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1. INTRODUCCION

Uno de los principales problemas que presenta la poblacion con necesidades protésicas es el uso
y mantenimiento que se les da a las resinas acrilicas a base de polimetilmetacrilato (PMMA), los
cambios bajo los que estd sometido dicho material en cavidad oral, provocan la formacion del
medio adecuado para el crecimiento de cepas bacterianas causantes de enfermedades como caries

dental, gingivitis, y periodontitis.

Khan (1982), en un estudio demostr6 que una de las formas de contaminacion en prétesis depende
de la higiene o la falta de ella por parte de los pacientes, donde las bacterias que predominaron
fueron Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans, siendo

la Gltima bacteria causante de la estomatitis protésica.*

Con la aparicion de nuevas tecnologias se han podido crear diferentes tipos de biomateriales
dentales, quienes a su vez de la mano de la nanotecnologia a base de O0xidos metélicos han
potencializando sus propiedades antibacterianas, al igual que usos médicos, diagndsticos,
terapéuticos, farmacologicos y bactericidas. El efecto antibacteriano de nanoparticulas de oxidos
metalicos a base de magnesio ha demostrado propiedades efectivas contra una amplia gama de
microorganismos bucales, para quienes el mecanismo de accion antibacteriano se debe al tamarfio

de las nanoparticulas y la cantidad de dosis de las mismas dentro de PMMA. 2

Las aplicaciones de nanoparticulas en el campo dental son posibles, los materiales se pueden
utilizar como antisépticos preventivos de enfermedades bucales y biomateriales dentales para

mejorar sus propiedades en calidad de los tratamientos.

En este trabajo, se presenta el desarrollo de nanocomposito basado en polimetilmetacrilato,
especificamente en Resinas acrilicas autopolimerizables y nanoparticulas de 6xido de magnesio
obtenidas por el método mecanoquimico para evaluar su actividad antibacteriana contra

Streptococcus mutans, bacteria involucrada en la formacién de caries dental.



MARCO TEORICO
2.1 BIOMATERIALES DE USO DENTAL

Los biomateriales dentales son materiales aplicados en el campo de la odontologia con la
capacidad de mejorar el desempefio, calidad y funciones en Organos dentarios y tejidos
circundantes. En la odontologia moderna se ha hecho de suma importancia el término de invasion
minima, ya que el esmalte es el Unico tejido que no se puede regenerar, por lo que, los
biomateriales dentales se concentran en la conservacion, la prevencion y la rehabilitacion en el

campo de la odontologia *

La importancia de los biomateriales dentales ha ido en aumento, su importancia se comenzo a
destacar décadas atrés, cuando los investigadores solo buscaban resultados de laboratorio y no
resultados clinicos.* Fue hasta el afio de 1950 donde grandes investigadores y pensadores como
Black dieron el inicio de esta vision futurista. Esta vision futurista incrementd cambios
importantes dentro de los biomateriales dentales donde surgen numerosas consideraciones,
indicando que son materia que hay que analizar, estudiar y utilizar frente a un tejido biologico y

no solo cémo materia fisica.

Entrando en contexto, la elaboracion e implementacion de nuevas formulas ha resultado tener
mucho éxito en biomateriales coémo lo son las resinas acrilicas que en este caso es el area de estudio

de la presente investigacion.

Al pasar los afos, los componentes para la elaboracion de las proétesis dentales han evolucionado
e ido cambiando fructiferamente, tanto estéticamente como funcionalmente; en algunos tipos de
protesis se ha sustituido las bases metalicas a unas totalmente libres de metal, verbigracia, el

zirconio, un material con alta demanda actualmente por sus grandes propiedades.

El desarrollo de la fabricacion de resinas acrilicas tiene que cumplir ciertos protocolos de limpieza
y organizacion; con el paso del tiempo ha ido mejorando la confeccién de las protesis,
considerando imperfecciones, y errores propios del material, cuestiones qué también dependen de
las marcas que se utilicen y la colaboracion del paciente para su mantenimiento; ya que todo tipo
de protesis ya sea fija, removible o total entra en contacto con la mucosa bucal de la persona y por

ende a la microbiota oral. °



2.2- NORMAS Y CONTROL DE CALIDAD DE USO DENTAL

Son especificaciones necesarias creadas por organismos nacionales e internacionales para la
obtencion de materiales de calidad, que sean 6ptimos y seguros antes de su comercializacion. Los
biomateriales dentales obtienen una clasificacion de acuerdo a su finalidad (operatoria, protesis,
endodoncia, periodoncia, ortodoncia, cirugia y prevencion) y a el tejido con el que van a entrar en
contacto, ya sea mucosa, tejido dentario (esmalte, dentina, cemento y pulpa) hueso y tejido

subcutaneo ©.

