores de tejidos son revestimientos blandos de corta

duracion, formados de manera in situ a partir de una mezcla de un polimero en polvo
(polietiimetacrilato, PEMA) y un plastificante liquido (éster en una solucién de
alcohol etilico sin un mondémero acrilico). La mezcla del polvo y el liquido da como
resultado el entrelazamiento de la cadena del polimero y la formacién de un gel
viscoelastico (Dorocka-Bobkowska et al., 2017).
Actualmente, los acondicionadores de tejidos deben considerarse como recursos
temporales debido a problemas durante el uso clinico como: pérdida de elasticidad,
absorcion de agua, soporte de bacterias, cambio de color y pérdida de adhesion
entre el revestimiento y la base de la dentadura (Rodrigues et al., 2013).

Los acondicionadores de tejidos se utilizan para tratar la inflamacion y las lesiones
tisulares de la cavidad oral, generalmente se usan como material de revestimiento
temporal, en la etapa de reparacion de tejidos después de colocar implantes y en
prétesis maxilofaciales. Estos materiales exhiben un efecto de amortiguacion
dependiente del tiempo y ayudan en la curacion de tejidos traumatizados y en la
retencion de prétesis removibles intraorales y extraorales. Desafortunadamente, en
algunos casos estos acondicionadores de tejidos proporcionan un ambiente
adecuado para la proliferacion y colonizacion de diferentes microorganismos, lo que
puede agravar las complicaciones debido al uso de protesis dentales (Li et al.,
2016).
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Varias técnicas se han sugerido para evitar la acumulacion de placa y la
proliferacion de hongos como las especies de Candida, que incluyen la
incorporacion de diferentes tipos de agentes antifungicos en los acondicionadores
de tejidos, uso de barnices que contengan agentes antifungicos o inmersion de la
prétesis revestida con acondicionadores de tejidos en soluciones antisépticas
(Czerninski et al., 2015).

La incorporacion de agentes antifungicos en los acondicionadores de tejidos podria
ser una solucién hipotética para este problema terapéutico. Las principales ventajas
de incorporar agentes antimicéticos en los acondicionadores de tejidos pueden
incluir una disminucion en el costo, la necesidad de cooperacion de los pacientes,
el tratamiento simultaneo de las infecciones por Candida albicans y la mucosa
lesionada debajo de la dentadura (Mousavi et al., 2019).

Se ha pensado en la adicion de agentes antifungicos a los acondicionadores de
tejidos debido a que la sociedad envejece rapidamente y aunado a esto existen
personas mayores con sindromes, lo que incrementan la incidencia para la
estomatitis protésica (Lee et al., 2018).

Se han realizado varios estudios in vitro para investigar la eficacia de la
incorporacion de distintos agentes antifungicos (antibidticos y agentes naturales) en
acondicionadores de tejidos y a diferentes dosis. El microorganismo mas estudiado
es Candida albicans debido a que es el hongo principal causante de la estomatitis
protésica (Baygar et al., 2018) (Neppelenbroek et al., 2018) (Muttagi & Subramanya,
2017)

En la Tabla 2 se muestran los agentes antifungicos que se han utilizado para
modificar acondicionadores de tejidos como GC Soft liner, UFI Gel, Softone, Trusoft,
Durasoft liner, Coe soft y Visco Gel, con ellos se probaron distintas especies de
Candida en estudios in vitro. La especie de Candida mas utilizada fue albicans de
distintas cepas y de un biofilm, también se utilizé C. Glabrata. Los estudios utilizaron
en su mayoria las técnicas de microdilucién y difusion en agar con distintos tipos de
agentes antifungicos en distintas concentraciones segun el autor. Los agentes
utilizados fueron Quitosano, Quitosano cuaternizado, Carvacrol, Nistatina,
Clorhexidina, Ketoconazol, Miconazol, ltraconazol, Fluconazol, Acido undecilénico
y Nistatina con alginato a la inhibicidn fungica los autores le dieron seguimiento en
distintos dias y obtuvieron zonas de mayor inhibicion de hasta 38.33 mm £ 1.15 mm
en 3 dias para el Carvacrol, mientras que las zonas de menor inhibicion fueron de
0.2 mm para el Quitosano y ninguna inhibicidn para el diacetato de clorhexidina.
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Tabla 2. Acondicionadores de tejidos modificados con agentes antibidticos (Fuente propia)

Autor Acondicion Especie Técnica de Agente Concentracion
:ﬁ y ador de de evaluacién Tamaiio de anti?’n ico de agente Resultados de
0 tejidos Candida val muestra ung antifiingico efecto antifiingico
5% 8 log CFU/mL/7
Quitosano dias
Diluciones cuaternizado 7.5%
Lee.ot b seriadas en No presente 0/7 dias
€e e aiobicans
109 0/mL/7 di
al., Gf soft ATCC plzczrde % /mL/7 dias
2017 iner 24433 g 50 4.5 log CFU/mL/7
(ensayo por dias
triplicado) Quitosano 2.5 log CFU/mL/7
7.5% ,
dias
10% 3 log CFU/mL/7
dias
. Difusion en No presente
Baygar albicans agar (ensayo 38.33 mm £ 1.15
etal, | UFIGelP | 4rCC | v Carvacrol 10 uL S dine
2017 10239 _por
triplicado)
7 Nistatina 0.032 g
Neppele albicans 7 — Inhibicién de 90%
nbroek Softone de un Microdiluci Clorhexidina 0.064 ¢ para todos los
etal., biofilm on 7 Ketoconazol 0.128 g agentes antifingicos
2017 SC5314 7 Miconazol 0.256 ¢ hasta 14 dias
Trusoft 7 Itraconazol 0.256 g
6 Nistatina 0.032¢g 96.74 % /14 dias
Bueno albicans |\ diluci Diacetato de 0.064 90.08 % / 14 di
etal., Trusoft SC5314 Mlcr(f)’:‘lum 6 Clorhexidina e ST A
2015 Ketoconazol 0.128¢ 89.57 % / 14 dias
Miconazol 0.256¢g 99.12 % / 14 dias
Itraconazol 0.256¢g 94.99 % / 14 dias
Kimet | 1y rasoy | /bicans | Difusionen Nistatina / 20 mg/ Inhibicion de 90 %
al. liner ATCC agar por alginato 1 de 3 a 4 dias
2018 2876 triplicado £ B
0.5% 0 mm/2 dias
Difusion en 1.0% 1.1 mm/2 dias
; Coe Soft cans No presente :
B'ertolm albicans agar p Diacetato de 2.0% 2.2 mm/2 dias
ietal, ATCC .. "
(ensayo por Clorhexidina 0.5% 0 mm/2 dias
2014 10231 .
triplicado) 1.0% 2.2 mm/2 dias
Trusoft
2.0% 3.3 mm/2 dias
albicans
Mi iluci
Gongal ATCC lcr(f)’:‘ uet MIC: 256 pg/
ves et Cos Soft 90028 (ensayo por 400 Acido 0.25 ma/ mL para ambas
al., 0¢ >0 Glabrata :.51.}’0; undecilénico ’ ge
2012 Arcc | miplicado)
2001
+0.
4 Nistatina No lo menciona 1042 mlnziia 0.227/
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GC soft
liner

albicans
ATCC
10231

Chopde
etal.,
2012

Visco-gel

Miconazol

Fluconazol

Ensayo de
difusion en

Nistatina

agar

Miconazol

Fluconazol

18.1 mm=+0.272/1
dia

23.09 mm =+ 0.376/
1 dia

10.5 mm £ 0.223/ 1
dia

18.69 mm =+ 0.363/
1 dia

24.11 mm = 0.376 /
1 dia

Radnai
etal.,
2009

Visco-gel

albicans
NCYC
1467

Difusion en
agar

Miconazol

5%

10.29 mm £ 1.09 /1
dia

10%

1947 mm+1.17/1
dia

15%

21.16 mm =+ 0.54 /1
dia

20%

21.49 mm = 0.64 /1
dia

25%

23.39 mm £ 0.47 /1
dia

Clorhexidina

20%

Sin inhibicién

En la Tabla 3 se muestran los resultados de agentes antifungicos naturales que se
han agregado en acondicionadores de tejidos como Visco gel y COE- comfort para
inhibir Candida albicans de distintas cepas en ensayos in-vitro; difusién en agar y
microdilucion, principalmente. Los agentes naturales fueron diversos aceites como
aceite de neem, de coco, de té de arbol, esencia de limon, de malaleuca, de
orégano, de Linum usitatissimum, Centratherum anthelminticum y Ocimum
sanctum. Los autores Utilizaron distintas concentraciones y evaluaron la inhibicién
en distintos tiempos, la mayor zona de inhibicién reportada fue de 31.66 mm para el
aceite de C. anthelminticum y la menor zona de inhibicién reportada fue por 7 mm
para el aceite de orégano.