Las resinas acrilicas a base de PMMA han tenido un gran impacto en el campo de la odontologia
debido a su facil manipulacion, su accesibilidad y ventajas de uso. Estos polimeros deben cumplir
con ciertas especificaciones dadas por los organismos de control de calidad. por ejemplo, la
especificacion num. 12 de la ADA (Asociacion Dental Americana) estipula que este material debe
de cumplir con ciertas flexiones maximas. * Como lo es la resistencia a la flexion, que se refiere a
la deformacion que una fuerza ejerce sobre un objeto; sometiendo a una muestra a una carga de
desviacion transversal en un grado especifico. Asimismo, tanto la ADA como la 1SO
(Organizacion Internacional de Normalizacion) estipula ciertos pardmetros y requerimientos de
propiedades que debe cumplir el producto. & Absorcion (sin rebasar el limite de 32 pug/mmd,
solubilidad (8.0 pg/mm?), resistencia a la flexion (con un minimo de 60 MPa), modulo de flexion

(1500 MPa) y el monomero residual con un limite maximo de 4.5% en peso.
2.3 RESINAS ACRILICAS

Son materiales poliméricos que estan hechos por una base de PMMA (Polimetacrilato) que
consiste en la formacion de la union de enlaces covalentes por las moléculas de dicha base (meros).
Son materiales muy utilizados hoy en dia en la restauracion debido a su buena capacidad de
manipulacion, su costo y que brinda una buena biocompatibilidad en los tejidos a comparacion

con otro tipo de materiales ya antes usados. °

Su polimerizacién o preparacion puede llevarse a cabo por reacciones diferentes, como lo pueden
ser quimicas, por adicion térmica o adicion por luz. Esto hace que se clasifiquen por activacién

quimica, térmica y fotopolimerizable. °



2.3.1 GENERALIDADES

Durante las décadas de los afios 30-40 del siglo XX, comenzé la introduccion de las resinas
acrilicas en el campo de la odontologia. Las resinas acrilicas son un grupo de polimeros
termoplasticos que suelen derivarse de los mondmeros de acrilato, del &cido acrilico o del &cido
metacrilico. Este material consiste en una presentacion de polvo y liquido que requiere una

dosificacion 3:1 para un uso adecuado.

Para obtener la reaccion de polimerizacion, el metacrilato cumple la funcion en el monémero junto
con el polvo o polimero. Existen ciertos elementos que son la clave para determinar la resistencia
en cada tipo de resina, ya sea su composicion, su proceso de preparacion y el fin de su uso. A
diferencia de las resinas termocurables, el tiempo de preparacion de las autocurables es menor
haciendo que el tamario de las particulas sea menor, las propiedades mecanicas sean ain mas bajas

debido a las fuerzas de cargas ejercidas sobre estas. 1?

Las resinas acrilicas termofijas se utilizan en la elaboracion de dientes provisionales (protesis),
dientes fracturados o dafiados, protesis provisionales, correccion de malas posiciones dentarias y

actualmente son el componente principal en la ortodoncia invisible.

Al mezclar los componentes, la masa resultante pasa por 5 etapas:
Arenosa: La consistencia de la mezcla es “granulosa" o “aspera”, en esta etapa, las esferas del

polimero pueden permanecer inalteradas.

Filamentosa: Al tacto la mezcla es pegajosa. Algunas cadenas de polimero son dispersadas en el

monomero. Existen algunas cadenas de polimero que aumentan la viscosidad.

Plastica: En esta etapa es cuando se debe manipular el material para darle uso o forma.
Dependiendo de la formulacion, la resina llega a este punto en menos de 10 minutos. Hay una

gran cantidad de polimeros no disueltos

Elastica: La masa rebota cuando se comprime o estira. No puede ser moldeada por técnicas de
compresion. EI monémero es disipado por evaporacion, el resto penetra dentro de las esferas de

polimero.

Rigida: Luego de cierto tiempo el material empieza a endurecer. Se ha evaporado todo el

monomero libre. La mezcla esta seca y resiste deformacion mecénica.*®



2.3.2 PROPIEDADES

El polimero debe cumplir con ciertas funciones coémo son: una buena resistencia a fracturas,
desgastes, contracciones en la fase de polimerizacion, tiempo de trabajo, adecuada absorcion
acuosa, coeficiente de expansién térmica similar a la de la estructura dental, cierto limite de

radiopacidad, adhesion en tejidos duros y blandos. 4.

Los biomateriales para fabricar bases de protesis dentales deben cumplir con las siguientes
propiedades:

Fisicas:

Deben tener una apariencia similar a la de los tejidos blandos del medio oral, sobre todo en las
zonas visibles. EI polimero debe tener una temperatura de transicion vitrea (Tg) alta para evitar su
ablandamiento y distorsion durante su uso y limpieza. Si bien la temperatura normal en la boca es
32-37°C, el consumo de bebidas calientes (que alcanzan 70°C o mas) asi como la limpieza de la
protesis en agua caliente o incluso hirviendo, someten a estos materiales a temperaturas mayores.
También se requiere una buena estabilidad dimensional para que la dentadura no cambie su forma
con el tiempo por la liberacion de tensiones internas, expansion por la polaridad molecular, la

polimerizacion incompleta del material y la capacidad de absorcion de agua. 141516