Tabla 3. Acondicionadores de tejidos modificados con agentes naturales (Fuente propia)

Tamaiio Agente Concentr
Acondici . _— de & acion de Resultados
- Especie de | Técnica de natural
Autor y afio onador . o muestra e agente de efecto
. Candida evaluacién antifingic A [PER
de tejidos o antifingi | antifingico
co
20 Aceitede | 40% | ZOUI9S
N mm/7 dias
cem MIC 15%
20 Aceite de ZOI 16.2
Kumar et al., ) albicans Difusion en Coco 40 % mm/7 dias
2020 Visco gel ATCC agar/ MIC 20%
24433 Microdiluci 20 Accite de ZO0I1 14.75
6n té de arbol 40 % mm/7 dias
c deano MIC 25%
20 Control 0% 0 mm/ 7 dias
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. albicans n 30 .
Krishnamoort Visco gel ATCC Difusion en Aceite de 10% 100 %/5 dias
hy et al., 2019 24433 agar €oco
10 ﬁi?gfn‘le 60%viv | 7mm/7 dias
albicans i, Aceite de 0
Rawatetal, | (. - ATCC Difusion en 10 coco 25% VIV 1 3 m /7 dias
2017 24433 agar virgen
10 Sg’:ég’ell 0% | 0mm/7 dias
Aceite de
5 L. 15.00 +£0.58
usitatissim | SO0 BL 2 dias
um
Muttagi et al., . albicans e ., Accite de
2017 Visco gel ATCC Difusién en 5 C. o 800 L 31.66 %1.20
90028 agar anthelminti /7 dias
cum
5 Aceite de 29.66 +1.46
O. sanctum 800 pL /7 dias
Barua et al albicans Difusion en Aceite de MID: 17.75
o . 1 08 0 . .
2017 Visco gel ATCC pozo Neem 15% (0.45) /7 dias
10231
albicans Difusion en Aceite
Amornvit et COE- ATC C‘ agar 10 esencial de 25 MIC: 0.625
al., 2014 comfort /Microdiluci -, uL/mL pL/mL
10231 on limén
MID: 20.56
Sharma et al., | Visco gel Difusion en 9 Aceite de 30% mm = 1.01 /7
2013 albicans pozo melaleuca ’ dias
9 MIZ: 3.44
1 +0.88 mm
Srivatstava et Visco gel af{fggs Difusion en Aceite de 60 vol% | /7 dias
al,, 2013 & 24433 pozo orégano ’

*MIC: Concentracion minima inhibitoria. MID: Diametro medio de inhibicién. ZOIl: Zona de inhibicion. MIZ: Zona
de inhibicién media

2.4 Nanoparticulas de sulfuro de plata: Sintesis y propiedades
antimicrobianas vy citotoxicas

El sulfuro de plata presenta tres fases en su estado sélido natural de la
siguiente manera: acantita monoclinica (fase a) estable por debajo de 179 °C,
cubica centrada en el cuerpo (bcc) denominada argentita (fase ) que es estable
por encima de 180 °C, y una estructura cubica centrada en las caras de alta
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temperatura (fase y) estable por encima de 586 °C. A temperaturas mas altas, estas
formas son conductores eléctricos (Argueta-Figueroa et al., 2017).

A continuacion en la Tabla 4 se resumen métodos de sintesis de sulfuro de plata
(Ag2S), la fase en la que se obtiene la particula, su tamafio y su aplicacion potencial,
ademas se enlistan las limitadas aplicaciones bioldgicas que se encontraron en la
literatura, una de las mas destacadas es su aplicacion como bactericida contra

Escherichia coli,

particula de 9 nm.

Shewanella oneidensis y Bacillus subtilis con un tamafo de

Tabla 4 Resumen de los métodos de sintésis del sulfuro de plata (Argueta-Figueroa et al., 2017)

A Métod Fase cristalinay Tam:’nolde Aplicacic tencial
utor étodo morfologia pa(nl:l;l a plicacion potencia
Jiang Reduccion Puntos cuanticos a- Imégepeg
2011’ quimica orgénica Ag2S 1.5+04 nanodiagnosticas y
multicolores in vivo
Puntos cuanticos
Hoacaoglu Re_ducmon del amdq ’2-_ 299 Imagenes in vivo
, 2012 quimica acuosa mercaptopropionico-o-
Ag2S
ex?rlgsgrfl?:rlsiy Puntos cuanticos Actividad bactericida
S;Be151h, proteobacterium, de proteina / péptido- 9+35 One?;;::;f’ ;OI;u\ztilis
Shewanella a-Agz2S desmontables - ye. >
oneidensis) bioimagen, bioetiquetado
Reduccion Puntos cuanticos
Du, 2010 quimica organica  de proteina / péptido- ~10 Bioimagen in vivo
a-Ag2S desmontables
a-Ag2S grupo
Reduccion funcional S- Imagenes de fluqrespencia
Tan, 2013 quimica acuosa nitrosotiol basado en 117 celular para aplicaciones
nanoesferas de puntos biomédicas
cuanticos de quitosano
Sintesis acuosa
_por via Nanocristales a- R .
Dong, hidrotermal Ag.S facetad 100-150 Potencial biocompatibilidad
2008 modulando la 925 Tacetados y debido al medio acuoso
. cubicos
proporcion de
tiourea a AQNO3
Método organico _Agente de_ cor_mtraste de
Hong de quimica i Imagenes In vivo para la
2012’ hameda de un Puntos cuanticos Ag2S 54 deteccion rgplda de
s0l0 paso tumores. Fluoroforos NIR-II
para uso preclinico
Diagnostico, terapia e
H Reduccion Doxorrubicina @ PEG- imagenes en tiempo real
u, 2015 - - 7 18 .
quimica organica  Ag2S puntos cuanticos para el tratamiento
personalizado de tumores
uim(iactgi%gw?ada Nanoparticulas Agentes transductores
Ma, 2016 q P 40 fototérmicos para el

acuosa de un solo
paso

de Ag2S

tratamiento del cancer
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Método simple de

Kumari, R Nanoparticulas . .
2014 copreglp[tamon esféricas de Ag2S 30 Uso antibacteriano
quimica
, . Cochlospermum
Dasari Sintesis acuosa 0SSVOILM ~AdsS
’ mediante método gossypium -Agz 25 Uso antibacteriano
2016 nanoparticulas
de autoclave .
esféricas

La resistencia a los medicamentos antimicrobianos ha impulsado el desarrollo de
varias estrategias alternativas, entre ellas, los materiales a nanoescala o
nanocompuestos como agentes antimicrobianos significativos y novedosos. Los
nanomateriales, tipicamente de 0.2 nm a 100 nm de tamafio, tienen una alta relacion
superficie-volumen (Bapat et al., 2018), la cual aumenta su interaccion con los
microorganismos, lo que a su vez mejora su actividad antimicrobiana. Las
nanoparticulas (NPs) se han utilizado en los campos 6ptico, quimico y biolégico.
Sus aplicaciones potenciales incluyen muchas areas especificas, tales como
superconductores, dispositivos O6pticos, catalizadores, celdas de combustible,
suministro de genes y farmacos. Ademas, las NPs tienen propiedades
antimicrobianas y tienen potencial uso en inmunoensayos de diagnostico
(Rudramurthy et al., 2016).

En un estudio realizado con nanoparticulas de plata (Ag NP) se llego a la conclusion
de que inhiben el crecimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas a 25
MM, mientras que para la inhibicion del crecimiento bacteriano necesitaron 50 yM
de Ag2S NP. Asi mismo concluyero que el mecanismo de accion de las
nanoparticulas de plata incluye la permeabilidad de la membrana, la pérdida de la
integridad de la membrana y la generacion de un exceso de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Por lo que aseveran que la actividad antimicrobiana de amplio
espectro de las nanoparticulas de sulfuro de plata Ag>S se puede utilizar de manera
similar a las Ag NP para combatir las bacterias patdgenas. (Subramaniyan et al.,
2019). Los sulfuros metalicos implican la unidn quimica de uno o mas atomos de
azufre a un metal; son materiales semiconductores abundantes y baratos que se
pueden usar para varias aplicaciones. Sin embargo, de acuerdo a una revisio
sistematica un uso importante y emergente de sulfuros metalicos no toxicos en
aplicaciones biomédicas ha surgido en el campo de la medicina (Argueta-Figueroa
et al., 2017).

Se ha demostrado que las nanoparticulas exhiben potencia antimicrobiana y
antifungica, debido a la capacidad y tamafio que poseen para danar las células a
través de varios mecanismos. A diferencia de los antibidticos los nanomateriales
brindan una interesante oportunidad para limitar el crecimiento microbiano antes de
la infeccion humana. Asimismo, existe una discusién sobre los inconvenientes y
lagunas de conocimiento en las soluciones de nanomateriales usadas en materiales
antimicrobianos (Ogunsona et al., 2020). Uno de los mecanismos (Figura 3) de las
nanoparticulas y sus iones (titanio, plata y zinc) involucra la generacion de radicales
libres y conducen a la induccion de estrés oxidativo o generacion de especies
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reactivas de oxigeno (ROS), estos pueden dafar y destruir los componentes
patogenos irreversiblemente; generan dafo a la membrana, ADN, proteinas y
mitocondrias, que conlleva a la muerte celular (Khezerlou et al., 2018).

Nanopanlcle.‘._ --------- b ROS ) ... '
& ROS generation 4
Disruption of cell wall Induction of
and plasma membrane & massive leakage of

cellular content

components
lon release P

Accumulation in
cell wall

metabolism :
inhibition :

Affects correct
function of plasma

+ H*
membrane proteins H Cellular

H* internalization
.

Loss of proton
motive force

Figura 3. Representacion esquematica de los mecanismos antimicrobianos
liberados por lo iones de nanoparticulas metalicas (Ogunsona et al., 2020).

En la Tabla 5 se muestra un resumen de los distintos tamafos de nanoparticulas de
sulfuro de plata y distintas nanoestructuras utilizadas en ensayos antimicrobianos.
En los distintos estudios se puede observar que uno de los microorganismos
tratados con nanoparticulas de sulfuro de plata fue E.coli seguido de S. aureus,
obteniendo zonas de inhibiciéon de 11 mm hasta 39 mm.

Tabla 5 Actividad antimicrobiana del sulfuro de plata (Mendoza Avilés et al., 2021).

Taman

Nanoestru o Método
cturas nanopa de Control Microorgani Concent

Referen Ag2S / . i racion  Zona de Inhibicion
. rticulas ensayo Positiv smos de

cia Agente o . . de Ag2S (mm)

de antimicr o estudio
compuest .
o Ag:S obiano
o adicional
(nm)
(5;332". ) NPs = 10.34 mm
NPs /GK= 22.38 mm
P. _

Ayodhy aeruginosa NPs = 13.68 mm
etal., 25 Eéfz?ézz Arr;]p;mh Gram -) 10 L NPs /GK= 28.82 mm
2017 NPs S. aureus NPs = 15.81 mm

esféricas/G (Gram +) NPs /GK= 38.34 mm
K
thurinf;'iensis NPs =8.43 mm
NPs /GK= 24.48 mm
(Gram +)
NPs/RHA- E. coli 11 mm
MCM-41 14 (Gram -)
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Jafari et

Difusion

Gentam

MIC= 15

. e S. aureus
al., de disco icina pg/mL 11 mm
Gram +)
2017 (
Ag/Ag,S ~ Aglomer 86.14 %
Huoet A . cieA ados No
al Ag2S/rGO con Tubode . E. coli 100 79.12 %
20;8 AQ/AGLSIG morfolo  ensayo na (Gram -) pg/mL
e gia 97.76%
irregular
E. coli
(Gram -) 9.5 mm
Delgad K
o- NPs cuasi- e . :
- - Difusion  Gentam pseudomona 10 mm
B(;etlzlno ngo?it::iz 9 de disco icina (Gram -) 20,000
> S. aureus M9
2018 15 mm
(Gram +)
S. agalactiae
(Gram +) 11 mm
E. coli ~ 62% Fluorescencia
(Gram -) (lex= 350 nm)
Placa P. o .
s;l:l?r:nm microtitul No aeruginosa MIC = 50 65(|/° Elgg(r)e:ﬁ]e)nma
ot ‘all NPs 8-30 acionde  mencio Gram - M x
201{;’ resazurin na S. aureus H ~ 65% Fluorescencia
a (Gram +) (lex= 543 nm)
B. subtilis ~ 72% Fluorescencia
(Gram +) (lex= 543 nm)
MIC=135
E. coli ug/mL 28.10 mm
(Gram -) MIC=169 39.24 mm
pg/mL
MIC=69
IqI;TI “ ~ 50- Difusion mglnocio aerugl:nosa ug/ml 2510 mm
2019 NPs/CdS 100 en Agar na (Gram -) MIC= 87 35.88 mm
pg/mL
MIC=470
S. aureus pg/mL 22.77 mm
(Gram +) MIC=565 30.23 mm
pg/mL

NPs: Nanoparticulas; GK: goma de kondagogu (Cochlospermum gossypium); RHA-MCM-41: Nanoparticulas
de la ceniza de cascara de arroz; rGO: 6xido de grafeno reducido.