Por otra parte, la densidad del material debe ser baja, para que la protesis sea ligera. Ademas, una
elevada conductividad térmica favorece una mucosa oral saludable del usuario y una respuesta
normal a estimulos de calor o frio. Por otra parte, es deseable que las resinas para bases de sean

radiopacas para poder realizar diagndésticos radiograficos

Una de las aplicaciones mas frecuentes de los polimeros en odontologia corresponde a la
fabricacion de las bases de prétesis removibles y fijas. También se utilizan en la fabricacion de
cubetas individuales, placas de ortodoncia, férulas de relajacién y quirdrgicas, obturadores para
fisuras y comunicaciones oronasales u orosinusales, dientes artificiales, etc.!’ La seleccion de los
biomateriales protésicos se basa principalmente en su disponibilidad, costo, cualidades estéticas y

procesabilidad.



Mecanicas:

Uno de los propositos generales por los cuales una protesis debe tener un médulo elastico, es
debido a las tensiones futuras que serdn generadas ya sea de forma voluntaria o involuntaria
durante la masticacién, y que estas no causen fracturas y malformaciones. Teniendo en cuenta
esto, se incluye otro factor importante Ilamada flexion. El limite de flexion nos ayuda a reducir las
sobrecargas provocadas por la fatiga, que es la acumulacién excesiva de tensiones y movimientos
que no cuenta con una adecuada flexion y limite de soporte (con sobrecargas de hasta 70 Kg/m2)
18, El material seleccionado para trabajar, debe ser quimicamente estable para las secreciones y
fluidos orales, por lo que no deberé absorber o adherir agua, saliva o cualquier otro liquido que

provoque alteraciones en el material utilizado. %%
Biologicas:

Para el curado de dicho material, estos no deben poseer particulas toxicas junto con la prevencion
del crecimiento bacteriano y fungico. Durante la fase de polimerizacion, donde el monémero de
metacrilato de metilo que contiene un iniciador, se va suspendiendo en forma de goteo. Para esta
parte del proceso, algunos fabricantes agregan almidon carboximetil celulosa como endurecedores
y estabilizantes asi el elevado cambio de temperatura que provoca la emulsion, produce la
descomposicion del iniciador (peroxido) y da pie al proceso de polimerizacién del metacrilato de

metilo que formara las esferas del PMMA. #

El material curado no debe ser irritante o toxico para el paciente y no debe permitir el crecimiento

de bacterias u hongos.

La mayoria de los polimeros se comercializan en dos componentes, un sélido en polvo y un
liquido. EI principal componente del sélido en polvo son esferas de polimetilmetacrilato con

diametros por encima de 100 pm. ??

Estas se producen por un proceso de polimerizacion en emulsion en el cual el monémero de
metacrilato de metilo, conteniendo un iniciador, se suspende en forma de gotas en agua. Se puede
adicionar almidon o carboximetil celulosa como endurecedores y estabilizantes, pero pueden

contaminar las esferas de polimero.
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La temperatura de la emulsion se eleva para producir la descomposicion del peréxido (iniciador)
y comenzar el proceso de polimerizacion del metacrilato de metilo para formar esferas de PMMA
las cuales, después de ser secadas, forman un polvo a temperatura ambiente. Al polvo, ademas del

peroxido sin reaccionar tras el proceso de polimerizacion del PMMA, se le afiade mas iniciador.
Dentro de sus principales caracteristicas biologicas debemos encontrar:

e Moderada contraccion por polimerizacion.

e [Escasa absorcion acuosa.

e Un coeficiente de expansion térmica similar a la de la estructura del diente.
e Resistencia a la fractura.

e Resistencia al desgaste

e Radiopacidad

e Posee una fuerza de adhesion a la dentina y al esmalte.

e Similitud cromética con la estructura dental.

e Facilidad de acabado y pulido

Biocompatibilidad

Dependiendo del tipo de polimerizacion, las resinas de PMMA pueden contener entre 0.1% y 5%

de monomero residual en su estructura.

11



2.3.3 CLASIFICACION DE LAS RESINAS ACRILICAS

El PMMA se puede obtener a partir de su mondmero mediante diferentes técnicas de
polimerizacion. EI mondémero se polimeriza utilizando los métodos comunes de iniciaciones

anidnicas y de radicales libres mediante técnicas.

Las resinas acrilicas a base de PMMA se pueden clasificar de acuerdo a su masa, solucion,

suspension y emulsion.

e Tipo I. Autopolimerizables por reaccion quimica
e Tipo Il. Termopolimerizables o termo procesables por prensado a calor humedo y
microondas

e Tipo Ill. Fotocurables o por luz UV

El Polimetilmetacrilato consta de una polimero (polvo) con un bajo peso molecular para su
solubilidad, y un liquido (metilo) a base de hidroquinonas que inhiben la polimerizacion
espontanea y que ademas sirve como un gran conservador para su almacenamiento; asi, en todas

sus presentaciones de venta. 2

2.4 NANORELLENOS UTILIZADOS EN RESINAS A BASE DE
POLIMETILMETACRILATO

Se han utilizado diferentes tipos de nanomateriales para mejorar las propiedades de las matrices
poliméricas. Segun su naturaleza, estos nanorellenos se pueden clasificar en tres grupos

principales:

1. Organicos, incluidos dendrimeros, micelas, liposomas, nanoparticulas (NP) poliméricas y
ferritina,;

2. Inorgénicas, incluidas NP metalicas (Ag, Au, Cu), NP de 6xido metalico (por ejemplo,
Fe304, ZnO, TiO,), hidroxiapatita (HA) y silice mesoporosa;

3. A base de carbono, incluidos fullerenos, puntos cuanticos, nanotubos de carbono, grafeno

y nanodiamantes.?

12



2.4.1 PROPIEDADES DE LOS COMPOSITOS CON NANOESTRUCTURAS
(NANOCOMPOSITOS)

Los nanocompositos son una nueva clase de materiales del orden de nanémetros, pueden ser
hibridos formados por una fase organica y otra inorganica, éstos ofrecen la obtencidn de una nueva
generacion de materiales nanoestructurados los cuales dan atractivas propiedades mecéanicas,

térmicas, dpticas y eléctricas con diversas aplicaciones.

Las nanoparticulas de 6xidos metalicos en general poseen propiedades electrénicas Unicas, debido
a sus dimensiones y a una superficie especifica, son candidatos ideales para interactuar con las
bacterias, es por ello por lo que se han convertido en una alternativa para combatir bacterias

resistentes a la accion de antibi6ticos. 228

Las nanoparticulas de 6xido de magnesio (MgO-NPs), tienen una alta estabilidad térmica, su
sintesis es de bajo costo y tienen un potencial considerable como agentes antibacterianos; asi como
pruebas positivas frente actividad antibacteriana, destacando su actividad contra cepas como: E.
coli, P. aeruginosa y S. aureus, en las que se demostro la eficacia antibacteriana de las
nanoparticulas a través del mecanismo de estres oxidativo y formacion de especies reactivas de
oxigeno lo que conduce a la muerte microbiana aguda. Con respecto a las bacterias bucales, hay
una similitud de patologias con las enfermedades periodontales y la biopelicula de cepas como
Porphyromonas, Prevotella y Fusobacterium, comensales orales y corporales como
Staphylococcus aureus que suelen ser mas resistentes a los dispositivos médicos y antibidticos;
Las propiedades antibacterianas informadas de las MgO-NP en todas las cepas de biopeliculas

orales se evaluaron para su uso potencial en aplicaciones dentales. 2

13



2.5 MICROBIOTA ORAL

El biofilm dental estd compuesto por alrededor de 400 especies, con los géneros representativos
Actinomyces , Capnocytophaga , Eikenella y Streptococcus y bacterias anaerobias fuertemente

involucradas con problemas dentales como caries o periodontitis. 22’

La palabra anaerobias significa "sin oxigeno”. El término tiene muchos usos dentro del area
médica. Las bacterias anaerobias son microorganismos que pueden sobrevivir y crecer en un
ambiente libre de oxigeno. Por ejemplo, puede crecer en tejido humano dafiado que no recibe
sangre rica en oxigeno. Estos tipos de bacterias causan infecciones como el tétanos y la gangrena.
Las infecciones por anaerobios generalmente resultan en abscesos y muerte del tejido. Muchas
bacterias anaerobias producen enzimas que destruyen los tejidos y pueden liberar endotoxinas y

exotoxinas patoldgicas en el proceso.?

Ademas de las bacterias, algunos protozoos y nematodos también son anaerobios. Las
enfermedades que causan la falta de oxigeno en el cuerpo pueden forzar al cuerpo a la actividad

anaerdébica.

La microbiologia oral es el estudio de los microorganismos de la cavidad oral (el microbioma) y
sus interacciones entre si o con el huésped. La boca humana proporciona un ambiente propicio
para el crecimiento de los microorganismos caracteristicos que alli existen. Proporciona una fuente

de agua y nutrientes, asi como temperaturas moderadas.?®

Los microorganismos que residen en la boca se adhieren a los dientes y las encias y resisten el
lavado mecanico desde la boca hasta el estomago. El &cido clorhidrico destruye los

microorganismos sensibles a los acidos.

Tal es el caso del principal microorganismo como agente etioldgico de la caries dental, S. mutans,
bacteria primaria en la formacion de biopelicula oral. Ademas de ser responsable de casos de
endocarditis infecciosa con un subconjunto de cepas indirectamente implicadas con la aparicion

de patologias extraorales adicionales.