La citotoxicidad se mide por medio del ensayo colorimétrico de bromuro de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazolio (MTT). Los ensayos de viabilidad celular se
dividen en dos categorias: ensayos que detectan directamentela muerte
celular genuina con tintes vitales y ensayos que miden biomarcadores de viabilidad
sustitutos, incluida la actividad mitocondrial, el metabolismo celular o la actividad de
enzimas asociadas con la viabilidad de las células (Daniel E Shumer, 2017).

En la Tabla 6 se muestra la actividad citotoxica dependiendo del tamano de particula
en diferentes lineas celulares, en donde se considerd una viabilidad celular superior
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a 80%, basandose en la norma ISO 10993-5 para citotoxicidad. De esta manera
podemos decir que algunos de los resultados mas relevantes son los ensayos de
puntos cuanticos (QDs) esféricos con compuestos adicionales en donde su tamafno
de nanoparticula es menor a 5 nm, los cuales fueron probados por el método de
ensayo MTT en distintos tipos de células obteniendo una viabilidad celular mayor al

90%.

Tabla 6. Citotoxicidad del sulfuro de plata (Mendoza Avilés et al., 2021).

Tipo de .
AqS/C Tamano
9 nanoparti  Método Células Concentr
. ompues ‘s Resultados de
Referencia culas de de de acion . -
to . biocompatibilidad
. . Ag2S ensayo estudio (ug/mL)
adicion
(nm)
al
- QDs HCL o
Ja"'zdafé Al esférico <5 MTT A549 6.25-200 95-90%
s/MAA Hep G2 ~ 80-100%
QDs MTT ICs50=136 80%-40% a 200-
Vardar et esféric 3.74 £ 1 2000 pg/mL
al., 2018 os/ 2- 0.33 _ 60%-40% a 800-
MP A NRU V79 IC50=1269 2000 pg/mL
Xiong et NPs/N o
al. 2019 Cs 15 MTT NIH3T3 50-200 ~ 68-78%
No cambio la
MTS NIH3T3 morfologia celular
I QDs en la mayoria de
Wiercigroc esféric las células
h- Walkosz <5 1300
os/PhL tratadas, los
etal., 2019 ,
d HCT116 cambios fueron
visibles solo en las
células NIH3T3.
QDs 54.0+4.8% a
Vardar et esféric MTT 2000 pg/mi
al., 2019 os/DM 29 NRU V79 5-2000 65.7+4.1% a
SA 2000 pg/ml
Zhong et NDs/QE HepG-2 0
al., 2020 -PEG 20 MTT HL-7702 10-300 90%
: QDs 293 T ~ 98-65 %
Ayldezrg'g :t esférico 3.16 mrr 0300
o SIGSH CFPAC-1 ~ 98-75%

Nota: Se considera la viabilidad superior al 80% como base no toxica en ISO 10993-5. MTT: método
colorimétrico que utiliza Bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio; NRU: ensayos de captacion
de rojo neutro; MTS: ensayo de proliferacion celular; CellTiter 96 AQueous One Solution. NIH3T3: linea celular
de fibroblastos embrionarios de ratén; HCT116: linea celular de carcinoma co- lorrectal humano; 293 T: células
de rindn embrionario humano; CFPAC-1: células de adenocarcinoma ductal humano; HCL A549: células
humanas A549 (lung carcinoma). QE-PEG: inhibidor de HSP70; GSH: glutation; NC: nanocubos; PhLd:

nanoestructuras de fosfolipidos.
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2.5 Principios fisicos de técnicas de caracterizacion de materiales

A continucacion se describiran de manera breve los principios fisicos de las
técnicas de caracterizacion que se utilizaron en esta investigacion.

Espectroscopia UV-Vis

Es uno de los primeros métodos fisicos aplicados al analisis cuantitativo y a
la determinacion de estructuras moleculares.
La region espectral correspondiente al ultravioleta y visible va desde el ultravioleta
UV lejano con longitud de onda entre 10 y 200 nm, el UV cercano entre 200 y 400
nm, y el UV-visible entre 400 y 800 nm. La radiacion ultravioleta y visible se
caracteriza por ser absorbida por electrones de valencia de moléculas y atomos, los
cuales son excitados a niveles de energia superiores. La absorcion de radiacion UV-
Vis por las moléculas y compuestos se debe a las transiciones electrénicas de
ciertos grupos como se observa en la Fig. 4 (Gonzales, 2008).

Selector de 2
Longitud de onda B

ayo de luz Fotodetector £ k‘\_

>0,

Monocromador Celda de cuarzo

->

Lampara

Lente Pantalla digital

Figura 4 Espectroscopia UV-Vis (Fuente propia)

Difracion de rayos X (DRX)

La difraccién de rayos X (DRX) es una poderosa técnica no destructiva para
caracterizar materiales cristalinos. Proporciona informacién sobre estructuras,
fases, orientaciones preferidas de los cristales (textura) y otros parametros
estructurales, como el tamafio medio de grano, la cristalinidad, la deformacion y los
defectos del cristal. Los picos de difraccion de rayos X se producen por interferencia
constructiva de un haz monocromatico de rayos X dispersos en angulos especificos
desde cada conjunto de planos de celosia en una muestra. Las intensidades
maximas estan determinadas por la distribucion de atomos dentro de la red. En
consecuencia, el patron de difraccion de rayos X es la huella digital de arreglos
atomicos periodicos en un material dado como se observa en la Fig. 5 (Bunaciu et
al., 2015).
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Figura 5 Difraccién de rayos X (Fuente propia).

Analisis termogavimétrico (TGA)

El analisis térmico ha sido definido como un grupo de técnicas donde una
propiedad de una muestra es monitoreada con relacion al tiempo o temperatura, en
una atmésfera especifica, a un régimen programado de temperatura. En el analisis
termogravimétrico se registra la pérdida de peso de una muestra en la medida en
que se incrementa la temperatura hasta 1200 °C, bajo condiciones de un gas inerte,
de velocidad de calentamiento y diferentes atmodsferas de reaccién; obteniéndose
por esta via las curvas denominadas termogramas, como se observa en la Fig. 6
(Manals et al., 2011).

jajde
ia

Camisa d¢
refrigeracion d

Figura 6 Funcion del analisis termogavimétrico (Fuente propia).
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Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Tipicamente un analisis de microscopia Electrénica de Transmisién (TEM)
contiene tres conjuntos de lentes con muchas posibles variantes en la configuracion
de las lentes, en particular la de TEM con filtrado energético. Las lentes
condensadoras se encargan de la formacion inicial del haz tras la emisién de los
electrones, las lentes de objetivo focalizan el haz sobre la muestra y finalmente las
lentes de proyeccion se encargan de expandir el haz reflejado hacia una pantalla de
fésforo u otro dispositivo de visualizacion tal como pelicula. Los aumentos del TEM
vienen dados por la razon de las distancias entre la muestra y el plano imagen del
objetivo. La configuracion de un TEM varia significativamente segun su
implementacion, como se observa en la Fig. 7 (L. Wang et al., 2020).

ente condensador

Lente del objetive

Lente de proyecci 5

lentana de observacion

Imagen en la pantalla de observacié

Figura 7 Funcion del microscopio de transmision electronica (TEM) (Fuente
propia).
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Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

El fundamento de la microscopia electrénica de barrido (MEB) radica en que
los electrones emitidos por un catodo de tugsteno pasan a través de una columna
en la que ha hecho un vacio alrededor de 107 Torr. En ella, el haz inicial es
concentrado por una serie de lentes electrommagnéticos en donde su diametro va
disminuyendo hasta hacerse casi puntual. Al mismo tiempo la intensidad de
corriente se disminuye, el haz electronico es desplazado sobre la superficie de la
muestra a modo de un pincel que ira barriendo la muestra en un continuo ir y venir.
En la interaccidn del haz electronico con la superficie se producen electrones
secundarios, que son captados por un detector e inciden sobre un centelleador
donde cada electron produce un foton que se dirigen a un fotomultiplicador a través
del canon de luz en donde se produciran fotoelectrones amplificando la corriente de
la informacidon sobre la muestra. Finalmente, los electrones secundarios son
dirigidos a un tubo de rayos catédicos que llevan a un videoamplificador donde se
produce la imagen, como se observa en la Fig 8 (Renau & Faura, 1965).

Lente condensad

Imagen en la pantalla de observacion

Pantalla{de tSIevnsién

Figura 8 Funcion del microsi electronico de barrido (SEM) (Fuente propia).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Candida albicans es el principal agente causal de la candidiasis oral y representa
un 95% de los casos. Se le considera un patégeno pero realmente es un organismo
comensal (Williams & Lewis, 2011). Este organismo es excepcional, ya que tiene la
capacidad de adaptarse bien al huésped humano y cualquier cambio en este
favorece su proliferacion y le brinda la oportunidad de invadir practicamente
cualquier sitio, desde infecciones superficiales de la mucosa a una enfermedad
diseminada en multiples 6rganos (Vila et al., 2020).