14



El potencial cariogénico de S. mutans reside en tres causas principales:

e Sintetizacion de polimeros extracelulares de glucano a partir de sacarosa que ayudan en
la colonizacion permanente de superficies duras y en el desarrollo de la matriz polimérica
extracelular in situ

e Metabolizacion de carbohidratos en acidos organicos (acidogenicidad)

e Adaptacion bajo condiciones de pH écido. 2’

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La odontologia moderna se esfuerza constantemente por mejorar la calidad de los materiales y
tratamientos utilizados en la préactica clinica y preventiva con el objetivo de garantizar la salud
bucal de los pacientes. En este contexto, las resinas acrilicas desempefian un papel fundamental
en la fabricacion de protesis dentales y restauraciones temporales. Sin embargo, una limitacion
importante en el uso de estas resinas radica en la proliferacion de bacterias en la superficie de las
protesis y restauraciones, lo que puede llevar a la acumulacion de placa dental, infecciones orales
y otros problemas de salud bucal.

Las nanoparticulas de 6xido de magnesio (MgO-NPs) han surgido como una posible solucion a
este problema, ya que poseen propiedades antibacterianas en diversas especies de importancia
bucal. La incorporacion de MgO-NPs en resinas acrilicas podria brindar una nueva estrategia para
inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas en las restauraciones y protesis dentales,
contribuyendo asi a la prevencion de enfermedades orales

Por lo tanto, el presente trabajo se centra en abordar la siguiente interrogante:

¢Cual es el efecto antibacteriano in vitro de las resinas acrilicas con nanoparticulas de MgO
(nanoPMMA/MgO) en contra de S. mutans?

4. HIPOTESIS

Las resinas acrilicas con nanoparticulas de MgO inhibiran el crecimiento de S. mutans in vitro de
manera mas eficaz que las resinas acrilicas convencionales.
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5. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y caracterizar nano-PMMA/MgO vy determinar su actividad antibacteriana frente S.

mutans.
5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Sintetizar y caracterizar el nano-PMMA/MgO por difraccion de rayos X
-Evaluar el efecto antibacteriano del nanoPMMA/MgO en S. mutans.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Disefo de estudio:

Experimental, cuantitativo, prolectivo y transversal

6.2 Poblacion o muestra

Muestras de nano-PMMA/MgO y cepas bacterianas de Streptococcus mutans

6.3 Variables:
Variable Definicion Tipo de Escalade Operacionalizacion
variable medicién
nano- Material de  independiente = Cuantitativa porcentajes de
PMMA/MgO polimetilmet continua nanoparticulas (1, 3
acrilato con 5%)
nanoparticul
as de oxido
de
magnesio
Efecto Capacidad | dependiente Cuantitativa Conteo UFC y
antibacteriano de inhibir continua absorbancias de
crecimiento S. mutans
bacteriano
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6.4 Metodologia/Técnicas

6.4.1 Sintesis del nano-PMMA/MgO
La sintesis de MgO para la formacion de NPs se mide en 0.058g/mol en una concentracion
adecuada para su multiplicacion. La mezcla debe tener un tiempo de trabajo en mortero de agata
durante un lapso de media hora, 10 minutos de trabajo por tres tiempos. La mezcla se torna plastica
y dura, por lo que debe realizarse un constante barrido con espatula de Lecrdn recuperando toda

la mezcla.

Una vez que transcurrié el tiempo de manipulacion de las MgO-NPs se rescata todo el polvo y se
coloca en tubos de ensayo para después someterse a 800°C durante 2 horas.
Una vez que el polvo esté listo debe lavarse 3 veces con agua, y 3 veces con acetona, entre cada

lavado se centrifuga a 3000 rpm por 3 minutos.

Se deja secar un dia y después de recuperar el polvo se vuelve a calentar a 800°C durante 2 horas.
Posteriormente, se hizo una recoleccion de todas las nanoparticulas ya sintetizadas y se
comenzaron a incorporar a la resina acrilica en forma de pequefios discos o pastillas, en porcentajes
de 5%, 3%y 1%.

El porcentaje en miligramos (mg) se vaciaba en el mortero de agata, la mezcla se comenzaba
incorporando las nanoparticulas con el polimero hasta obtener una mezcla homogénea, y

enseguida se incorporaba el monoémero (mL) para comenzar la fase de polimerizacion.

En su fase plastica, se recupero6 la mezclay se coloco en una prensa de medida estandar y separador

a sus alrededores, para asi obtener la pastilla o la forma de disco.

Una vez obtenidos los discos, eran colocados y etiquetados como muestras para su esterilizacion

y pruebas de laboratorio.