El tratamiento de la candidiasis se basa en un arsenal limitado de agentes
antifungicos, que a su vez comprenden tres clases principales: polienos, azoles y
equinocandinas (Jensen, 2016). La escasez de clases de antifungicos junto con las
deficiencias de los agentes terapéuticos actuales dificulta la capacidad de combatir
infecciones por hongos (Patil et al., 2015).

Los azoles, como el fluconazol, carecen de toxicidad para las células humanas; sin
embargo, son farmacos fungistaticos, lo que provoco la aparicion de resistencias. La
clase mas nueva de antifungicos, y la primera en ser especifica de hongos, esta
representada por las equinocandinas (caspofungina), que se dirigen a un
componente clave en la pared celular de los hongos que no esta presente en las
células de mamiferos. Desafortunadamente, el uso clinico de las equinocandinas se
limita al tratamiento de la candidiasis sistémica y la aparicidn de resistencias,
particularmente en C. glabrata, se esta convirtiendo en una preocupacion (Vila et
al., 2020). Por lo tanto, existe una necesidad critica de identificar nuevos objetivos
farmacolégicos para sortear las deficiencias de los agentes antifungicos
actualmente disponibles. El mantenimiento de un estado comensal en lugar de la
erradicacion puede ser de hecho una estrategia mas ventajosa, ya que reduce la
propensioén al desarrollo de la resistencia adquirida. En C. albicans, la filamentacion
y la formacion de biopeliculas son propiedades fundamentales para la patogénesis
de este patogeno oportunista (Kadosh, 2019).

4. JUSTIFICACION

El sulfuro de plata (Ag2S) ha demostrado ser un agente antimicrobiano contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus thuringensis, Streptococcus
agalactiae y Bacillus subtilis, asi como especies de la familia de pseudomonas,
comprobandose por diversos autores con ensayos antimicrobianos como la difusion
en disco; la actividad antimicrobiana del sulfuro de plata se potencializa con agentes
gue actuan como estabilizadores o con compuestos adicionales para asi formar
nanocompuestos (Mendoza Avilés et al., 2021).
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Estudios preliminares del grupo de trabajo en colaboracidn con el area de ciencias
agrogeonomicas de la ENES Ledn de la UNAM muestran que el sulfuro de plata
inhibe a dos fitopatogenos como; Aspergillus sp en el ajo y Colletotricum
gloeosporioides causante de antracnosis en aguacate logrando inhibir su desarrollo
en una concentracion de 7.5 mg/mL.

Contando con este antecedente se pretende usar las nanoparticulas de sulfuro de
plata para inhibir de manera in vitro al hongo Candida albicans, el cual se encuentra
presente en la cavidad oral.

A pesar de que hay muchos factores involucrados con las condiciones de la
superficie de los acondicionadores de tejidos, incluidos los efectos de la saliva, los
limpiadores de dentaduras postizas, los ciclos térmicos y la fuerza masticatoria, la
pérdida de integridad y rugosidad de la superficie de los acondicionadores de tejidos
puede comenzar en cuestion de 3 a 4 dias por lo que varios estudios han evaluado
meétodos para mejorar la vida util de los acondicionadores de tejidos, ya que estos
estan indicados por un periodo temporal de 7 a 14 dias, asi como la incorporacion
de componentes antimicrobianos en el material (Rodrigues et al., 2013).

Sin embargo, aun no existe conocimiento del sulfuro de plata aplicado a materiales
dentales, por lo que es de suma importancia estudiar este tipo de nanoparticula en
la inhibicion in vitro de Candida albicans y asi en un futuro se pueda utilizar en

diversos materiales dentales; como en acondicionadores de tejidos como una
alternativa terapéutica en la estomatitis protésica.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Presentan las nanoparticulas de sulfuro de plata un efecto antifungico contra
Candida albicans?

6. HIPOTESIS

Las nanoparticulas de sulfuro de plata si presentan un efecto antifungico contra
Candida albicans.

H1: Las nanoparticulas de sulfuro de plata presentan un efecto antifungico contra
Candida albicans en una concentracion de 7.5 mg/mL.
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7. OBJETIVO GENERAL

Determinar la susceptibilidad antifungica de las nanoparticulas de sulfuro de plata
de manera In vitro en Candida albicans a través de ensayos de difusion en agar y
ensayos de susceptibilidad antifungica para posible aplicacién en acondicionadores
de tejidos.

7.1 Objetivos Especificos

« Obtener nanoparticulas de sulfuro de plata con y sin de polietilenglicol (Ag2S
EX, Ag2SPEG) a través de una sintesis quimica en medio acuoso asistida
por ultrasonido.

« Evaluar el efecto de las nanoparticulas de sulfuro de plata (Ag2S EX), (Ag2S
PEG), asi como de sulfuro de plata comercial marca Sigma Aldrich (Ag2S
COM).

* Determinar cristalinidad, morfologia y tamafio de las nanoparticulas de
sulfuro de plata mediante Difraccién de Rayos X, Espectroscopia Optica UV-
Vis, Microscopia Electronica de Transmisién (TEM) y Microscopia Electronica
de Barrido (SEM).

« Determinar la concentracion minima inhibitoria y concentracion citotoxica
media de sulfuro de plata por microdilucion y bioensayo de MTT con base en
la norma ISO-10993-5 e ISO-20776-1:2007, respectivamente.

« Evaluar el efecto antifungico de nanoparticulas de sulfuro de plata en
Candida albicans con base en la norma 1SO-7405:2008.

8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Tipo de Estudio

Experimental in vitro.

Disefio de estudio: puro, prospectivo y comparativo.

*Poblacion: Nanoparticulas de sulfuro de plata Experimentales (EX), recubiertas
con Polietilenglicol (PEG) y Comerciales marca Sigma-Aldrich (COM).
*Muestreo: No probabilistico.

8.2 Ciriterios de Seleccion

Criterios de Inclusion
* Nanoparticulas de sulfuro de plata semiesféricas o esféricas con un tamano

debajo de 50 nm.
* Microorganismo de Candida albicans ATCC 90028.
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+ Fibroblastos gingivales humanos cultivados en la Escuela Nacional de

Estudios Superiores Unidad Ledn.

Criterios de Exclusion

* Nanoparticulas diferentes a sulfuro de plata
+ Especies de Candida krusei, glabrata y tropicalis.
« Fibroblastos con mas de 10 divisiones celulares.

Criterios de Eliminacion

+ Cultivos contaminados.
» Cajas petri con superficies irregulares o areas no sembradas en el agar.

8.3 Variables

Tabla 7 Variables independientes en el estudio.

Variable

Definicion conceptual

Definicion
operacional

Naturaleza y escala
de medicién

Concentracion de
nanoparticulas

Cantidad o sustancia en
un medio determinado
(Auffan et al., 2009)

Concentracion de
sulfuro de plata para
cultivos celulares y
fungicos de 7.5
mg/mL a 0.11 mg/mL

Cuantitativa
continua, De razén

Nanoparticulas de
sulfuro de plata

Las nanoparticulas para
propositos farmacéuticos
se definen en el
Handbook of
Pharmaceutical
Technology como las
particulas coloidales
sélidas con un rango de
tamafio de 1 a 1,000 nm
(Lee AT., et al 2010).

-Nanoparticulas
Comerciales  Sigma
Aldrich (Ag2S COM)
-Nanoparticulas
Experimentales (Ag2S

EX) obtenidas por
sintesis quimica
asistida por
ultrasonido.

-Nanoparticulas con
polietilenglicol  (Ag2S

PEG) obtenidas por

sintesis quimica
asistida por
ultrasonido.

Cualitativa
Ordinal, Discreta
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Tabla 8 Variables dependientes en el estudio.

Variable Definicion conceptual  Definicion operacional Naturalezay escala
de medicién
Capacidad de matar, Zona de inhibicién Cuantitativa
destruir o] inactivar obtenida con la técnica De razén, Continua,
Actividad microorganismos, impedir de difusion en agar.

antifangica

su proliferacion y/o
impedir su accion
patégena (Tverdek et al.,

CMI obtenida en
ensayos de
microdilucion.

2016)

La citotoxicidad es una De acuerdo ala Norma Cuantitativa

propiedad critica para SO 10993 para De razén

determinar el destino de citotoxicidad Continua,
Citotoxicidad una pequeia molécula en 100-75 % > No

el proceso de citotoxico

descubrimiento de 74-50% - Ligeramente

farmacos (Sun et al,
2020).

citotoxico

49-25% >
Moderadamente
citotoxico

24-0% - Severamente
citotoxico
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8.4 Sintesis de nanoparticulas de sulfuro de plata experimentales sin
y con polietilenglicol.

Tabla 9. Reactivos utilizados para la sintesis de nanoparticulas de sulfuro de plata (Ag2S)
experimental con y sin polietilenglicol en la presente investigacion.
Nombre del reactivo

Formula Numero de lote Marca
Citrato de sodio NazCsHs07 19726 Karal
Nitrato de plata AgNOs V14C24 J.T. Baker
Sulfuro de sodio Na.S 68912 Fermont
Polietilenglicol H(OCH.CH2),OH MKCJ2152 Aldrich

Las nanoparticulas de sulfuro de plata se obtuvieron por sintesis quimica asistidas
con ultrasonido. La sintesis se llevo a cabo bajo dos condiciones, es decir sin (Ag2S
EX) y con polietilenglicol (Ag2S PEG).

En la primera condicién de sintesis experimental se prepararon las siguientes
soluciones con agua destilada en matraces para aforar como se ejemplifica en la
(Fig. 9):

a) 0.129 g de citrato de sodio (Na3CsHs07) y se aforé en un matraz de 50 mL,

b) 0.424 g de nitrato de plata (AgNO3) y se aforé en un matraz de 50 mL,

c) 0.195 g de sulfuro de sodio (NazS) y se aforé en un matraz de100 mL,

d) 0.0004 g de sulfuro de sodio excedente (Na2S) y se aforé en un matraz de 25 mL.

Después en un matraz Erlenmeyer de 250 mL previamente recubierto con aluminio
se mezclaron las soluciones:

Na3zCeHsO7 + AgNO3 + NazS + excedente de NaxS

El esquema de la figura 10 muestra las reacciones involucradas en la sintesis
experimental.