6.4.2 Caracterizacion del PMMA/MgO
El nano-PMMA/MgO se caracterizd por difraccion de rayos X (XRD), esto con la finalidad de
saber si estaban presentes las nano-MgO en los diferentes porcentajes y compararlas con el PMMA

sin nano-MgO.
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6.4.3 Difraccion de rayos X (XRD)
Principio fisico: Es una técnica analitica primaria, no destructiva, utilizada para identificar las
fases de un material cristalino y propiedades estructurales como tamario de grano, dimensiones de
la celda unitaria, distancias interplanares, entre otras. La difraccion de rayos X se basa en la
interferencia constructiva de rayos X monocromaticos y una muestra cristalina, los rayos X son
generados por un tubo de rayos catddicos, filtrados para producir radiacion monocromatica y luz
colimada para concentrarse de esta forma se dirige el haz de rayos X hacia la muestra. El principio
se basa en medir los angulos de difraccion del rayo X que se producen por los diferentes planos
de la estructura del cristal, que genera un patrén caracteristico para cada tipo de sélido cristalino.
Procedimiento: Se utiliz6 un difractometro Rigaku Ultima IV (Cuk2 1.5406 A) con una medicion
de 5 a 35° y un tamafio de paso de 1° por minuto para el analisis de las muestras de nano-
PMMA/MgO, mismas que se introdujeron en el equipo. Los patrones de difraccion fueron
obtenidos y se analizaron tomando como referencia las cartas cristalograficas para encontrar a qué

fase corresponde del MgO vy sefiales del PMMA.

6.4.4 Evaluacion antibacterial del nano-PMMA/MgO

e Principios de condiciones de cultivo
Las cepas fueron cultivadas en agar soya tripticaseina (TSA) 40 g de en 1 L. de H>O destilada
UV/UF) fueron incubadas durante 72 Hrs. dentro de una camara de anaerobiosis con ambiente

80% N210% CO2y 10% H para la cepa de Streptococcus mutans.

e Procedimiento de las condiciones de cultivo
Las cepas se descongelaron de manera estéril en el cuarto de microbiologia. Con un mechero, un
asa bacterioldgica esterilizada en el fuego previamente, se realiz6 el sembrado en técnica de
estriado cruzado, se etiquetaron las cajas Petri para después llevarse a la camara de anaerobiosis
y a la incubadora en aerobiosis. Posterior al cultivo, se verificaron purezas de morfologia de
colonia con ayuda del microscopio 6ptico, seguido de un proceso de transferencia este proceso se
realizd por duplicado para garantizar la viabilidad y descartar la contaminacion del cultivo.
Posterior a 3 dias, el crecimiento del cultivo, fue recolectado y colocado en tubos falcon de 15mL
que contenian 10mL de caldo soya tripticaseina (TSB). Las células fueron resuspendidas para
lograr la densidad optica 1 (OD1) auna A = 600 nm, OD1 = 109 células, con absorbancia igual a
1. Una vez obtenida OD1, se realizaron diluciones hasta obtener la dilucion 103 la cual fue

empleada en el experimento. Las células de S. mutans fueron cultivadas en tubos Eppendorf de
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1.5 ml con 1 ml de caldo de cultivo marcado "Para OD1" 109 células (1,000,000,000). Se
dispersaron perfectamente las células, después de eso se debe pipetear 0.9 ml de caldo de cultivo
(TSB) a un tubo de 1.5 mL marcado "Dilucion 109" y 0.1mL de cepa OD1, y asi hasta llegar a la
concentracion 104 usando 1mL en 9mL de TSB para la dltima dilucion seriada 103.

e Procedimiento de la prueba de susceptibilidad bacteriana en caldo.
Se pipetearon 0.9 ml de caldo de cultivo (TSB) a un tubo de 1.5 mL marcado "Dilucién 109" y
0.1mL de cepa OD1, y asi hasta llegar a la concentracion 103. Usar 1mL en 9mL de TSB para la
ultima dilucion seriada 103.

Se usaron 2 placas Petri de 12 pozos marcadas con: caldo, bacteria y amoxicilina.

Colocando en la placa 1 cada concentracion de MgO-Poli a 5%, 3%, 1% de NPs y control de
MgO-PMMA (Fila A-C Pozos 1 concentracion de NPs a 5%), (Fila A-C Pozos 2 concentracion
de NPs a 3%), (Fila A-C Pozos 3 concentracion de NPs a 1%) y (Fila A-C Pozos 4 control sin

NPs) a los cuales se les colocaran 600 pL de cepa en cada sistema.

@
5% 3% 1% Control
®

5% 3% 1% Control
c K @ ®
5% 3% 1% Control

Figura 1. Esquema general de la posicion de las respectivas dispersiones los discos de Polimetilmetacrilato
a las concentraciones de 5%, 3%, 1% y control sin NPs a 600 pL de cepa para cada uno los sistemas de
NPs, y la dilucion respectiva de bacteria.
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Bacteria 200

KL + Amoxicilina

Bacteria 400
118

Placa 2 200 pL

Caldo 600 pL

Caldo 600 pL cpP Amox

Caldo 600 pL cP Amox

Figura 2. Mientras en la placa 2 se pipetearon 600 uL (Fila 1 A-C), 600 pL de cepa a los pozos de control
positivo (Fila 3 A-C) y 300 uL de la solucion de amoxicilina mas 300 pL de cepa (1mg/mL) acompafiados
de un disco de control de polimetilmetacrilato sin NPs. (Fila 4 A-C).

e Procedimiento de la prueba de susceptibilidad bacteriana en caldo.
Después de transcurrir las 24 horas de incubacion en cdmara de anaerobiosis sobre la plataforma
de agitacion, retiramos el supernadante y realizamos un lavado con caldo (TSB) estéril. Pasamos
a un nuevo pozo y se sonico la superficie con 1000 uL de caldo estéril durante 5 segundos.
Se colocaron 100ul de cada una de las dispersiones de cada sistema de NPs, obtenidas de las

diluciones seriadas de la placa 1 y 2 a una placa de 96 pozos para su medicion.
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6.5 RECURSOS

e 6.5.1 Materiales
Materiales de nanoparticulas: Hidroxido de magnesio tetrahidratado, Mg(OH) 2 -4H 2 O (98 %)
y acetona CO(CH 3 ) 2 (99,5 %) se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.).
Todos los elementos se utilizaron sin preparacion adicional. Se ha utilizado agua ultrapura (ddH
2 O, 18 MQ/cm) obtenida de un sistema de desionizacion Barnstead E-pure.
Materiales de PMMA: Acrilico dental rdpido marca Nic Tone tono R2V y Mondmero Acrilico
Nic Tone 250 mL.
Las especies bacterianas aplicadas se adquirieron de la American Type Culture Collection
(Rockville, MD, EE. UU.) a partir de stocks liofilizados. La prueba de susceptibilidad
antibacteriana se realiz6 en un sistema de gestion de calidad certificado 1SO: 9001:2015 del
Laboratorio de Genética Molecular, en la Facultad de Odontologia de la UNAM.

e 6.5.2 Humanos
Méndez Lopez Madeline Natalia, Morales Maciel Jack Mayer Alumnos egresados de la Facultad

de Estudios Superiores Zaragoza. Dr. Vega Jiménez Alejandro Luis.

e 6.5.3 Financieros
Aportados por la Facultad de Odontologia, Division de Estudios de Posgrado e Investigacion
UNAM de los proyectos DGAPA — PAPIIT - UNAM (1A104823 y 1A203622) y de los
Laboratorios de Bioingenieria de Tejidos, de Genética Molecular con Sistema de Gestion
Certificado 1S0:9001:2015 y al Grupo de Sistemas hibridos y nanoespectroscopia del Instituto de
Ciencias Aplicadas y Tecnologias (ICAT-UNAM)
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6.6 ANALISIS DE LOS RESULTADOS.

Cada ensayo triplicado se promedi6 y los resultados de los datos se compararon para cada control
positivo de bacterias con la prueba t de Student (IC al 95%) en el software SPSS. Para
estadisticas estrictas de los resultados, el andlisis se ajusté con comparaciones multiples de
la siguiente manera, descrita en la formulapde 0.05=1-(1-k) 3 [ 27], k=usando el valor
p individual de 0.0168. Se utilizé un contador de colonias y un microscopio estereoscopico
para cada muestra de recultivo en TSA enriquecido para la prueba de viabilidad por UFC
(Fisherbrand™). La interpretacion de la sensibilidad bacteriostatica por concentracién
minima inhibitoria (MIC) se determiné mediante el conteo de colonias visibles; la
concentracion bactericida minima (MBC) se inform6 cuando no hubo crecimiento, con UFC
= 0 y las evaluaciones de resistencia se informaron como UFC = + (crecimiento positivo e

incontable) o como inhibicién no visible como se informé anteriormente.
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7. RESULTADOS

7.1 Sintesis y caracterizacion de nano-PMMA/MgO

Se obtuvieron nanoestructuras de MgO (hano-MgO) por medio de la mecanosintesis con un
tamarfio de particula promedio de 21 nm y de forma poliédrica (2). Estas nano-MgO se afiadieron
al PMMA caracterizdndose por medio de difraccion de rayos X (XRD). Los resultados indican la
presencia de las nano-PMMA dentro de la estructura del PMMA tal y como se indica en la figura
3. Los patrones de difraccion de las nano-MgO pueden observar, en color azul y rojo dentro el
patron del PMMA comparandola con la intensidad del patron de difraccion de la muestra del
PMMA sin nano-MgO. Los picos de nano-MgO coincidieron con lo reportado para el MgO
(tarjetas de PDF 01-085-5619 y 01-085-5624).

1 1 -
O 00000000 I OO M OO RO OO0 0T OO MO T U TEE T e 1 - 000 000000000 1000000000000 0 0000000 RO 00 RSO0 00O O 0 0w o mo
I 1 I I | I |
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4000 4500 8000 580 500 7000 7SO0 800 0 s P! 300 000 00 4000 4500 S0 8 & K 750
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¢
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Figura 3. Patron de difraccion de las muestras de nano-PMMA/MgO a) nano-PMMA/MgO-1% b)
PMMA/MgO-5% c) nano-PMMA/MgO-1% d) PMMA.
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7.2 Evaluacion antibacterial del nano-PMMA/MgO

Los resultados con respecto a las OD de cada grupo, fueron promediados por triplicado y
comparados en par con respecto al promedio de los controles positivos, por cepa individual, por
medio de la prueba estadistica paramétrica T de Student, con paquete estadistico SPSS y ajuste de
comparaciones mdaltiples por triplicado, con ICC al 95%. La corroboracion viabilidad por conteo
de Unidades Formadoras de Colonia, fue realizada de manera visual. Todos los datos tanto de OD
como de CFU’s fueron capturados en una base de datos en Excel dénde se graficaron las medias
el error estandar de la media de cada ensayo y se colocaron las significancias obtenidas.