NazS + 2AgNO3 —— AQg2S + 2NaNOs

Figura 10 Reacciones en la sintesis experimental del sulfuro de plata (Fuente propia)
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El matraz fue cubierto con un tapdn de gasas y cinta testigo. Posteriormente, se
llevo al ultrasonido (Branson) a 42 KHz durante 2 h. Al finalizar este tiempo se retird
el matraz y se resguardo de la luz durante 12 h para evitar su oxidacion, transcurrido
el tiempo se realizé el lavado del producto obtenido de sulfuro de plata.

ﬂ\"
) e

Yo

Na3CeHs07 AgNO3 ' NazS Na2S Excedente
5

Ag2S

Figura 9 Representacion de las soluciones usadas en el proceso de sintesis del sulfuro de plata
experimental (Fuente propia)

En la segunda condicidn de sintesis experimental con polietilenglicol, se prepararon
las mismas soluciones a), b), c), d) que se utilizaron para la sintesis de las
nanoparticulas experimentales, pero se agregaron 100 pL polietilenglicol en el
siguiente orden:

NazCeHs07 + AgNO3 + ConHan+20n+1+ NaxS + excedente de NaxS

El esquema de la figura 11 muestra las reacciones involucradas en la sintesis
experimental con PEG.

PEG

Na2S + 2AgNOs Ag2S + 2NaNO3

Figura 11 Reacciones en la sintesis experimental del sulfuro de plata (Fuente propia)

El matraz fue cubierto con un tapdn de gasas y cinta testigo. Posteriormente, se
llevo al ultrasonido durante 2 h a 42 KHz. Al finalizar este tiempo se retiré el matraz
y se resguardo de la luz durante 12 h para evitar su oxidacién, transcurrido dicho
tiempo se realizo el lavado del producto obtenido de sulfuro de plata.
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8.5 Lavado y secado de nanoparticulas de sulfuro de plata

Para la realizacién del lavado del producto se utilizaron 6 tubos de ensayo de
plastico de 15 mL. El producto en solucion obtenido de la sintesis se repartié en
cantidades iguales en los tubos y se introdujeron a la centrifuga (Cole-Parmer)
durante 10 minutos a 3400 rpm para realizar el pre-lavado. El sobrenadante se
colocd en un vaso de precipitado, dejando unicamente en el fondo del tubo el
precipitado de nanoparticulas. Esta accion se repitié hasta terminar con la solucion
proveniente de la sintesis.

Después para el lavado se utilizd agua destilada para resuspender las
nanoparticulas y lograr eliminar los residuos, se colocaron los tubos en la centrifuga
durante 10 veces, durante 10 min a 3400 rpm.

Después del lavado de nanoparticulas de sulfuro de plata el contenido de los 6 tubos
se lleva a una caja petri de vidrio para poder secar las nanoparticulas obtenidas.
La parrilla se calienta a una temperatura de 60 °C y se coloca la caja petri durante
3 h, hasta que las nanoparticulas se sequen por completo.

Una vez que las nanoparticulas estaban secas se colocaron en el mortero de Agata
en donde se pulverizaron con una presidon manual en movimientos circulares
durante 2 min por seccion hasta obtener un fino polvo negro. El producto se
resguardo en un tubo Eppendorf recubierto con papel aluminio.

: 2]
Figura 12 Sulfuro de plata pulverizado en mortero de Agata (Fuente propia)

8.6 Esterilizacion de nanoparticulas de sulfuro de plata

Las nanoparticulas obtenidas se pesaron y se distribuyeron en varios tubos
Eppendorf (dependiendo del numero de ensayos a realizar). Cada tubo contenia 7.5
ug en su forma solida.

En un tubo Falcon de 50 mL recubierto con aluminio se colocaron los tubos
Eppendorf con las nanoparticulas de sulfuro de plata, estos se colocaron abiertos
dentro del tubo. El tubo Falcon no se cerr6 en su totalidad para evitar que estos
explotaran con la presion y se colocé en un vaso de precipitado.
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En un segundo tubo Falcon de 50 mL se colocaron 30 mL de agua destilada, este
no se cerro en su totalidad para evitar que explotara con la presion, dicho tubo se
coloco en un vaso de precipitado.

Después se llevaron a esterilizar en la autoclave (Tuttnauer 2340M) a una presion
de 2.5 bar a 121 °C durante 20 min.

8.7 Caracterizacion de nanoparticulas mediante UV-Vis, TEM, DRX,
MEB, EDS y TGA

Espectroscopia de UV-Vis

Se sonicaron 200 pL del sulfuro de plata sintetizado y 1800 uL de agua
destilada 1:9, en un vial durante 30 minutos para una mejor dispersion, después se
colocaron en una celda de cuarzo. La dispersion se analizé en un espectrofotometro
de UV-Visible Multiskan ™ GO (Thermo Scientific ™ Finland) en un rango de 200 a
1000 nm.

Microscopia Electronica de Transmision

Se colocaron 7.5 ug de nanoparticulas de sulfuro de plata en viales de cristal

con 3 uL de dimetilsulfoxido (DMSO) y se llevaron al ultrasonido a sonicar durante
30 min.
Después se coloco la solucion en un vidrio Corning, formando una gota grande en
donde se sumergio la rejilla para microscopia (TED PELLA INC. De 400 mesh Cu),
posteriormente, se coloco en una parrilla a 40 °C hasta que se seco la muestra y se
llevé al porta muestras para TEM.

Difraccion de rayos X
Las muestras en forma de polvo se midieron en un equipo Miniflex de Rigaku con

radiacion de cobre Ka 1.5406A generada a 30 kV y 30 mA, en un intervalo de 10 a
70 grados 20 a un paso de 0.02 grados con un tiempo de conteo de 0.06 s por punto.
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Microscopia Electronica de barrido

Las nanoparticulas de sulfuro de plata en polvo fueron observadas en un
Microscopio Electronico de Barrido (MEB), marca Hitachi TM 1000 en el Centro de
Geociencias de la UNAM, utilizando un voltaje de aceleracion de 15 kV y se tomaron
imagenes a diversas magnificaciones con electrones retrodispersados. Para los
analisis elementales se usé un equipo EDS (Energy Dispersive Spectroscopy)
Oxxford acoplado en microscopio.
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8.8 Ensayos antifungicos de nanoparticulas de sulfuro de plata en
Candida albicans.

El estudio antifungico se realiz6 por dos métodos de ensayo, los cuales se
presentan a continuacion.

8.8.1. Ensayo de difusion en agar

Se preparo agar Dextrosa Sabouraud (Oxoid LTD) disolviendo 6.5 g de agar
por cada 100 mL de agua destilada en un matraz Erlenmeyer y se esterilizd en
autoclave (134 °C, 2 atm de presion, 25 min). Se colocaron 20 mL en cajas Petri de
plastico de 10 cm de diametro.

Para el cultivo joven con un asa se tomo un indculo de la levadura C. albicans ATCC
90028 y se sembro en una caja petri con agar Dextrosa Sabouraud, se incubé a 37
°C durante 24 h.

Después de las 24 h de incubacion, se prepard una solucion de cloruro de sodio
(NaCl) con 1.7 g por 200 mL de agua destilada; se esterilizé en autoclave (134 °C,
2 atm de presidn, 25 min) para la inocular la solucién de la levadura, ajustada al
patrén de turbidez 0.5 de McFarland (200 uL) y se sembro con la técnica de estriado
con un hisopo estéril en cada caja petri. Posteriormente, se colocaron los discos de
sensibilidad con un diametro de 6 mm a distintas concentraciones de sulfuro de
plata, de 7.5 ung/mL a 0.05 ug/mL, para esto en cada disco se colocé 20 pL de cada
dilucion en el centro del disco, los cuales fueron colocaron en las cajas previamente
cultivadas.

En la figura 13 podemos observar las 8 concentraciones de sulfuro de plata con
Polietilenglicol usadas en el ensayo. Se aprecian las zonas de inhibicion obtenidas
en cada concentracion.

Se dejaron en incubacion a 37 °C por 24 h. Se midieron las zonas de inhibicidn y se
obtuvieron promedios y desviacion estandar.

Figura 13 Ensayo de difusién en Agar del sulfuro de plata con politilenglicol en Candida albicans
(Fuente propia).
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8.8.2 Ensayo de susceptibilidad antifungica de nanoparticulas de sulfuro de plata
en Candida albicans.

Se preparo el medio RPMI 1640 (sin glutamina, con rojo fenol, tamponado a
pH 7,0 usando MOPS). Después, se inoculd Candida albicans ATCC 90028
aerobicamente a 37 °C en Agar Dextrosa Sabouroad durante 24 h.
Posteriormente, se cultivd una colonia en medio RPMI y se dejo incubando 36 h a
37 °C. Luego se preparo un inéculo equivalente a aproximadamente 1.8x107
CFU/mL; este indéculo y se diluyé a 1:1000 obteniendo una concentracion final de
trabajo de 1x10* CFU/mL.
Se realizaron 6 diluciones de sulfuro de plata Ag2S de 7.5 ng/mL a 0.26 pg/mL y en
una placa de 96 pocillos, se afiadieron 100 uL de cada concentracion, por triplicado,
seguido de 100 pL de in6culo de Candida albicans.
Los controles positivos se prepararon utilizando 100 uL de medio RPMI 1640 y 100
uL del in6culo. Para el control negativo se colocaron 200 uL de medio RPMI 1640.
Para corregir los cambios en la densidad 6ptica debido a las suspensiones del
sulfuro de plata, se afiadieron diluciones en serie de sulfuro de plata a un volumen
igual de medio RPMI 1640. Las cajas se incubaron por 24 h a 37 °C, 70 RPM.
En la Figura 14 se observa uno de los pasos a seguir para la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria del sulfuro de plata experimental, en donde se
realizé un sembrado de cada concentracion.

Figura 14 Sembrado de concentraciones para la determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria del sulfuro de plata experimental (Fuente propia)
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8.9 Ensayo de citotoxicidad de nanoparticulas de sulfuro de plata
(Ag2S) en Fibroblastos Gingivales Humanos (FGH).

Mediante el ensayo, la reduccion de la sal de Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (Sigma-Aldrich) se determind la actividad citotoxica
de las nanoparticulas de sulfuro de plata en Fibroblastos Gingivales Humanos de la
linea celular ATCC CRL2014 (FGH ATCC) y de cultivo primario (FGH).

Se colocaron 100 pL con una densidad equivalente a 100 1X10° cel/mL en una placa
de 96 pocillos en medio de cultivo DMEM (Gibco) suplementado con suero fetal
bovino 4%, glutamina al 1% y 2% de antibidtico estreptomicina. Se incubaron por
48 h en condiciones de 5% COza 37°C.

Luego se retird el medio de cultivo transcurridas las 48 h y se hicieron diluciones
seriales de las nanoparticulas de sulfuro de plata (Ag2S) partiendo de una
concentracion de 7.5 mg/mL y se incubaron a condiciones de 5% CO2 por 24 h, las
nanoparticulas antes de este proceso se sonicaron en 100 uL de medio durante 30
minutos, obteniendo una buena dispersion de nanoparticulas Ag>S EX'y Ag>S PEG,
pero no de Ag2S COM.

Transcurridas las 24 h se preparo la sal de Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol (MTT) (Sigma-Aldrich) a una concentracién de 0.2 mg/mL en
medio de cultivo DMEM suplementado. Se retird el medio de todos los pocillos y se
colocé la sal MTT. Las células se incubaron por 4 h en condiciones de 5% CO2a
37°C.

Posteriormente, al finalizar las 4 h se retir6 el MTT y se coloco 100 uL de
dimetilsulféxido (DMSQO), se realizaron las lecturas en el espectrofotometro
Multiskan™ GO (Thermo Scientific ™) a una longitud de onda de 570 nm.

&) ' b) ]

Figura 15 Micrografias de los cultivos deﬁbroblastos gingivles en distintas concentraciones de
sulfuro de plata experimental a) grupo control sin nanoparticulas, b) 0.011 mg/mL c) 7.5 mg/mL.
(Fuente propia).
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9. RESULTADOS

9.1 Propiedades morfoldgicas, Opticas y estructurales de sulfuro de
plata

En este apartado se presentan los resultados de la caracterizacion por
Espectroscopia 6ptica UV-Vis, Microscopia de Transmision Electréonica (TEM),
Difraccion de rayos X (DRX) y Termogramas (TGA) del sulfuro de plata comercial
marca Sigma Aldrich (Ag2S COM), sulfuro de plata experimental (Ag2S EX) y
experimental con polietilenglicol (Ag2S PEG).

Las imagenes TEM (Fig.16 a), b), c)) se muestran en distintas escalas en donde se
puede observar el sulfuro de plata en las tres micrografias se observan
aglomeraciones (sefialadas por los circulos punteados) y una forma semiesférica
con una media de 2.64 nm + 1.37 nm.

En el espectro de absorbancia éptica (Fig. 16 d) en donde la banda de absorbancia
no se observa como la caracteristica del sulfuro de plata por la aglomeracion de
este tipo de nanoparticulas.

En el patron de difraccidon de rayos X se puede obtener informacién de la estructura
cristalina de un material, en esta investigacion se obtuvo informacion del sulfuro de
plata. En donde se pudo observar una banda definida y una total relacion en la
comparacion con la carta cristalografica PDF#00-014-0072 correspondiente a la
estructura acantita(Fig. 16 e).
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Figura 16 a), b), c) Imagenes TEM, d) espectro de absorbancia optica y e) patron de difraccion de
rayos X de sulfuro de plata comercial (Ag=S COM)

Se obtuvieron nanoparticulas de sulfuro de plata experimentales (Ag2S EX) en su
fase acantita a partir del equipo de ultrasonido a 42 kHz en las imagenes TEM (Fig.
17 a), b), c)) se puede observar una morfologia semiesférica y con apariencia
aglomerada en algunas regiones; con una media de 2.28nm + 1.82nm.

En el espectro de absorbancia optica (Fig. 17 d) ) en donde se muestra mayor
absorcion en la banda.

En el patron de difracciéon de rayos X se puede obtener informacion de la estructura
cristalina de un material y se pudo observar una banda definida y una pequefa
banda que no corresponde en la comparacion con la carta cristalografica PDF#00-
014-0072 (Fig. 17 e).
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Figura 17. a), b) y ¢) Imagenes TEM, d) espectro de absorbancia éptica y e) patrén
de difraccion de rayos X de sulfuro de plata experimental (Ag2S EX).
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Las nanoparticulas de sulfuro de plata con polietilenglicol (Ag2S PEG) en la (Fig. 18
a), b), c)) se pueden observar mas dispersas con una morfologia semiesférica y con
apariencia aglomerada en algunas regiones, con una media de 2.88 nm + 1.86.
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Figura 18. a), b) y ¢) Imagenes TEM, d) espectro de absorbancia éptica y e) patrén
de difraccion de rayos X de sulfuro de plata experimental con polietilenglicol (Ag2S
PEG).
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9.2. Efecto del proceso de esterilizacion en las propiedades épticas y
estructurales del sulfuro de plata.

Se realiz6 el protocolo de esterilizacion en autoclave durante 20 minutos a

121°C y se realiz6 una nueva caracterizacioén de las tres muestras de sulfuro de
plata Ag2S COM, Ag.S EX y Ag>S PEG. Ademas, se realiz6 la caracterizacion de
los tres grupos de sulfuro de plata mediante Microscopio electronico de barrido
(MEB).
Enla Fig. 19d), e), y f), se pueden observar micrografias de MEB a distintas escalas
observando d) una microestructura porosa y con aspecto de roca, €) se observa una
forma de una roca irregular, semiesférica, f) se observan multiples microestructuras
con forma de roseta de maiz y la misma estructura porosa.

st N

3
Ag28-Com0019 2021/02/16 x6.0k  10um  Ag2S-Com0015 X500 200um  Ag2S-Com0024
CGEO, UNAM CGEO, UNAM CGEO, UNAM
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Figura 19 a) b) y c) microfotografias TEM, d), e) y f) Microfotografia SEM, g)
espectro de absorbancia éptica y h) patrén de difraccion de rayos X de sulfuro de

plata comercial (Ag2S COM).

En la Fig. 20 podemos observar el termograma del sulfuro de plata comercial en
donde se observa un monitoreo de la pérdida de masa ante la temperatura que se
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Figura 20 Termograma de sulfuro de plata comercial (Ag2S COM)
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Enla Fig 21 a), b), ¢) en las micrografias TEM se observa la apariencia caracteristica
aglomerada del sulfuro de plata y la distribucién de este en distintas escalas. Las
micrografias MEB d), e) y f) nos muestran dos microestructuras diferentes, una con
bordes irregulares y porosa y la segunda con bordes regulares y asemejando a un
cristal, sin poros.

La imagen de la Fig. 21 g) nos muestra el espectro de absorbancia del sulfuro de
plata experimental con una banda de absorcién de 460 nmy h) la difraccién de rayos
X comparandose con su carta cristalografica coincidiendo con una estructura
acantita por la difraccion de los planos cristalograficos.
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Figura 21 a),b),c) microfotografias TEM, d),e),f) Microfotografias SEM, g) espectro
de absorbancia optica y h) patrén de difraccion de rayos X de sulfuro de plata
experimental (Ag2S EX).
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Figura 22 Termograma de sulfuro de plata experimental (Ag2S EX)

En la Fig. 22 se puede observar una termografia del sulfuro de plata experimental
en donde se observa un monitoreo de la pérdida de masa ante la temperatura, en
donde se pueden observar tres variaciones de pérdida de masa, la primera a 153
°C, la segunda a 190 °C, manteniéndose constante hasta 600 °C.

En la Fig. 23 podemos encontrar en las micrografias TEM y SEM, condiciones
parecidas al sulfuro de plata experimental con polietilenglicol, mostrando la
aparicion de dos microestructuras en las micrografias MEB.
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Figura 23 a), b) y c) microfotografias TEM, d), e) y f) Microfotografia SEM, g)
espectro de absorbancia 6ptica y h) patron de difraccion de rayos X de sulfuro de

plata experimental con polietilenglicol (Ag2S PEG).
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En la Fig. 24 se puede observar una termografia del sulfuro de plata experimental
con polietilenglicol en donde la pérdida de masa ante la temperatura esta en tres
etapas, la primera a 154 °C, la segunda a 190 °C, manteniéndose constante hasta
600 °C.

Las primeras pérdidas pueden asociarse a cuestiones en el lavado de las
nanoparticulas relacionandose con impurezas dentro de la muestra.
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Figura 24 Termograma de sulfuro de plata experimental con polietilenglicol (Ag2S
PEG)

En la caracterizacién por morfologia MEB, las nanoparticulas de sulfuro de plata se
muestran como aglomerados con apariencia granular concordando con las
micrografias TEM.

Después de observar las micrografias SEM de las tres muestras de sulfuro de plata
Ag2S COM, Ag2S EX 'y Ag2S PEG se realiz6 un analisis de Energia Dispersiva (EDS)
para determinar la composicion quimica de algunas zonas en donde se observaban
estructuras cuadradas, después de la cuantificacién de los elementos presentes en
dichas muestras se encontré (Al) aluminio en las nanoparticulas experimentales
(Ag2S EX) al igual que en el sulfuro de plata experimental con polietilenglicol (Ag2S
PEG) (tabla 10) lo cual puede concordar con la presencia de pérdida de masa en
dichas muestras.
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En la tabla 10 se presenta la determinacién de los elementos presentes en cada
muestra por EDS y sus micrografias de la zona medida por muestra, los espectros
fueron tomados de diversas zonas para la reproducibilidad del método.

Tabla 10 Determinacion de elementos presentes en las muestras de sulfuro de plata.

Micrografia a) Micrografia b) Micrografia c)
Ag2S COM Ag2S EX Ag2S PEG
Elementos % en

peso Elementos % en peso Elementos % en peso

Zona medida S Ag Al S Ag Al S Ag
Espectro 1 11.6 88.4 6.3 7.4 86.3 1.8 6.8 91.4
Espectro 2 18.5 81.5 6.5 9.7 86.3 2.2 2.9 94.9
Espectro 3 12.2 87.8 0.8 10.1 89.1 0.7 10.0 89.3

Ag28-Com0020 2021/02/16 x6.0k 10um Ag2S-Ex0005 2021/02/16 x6.0k 10um Ag28-Peg0035 2021/02/16 L
CGEO, UNAM CGEO, UNAM CGEO, UNAM
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9.3 Propiedades antifungicas de sulfuro de plata en Candida albicans

Por el método de difusion en agar se obtuvieron zonas de inhibicion de hasta
14mm para el sulfuro de plata experimental (Ag2S EX), mientras que en sulfuro de
plata experimental con polietilenglicol (Ag2S PEG) de hasta 11 mm, en comparacién
con el grupo control, en el cual se utilizé el antifungico Anfotericina B, zona de
inhibicion de 17mm. Se observa un patron dosis-dependiente, es decir a mayores
concentraciones mayor es el efecto antifungico.

Se calcularon promedios y desviaciones estandar, se aplicé el analisis estadistico
ANOVA de Una Via y pos-hoc Tukey test para determinar diferencia
estadisticamente significativa a p<0.05, se utiliz6 el software GraphPad Prism 6.
En el analisis del sulfuro de plata experimental (Ag2S EX) (Figura 23, inciso a) se
encontraron diferencias significativas en la mayoria de los grupos, excepto en los
siguientes grupos de dosis utilizados 3.5 mg/mL vs. 1.87 mg/mL, 1.87 mg/mL vs.
0.93 mg/mL, 0.93 mg/mL vs. 0.46 mg/mL, 0.93 mg/mL vs. 0.23 mg/mL, 0.46 mg/mL
vs. 0.23 mg/mL.

Para el analisis del sulfuro de plata experimental con polietilenglicol (Ag2S PEG)
(Figura 23, inciso b) se encontraron diferencias significativas en algunos grupos de
dosis utilizados, a excepcion del grupo de dosis 0.46 mg/mL vs. 0.23 mg/mL, 0.23
mg/mL vs. 0.11 mg/mL, 0.23 mg/mL vs. 0.05 mg/mL y 0.11 mg/mL vs. 0.05 mg/mL
los cuales no mostraron diferencia estadisticamente significativa.

El sulfuro de plata comercial no mostré zonas de inhibicion en ninguna de sus dosis.

Efecto antifiingico de Ag,S EX en Candida albicans Efecto antifungico de Ag,S PEG en Candida albicans

. ANOVA de una via, Pos Hoc Tukey Test
ANOVA de una via, Pos Hoc Tukey Test p<0.05

164 p<0.05 164

10 - II

Zona de inhibicion (mm)
Zona de inhibicién (mm)
—

0 T T T T T T T
Contol 75 35 187 093 046 0.23 0.11 0.05
Concentracion de Ag,S (mg/mL)

T T T T T T T
Control 75 3.5 1.87 093 046 0.23 0.11 0.5
Concentracion de Ag,S (mg/mL)

Figura 25 Efecto antifungico por difusién en agar de nanoparticulas en C. albicans
a) Experimentales (Ag2S EX) y b) recubiertas con polietilenglicol (Ag2S PEG).
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La concentracion minima inhibitoria obtenida por el ensayo de microdilucion
concuerda con la Figura 26 en donde se pueden observar las placas de 96 pocillos
con las respondientes concentraciones. En el inciso a) se puede observar el sulfuro
de plata comercial la dosis minima inhibitoria de 3.75 mg/mL, en el inciso b) el
sulfuro de plata experimental la dosis minima inhibitoria de 0.23 mg/mL al igual que
para el sulfuro de plata experimental con polietilenglicol (inciso c)).
a) mg/mL Ag.S COM en Candida albicans
1o BT TS
3.75 |
1.87 el 1
0.93
0.46
0.23 ||
Control (+) |
Control (-) iy

b) mg/mL Ag:S EX en Candida albicans
75 | 000000009
375 | $ 00000000
187 || 000000 PD
093 ||| ©LLELELOLUOWD
046 N e
0.23 ||

Control (+) i

Control (-) |

o) mg/mL Ag:S PEG en Candida albicans
75 [eeoe000dd
1]

3.75 6’&666@0@@
187 || @@®© © © 0P
0.93 ||| K« « -
0.46 HIEEE ¢
0.23 Ml -w& %

Control (+) ] )

Control (-) l 0 A0

Figura 26. Placas de ensayo de mlcrod|Iu0|on en donde se puede observar la
concordancia de la concentracidon minima inhibitoria obtenida en cada muestra de
sulfuro de plata a) sulfuro de plata comercial (Ag2S COM), b) Sulfuro de plata
experimental (Ag2S EX) y c) Sulfuro de plata experimental con polietilenglicol (Ag2S
PEG).
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La Tabla 11 muestra un resumen de los resultados obtenidos de los ensayos de
microdilucidon del sulfuro de plata. Las concentraciones utilizadas en el presente
estudio fueron de 7.5 mg/mL a 0.23 mg/mL.

Tabla 11 Concentracién minima inhibitoria (MIC) de AgzS en Candida albicans ATCC 90028.

Concentracion

Nanoparticulas Minima Inhibitoria
(MIC)
Ag2S COM 3.75 mg/mL
Ag2S EX 0. 23 mg/mL
Ag2S PEG 0.23 mg/mL
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9.4 Citotoxicidad de sulfuro de plata en FGH

Las graficas de la figura 27 corresponden a la viabilidad celular de fibroblastos
gingivales humanos (FGH) en contacto con diferentes concentraciones de sulfuro
de plata; sulfuro de plata comerciales (Ag2S COM), sulfuro de plata experimentales
(Ag2S EX) y sulfuro de plata experimentales con polietilenglicol (Ag2S PEG). En las
tres muestras se observa un comportamiento distinto.

En el sulfuro de plata comercial (Ag2S COM) se puede observar un incremento en
la proliferacion celular de forma dosis-dependiente, por lo que segun la norma
internacional para citotoxicidad (ISO 10993) se considera no citotoxico (Tabla 12).

El sulfuro de plata experimental (Ag2S EX) tiene un efecto citotoxico dosis-
dependiente, en este se puede observar que, en las concentraciones de 0.011,
0.023, 0.046 y 0.093 mg/mL la viabilidad celular se mantiene y aumenta, pero a
partir de la dosis de 0.187 mg/mL esta disminuye bruscamente y segun la norma
internacional de citotoxicidad se clasifica como ligeramente citotdxico, mientras que
en la concentracion mas alta de 0.75 mg/mL cambia nuevamente a no citotdxico al
recuperar la viabilidad celular (Tabla 12). La dosis citotoxica media CCso es de 0.22
mg/mL, lo cual habla de que a esta concentracion el 50% de nuestras células ya no
son viables (tabla 13).

El sulfuro de plata experimental con polietilenglicol (Ag2S PEG) tiene un efecto de
hormesis a las primeras 3 dosis bajas lo que propicia una proliferacion celular, y una
disminucién de la viabilidad celular irreversible dosis-dependiente en el cual a mayor
concentracion de sulfuro de plata menor viabilidad celular de FGH (Tabla 12). La
dosis citotoxica media CCso es de 0.099 mg/mL (Tabla 13), lo cual habla de que a
esta concentracion el 50% de nuestras células ya no son viables.

160
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20| —e—Ag,S EX
1| —a—Ag,s PEG
0 T T T T T T T
0.011 0.023 0.046 0.093 0.187 0.375 0.756

Concentracion de nanoparticulas (mg/mL)

Figura 27 Ensayo de MTT de sulfuro de plata con FGH.
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Tabla 12 Porcentajes de viabilidad celular obtenidas en el presente estudio, de acuerdo a las
norma internacional ISO 10993 para citotoxicidad.

Porcentaje de Nivel de Ag.S COM Ag.S EXP Ag.S PEG
viabilidad citotoxicidad
celular
100 -75 % No citotoxico >100% (O- >100% (0- <100% (O-
0.75 mg/mL) 0.093 0.093
mg/mL y mg/mL)
0.75 mg/mL)
74 — 50 %. Ligeramente 50%
citotoxico (0.093-
0.375
mg/mL)
49 - 25 % Moderadamente <40%
citotoxico (0.093-
0.75
mg/mL)
24-0% Severamente
citotoxico

Tabla 13 Dosis citotoxica media Ccso de las nanoparticulas de sulfuro de plata

Nanoparticulas Dosis citotéxica media Ccso
Ag2S EXP 0.22 mg/mL
Ag.S PEG 0.099 mg/mL
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10. DISCUSION

Después de la sintesis quimica asistida por ultrasonido a 42 KHz durante dos horas,
se obtuvieron dos tipos de nanoparticulas de sulfuro de plata en sintesis separas.
Ambas sintesis (Ag2S EX y Ag2S PEG) muestran una morfologia semiesférica o
semiesférica con un tamafo aproximado de 1-10 nm. Los métodos de sintesis son
muy importantes en las aplicaciones bioldgicas que se les pueda dar, aunque la
literatura aun es limitada (Argueta-Figueroa et al., 2017), también en las
micrografias TEM se puede observar aglomeracion de las nanoparticulas de sulfuro
de plata como se reporta para las nanoparticulas metalicas semiconductoras en
soluciones coloidales (Delgado-Belefio et al., 2018).

Como se ha visto en diferentes métodos de sintesis para obtener las nanoparticulas
de sulfuro de plata (Mendoza Avilés et al., 2021) no muestran una modificacion en
la inhibicion bacteriana y viabilidad celular, pero si muestran un importante cambio
en el tamano del sulfuro de plata. El tamafo de nanoparticula que se obtuvieron en
este trabajo de tesis se encuentra en un rango de 1 a 10 nm lo que indica que tienen
una distribucion de tamaio similar entre si.

Los espectros UV-vis indican que las nanoparticulas Ag>S PEG se encuentran en
una banda de absorcion de 427 nm mientras que las nanoparticulas Ag2S EX se
encuentran en una banda de 490 nm lo cual coincide con las bandas reportadas en
una biosintesis de nanoparticulas de sulfuro de plata con un rango de 410 a 440 nm
(Suresh et al., 2011).

En estudios realizados examinaron la actividad antimicrobiana del sulfuro de plata
sintetizado con otros agentes o0 compuestos adicionales, uno de los
microorganismos utilizado fue S. aureus analizado en difusion en agar y obteniendo
una zona de inhibicién de 11 a 38 mm, para E. coli se reporta una inhibicion de 11
mm a 22,38 mm (Jafari et al., 2017). En el ensayo de difusion en agar, segun los
puntos de corte del documento M44-A CLSI de la Clinical and Laboratorio Standard
Institute demostraron que las nanoparticulas experimentales se encuentran en el
punto resistente ya que segun los resultados su dosis maxima de 7.5 mg/mL se
encuentra en 14 mm y las nanoparticulas con polietilenglicol como Resistentes al
encontrarse con una inhibicion en su dosis maxima de 13 mm (Tapia, 2009).

Se cree que por la aglomeracion que presentan las nanoparticulas comerciales
tienden a perder estabilidad, esto puede reflejarse en la modificacion de sus
propiedades opticas y la reduccion de su actividad antibacteriana (Delgado-Belefio
et al., 2018).

Se sabe que la hormesis proporciona un marco de modelo de respuesta a la dosis
para ayudar en la seleccion del numero de dosis y el espaciamiento entre estas
(Calabrese, 2018). Por lo cual, a partir de los resultados obtenidos en este trabajo
de tesis, se puede determinar que las mejores dosis a ser empleadas se encuentran
entre 0.187 a 0.023 mg/mL. Por otro lado, el estudio de la citotoxicidad de
nanoparticulas de sulfuro de plata se ha estudiado en ratones y se han encontrado
dafios menores en los 6rganos de los ratones tratados de 28 a 60 dias. Ademas,
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los resultados también demuestran que las nanoparticulas son secretadas por el
excremento y la orina (Delgado-Belefio et al., 2018). Si las nanoparticulas aplicadas
a materiales dentales llegaran a ser ingeridas estas podrian considerarse como un
riesgo minimo a la salud ya que se plantea su uso en materiales de uso transitorio.
En algunos estudios también se pudo observar que el tamafio de nanoparticula
influye en la viabilidad celular aunque por la falta de evidencia no hay una
dependencia clara aun (Mendoza Avilés et al., 2021). Los mecanismos exactos de
toxicidad de las nanoparticulas no se comprenden bien, pero sus efectos
genotoxicos y apoptoticos se informan con frecuencia. La toxicidad de las
nanoparticulas puede estar relacionada con el desequilibrio redox que conduce a
importantes dafos oxidativos en el ADN a través del estrés oxidativo (Ozkan Vardar
et al., 2018). Ademas en un estudio realizado con plantas se infiere que la toxicidad
del sulfuro de plata proviene de la plata, ya que una vez que el sulfuro de plata se
acumulaba en los tejidos de la planta se liberaban pequefas cantidades de iones
de plata (P. Wang et al., 2017). Por otra parte, el polietilenglicol es un polimero
anfifilico sensible al pH, que se utiliza para encapsular farmacos hidréfobos bajo pH
fisiologico vy liberar el farmaco por debajo de un pH 6.5, esto le confiere un rapida
entrada a las células y una acumulacion en los lisosomas celulares lo cual se ha
observado en células tumorales generando una interrupcion en las vias de
sefalizacion celular (Zhong et al., 2020). Ademas, las nanoparticulas se recubren
con frecuencia con polietilenglicol (PEG) para evitar el sistema reticuloendotelial y
aumentar la vida media de la circulacion sanguinea. El recubrimiento de PEG hace
que la nanoparticula sea mas hidroéfila y neutra, lo que les permite evitar el sistema
inmunoldgico mas facilmente; sin embargo, el PEG afecta poco a la captacion
celular y la liberacion del farmaco (Hoshyar et al., 2016). Esto puede explicar que
las nanoparticulas sintetizadas con polietilenglicol en este estudio, posean una
mayor actividad citotoxica en contacto con los fibroblastos gingivales humanos y
que su dosis citotéxica media sea mayor a menores concentraciones que las
experimentales.

11. CONCLUSION

Se acepta la hipotesis enunciada ya que las nanoparticulas de sulfuro de plata Ag2S
EX 'y PEG fueron efectivas en la inhibicion de Candida albicans ATCC 92800, sin
embargo, resultaron tener un ligero efecto citotoxico en los cultivos con fibroblastos
gingivales humanos FGH, mientras que las nanoparticulas COM de Sigma Aldrich
no tuvieron inhibicion.

El presente estudio permitiéo conocer el efecto del polietilenglicol en los ensayos de
susceptibilidad antifungica de las nanoparticulas de sulfuro de plata sintetizadas
mediante la técnica de ultrasonido, mostrandonos efectos similares a las
nanoparticulas sin recubrimiento con polietilenglicol.
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El ensayo de difusion en agar se utiliz6 de manera cualitativa para mostrar si el
efecto era nulo o positivo, obteniendo un efecto positivo para las nanoparticulas
experimentales con y sin polietilenglicol, y nulo en las nanoparticulas comerciales.

En el ensayo de microdilucion demostré6 que a concentraciones de 0.93 a 3.75
mg/mL se muestra un efecto fungistatico, mientras que se necesita una mayor
concentracion de 3.75 mg/mL para demostrar un efecto fungicida.

El ensayo de citotoxicidad revel6 que hay un efecto que responde a las dosis
utilizadas y que existen dosis que son viables para su uso, las cuales fueron 0.0 a
0.093 mg/mL para los tres grupos de nanoparticulas de sulfuro de plata y 0.75
mg/mL para nanoparticulas comerciales.

Limitaciones

Las limitaciones del estudio fueron los aglomerados que se formaban por las
nanoparticulas de sulfuro de plata (Ag2S) ademas de su dificil dispersion en los
medios acuosos como los medios de cultivo, sobre todo en las nanoparticulas
comerciales, lo cual dificultaba su manipulacion.

Ademas del tiempo que se redujo para este proyecto por la pandemia.

Trabajo futuro

C. albicans no se encuentra de manera aislada en cavidad oral por lo que es de
suma importancia en trabajos futuros realizar un estudio en biopeliculas para
determinar qué concentraciones de nanoparticulas de sulfuro de plata son viables.
Realizar pruebas mas especificas como por ejemplo colocar marcadores para poder
observar en donde es que se encuentra la nanoparticula en cada parte del ciclo
celular; seria de gran utilidad para profundizar en los mecanismos de accion, asi
como para conocer mas de los efectos del sulfuro de plata con otros
microorganismos y su comportamiento aplicado en materiales dentales.

Evaluar el efecto antifungico de las nanoparticulas de sulfuro de plata en un
acondicionador de tejidos.

Plantear un sistema de cultivo combinado de fibroblastos y C. albicans.
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ANEXOS

1. Articulos en proceso

Terapia antifiingica en acondicionadores de tejidos para protesis dentales: Revision
sistematica
Antifungal therapy in soft liners for dentures: A systematic review
Edna Pamela Vilchis-Valadez,! Andrea Lucia Macias-Jacobo,? Alonso Alejandro Mariaud-
Landa,? Laura Susana Acosta-Torres,’ Genoveva Hernandez-Padrén,* Ma. Concepcion

Arenas-Arrocena®*

! Maestria en Ciencias Médicas, Odontolégicas y de la Salud, Escuela Nacional de Estudios
Superiores Unidad Le6n, Universidad Nacional Autonoma de México, UNAM, Ledn
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Universidad Nacional Autonoma de México, UNAM, Le6n Guanajuato, México.
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Nacional de Estudios Superiores Unidad Leon, Universidad Nacional Auténoma de México,
UNAM, Le6n Guanajuato, México.
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Universidad Nacional Auténoma de México, UNAM, Juriquilla, Querétaro, México.

Corresponding author:

* Ma. Concepcion Arenas-Arrocena, e-mail: carenas@enes.unam.mx

Resumen

Los acondicionadores de tejidos se usan de manera constante en pacientes con
mucosas atrofiadas para limitar el efecto traumatico de las protesis removibles totales,
proporcionando un efecto de amortiguacion y distribuyendo las cargas de la masticacion
durante el movimiento. En la actualidad, existen diversos informes que sugieren que la
mayoria de los pacientes que usan protesis removibles totales pueden sufrir estomatitis
protésica causada por Candida albicans, lo cual incrementa cuando se utiliza un

acondicionador de tejidos por la estructura fisica del material que actiia como reservorio de
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2. Publicacion de un articulo de revision

ARTICULOS DE REVISION wwwmundonano.unam.mx | Mundo Nano
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Biocompatibilidad y actividad microbiana de sulfuro
de plata nanoestructurado para aplicacion en
biomateriales: revision sistematica’®

Biocompatibility and microbial activity of
silver sulfide nanostructured for application in
biomaterials: a systematic review

Aimee Marlene Mendoza Avilés,* Mercedes Guadalupe Mendoza Ornelas,*
Lilia Michelle Andrade Martinez,* Héctor Javier Miranda Fernandez,*

Sayra Susana Mares Muiioz,* Edna Pamela Vilchis Valadez,** Jesis Enrique
Castaieda Cisneros,*** Maria Concepcion Arenas-Arrocena’

ABSTRACT: We are currently facing a difficult outlook due to the marked antibiotic resistance to
existing antimicrobial agents. Microbial infections represent an important clinical threat, which
is why it is necessary to look for alternatives for new agents, carrying out tests for microbial
sensitivity and biocompatibility. The aim of this review is to do a systematic search about the
microbial activity and the biocompatibility of silver sulfide nanostructured for biomaterial ap-
plications. The search was carried out in October 2020 in the ScienceDirect, Web of science y
PubMed databases by using the keywords, biocompatibility, cell viability, antimicrobial activity
or antifungal effect. The PRISMA recommendations for systematic reviews were used. From thir-
teen full-text articles included about in vitro or in vivo studies shown that silver sulfide nano-
structures inhibited Gram (+) and Gram (-) microorganisms such as, S. aureus and E. coli, respec-
tively, regardless of size of nanoparticles. Quantum dots smaller than 5 nm of silver sulfide
presented over 65% cell viability with fibroblasts or human cells. It is concluded that the antimi-
crobial activity and cell viability exhibited by the silver sulfide nanostructures do not show a
dependence with size and concentration, but it could be used in biomaterials.

KEYWORDS: biocompatibility, metallic chalcogenide, microbial inhibition, silver sulfide.

RESUMEN: Actualmente nos enfrentamos a un panorama dificil por la marcada resistencia anti-
biotica a los agentes antimicrobianos existentes. Las infecciones microbianas representan una
importante amenaza clinica por lo que es necesario buscar alternativas de nuevos agentes, rea-
lizando pruebas de sensibilidad microbiana y de biocompatibilidad. El objetivo de esta revision
es realizar una bisqueda sistematica sobre la actividad microbiana y la biocompatibilidad de
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