Adicionalmente, para la recuperacion de UFC, los resultados obtenidos se interpretaron como
porcentaje de Inhibicion bacteriana con respecto a la OD del control positivo de crecimiento y de
cada ensayo evaluado. El crecimiento positivo no contable de las CFU’s se reporté como (+) y el

crecimiento negativo como (-).

Streptococcus C+vs. % Amoxi vs. %

mutans OD595 IB% T - 5t.(P) T - 5t.(P) CFUs

Control (+) 0.204 0 - 0.010 (+)

Amoxicilin 0.030 31 0.0101 - (-)

PMMA 0.030 11 0.0767 0.0197 (+)

5% 0.097 30 0.0474 0.6676 (+)

3% 0.058 28 0.0564 0.1540 (+)

0.173 25 0.0874 0.0568 (+)

1%

24



nano-PMMA/MgO Controles
3% 1% Positivo

Negativo

Figura 4. Para la recuperaciéon de Unidades Formadoras de Colonia, los resultados obtenidos se
interpretaron como porcentaje de Inhibicion bacteriana con respecto a la OD del control positivo de
crecimiento y de cada ensayo evaluado. El crecimiento no contable de las UFC’s se reporté como (+) y el
crecimiento bacteriano sin NPs de MgO como (-).

MgO 5%, 3%, 1% PMMA (OD595nm)

H5% 3% 1% PMMA CP B Amoxicilina

Figura 5. Resultados cuantificados y graficados de los coagregados de nanoPMMA/NPs, con
comparacion a PMMA, control positivo (Amoxicilina) y control negativo (solo medio de cultivo).
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Por medio de las pruebas realizadas y con la comparacion de resultados se indican que con la
incorporacion de las NPs de MgO, el PMMA adquiere propiedades antibacterianas; ya que, en
distintos porcentajes (5,3, y 1%), al entrar en contacto con S. mutans, presenta una disminucion
en su viabilidad, compardndolo con la amoxicilina (control +). Se observé que prevalecié un
comportamiento similar entre los porcentajes agregados a comparacion de la inhibicion por parte
de la amoxicilina. Al observar la gréfica, se puede determinar que las nanoparticulas ejercen

propiedades antibacterianas en el PMMA.

La mayor sensibilidad de las MgO-NP a la concentracion méaxima evaluada, se presentd en las
cepas resistentes de S. mutans. Donde segun las evaluaciones basadas en UFC de amoxicilina
UFC=0.0101 (5% nano PMMA/MgO) generd una disminucion considerable de UFC=0.0474,
mientras que en comparacion con PMMA UFC=0.0767, (3% nanoPMMA /MgO UFC=0.0564)
(1% nanoPMMA/MgO UFC 0.0874) presentd una menor sensibilidad bacteriostatica, esto
demuestra que a un mayor porcentaje de agregado (5%) de nanoPMMA/MgO existe una mejor

respuesta antibacteriana.

26



8. DISCUSION

Las MgO-NPs utilizadas en este estudio presentan una estructura cristalina cubica y fueron
sintetizadas por un proceso mecanoquimico a base de hidroxido de magnesio; estas NPs son
resultado de una metodologia empleada en trabajos previos.? Las MgO-NPs por si mismas, han
demostrado buenas propiedades antibacterianas contra bacterias cariogénicas, como S. mutans,
contra bacterias periodontopatogenas o colonizadoras posteriores, y contra S. aureus, una de las
cepas de biopeliculas resistentes de los dispositivos medicos. e infecciones comensales en
periimplantitis. Se ha reportado que las MgO-NPs tienen un efecto antibacteriano frente a bacterias

cariogénicas como S. mutans y S. sanguis 22°3°,

Por otro lado, la sintesis del nano-PMMA/MgO es una metodologia sencilla y que puede
compararse con otros materiales reportados previamente *°. Con respecto a la caracterizacion del
nano-PMMA/MgO, XRD demostraron que los patrones de difraccion del nano-PMMA/MgO
coinciden con investigaciones recientes, sin embargo, estos estudios agregan otros elementos
como silice e hidroxiapatita. Se menciona también el tamafio de los cristalitos de las NPs era menor
después de mezclarlos y, en consecuencia, se obtuvo una mejor dispersion y homogeneidad con
la mezcla de NP con polvo de PMMA?®3, Sin embargo, esto no se pudo demostrar en nuestro

estudio, por lo que seria interesante explorar esta informacion.

Con respecto a las diferentes concentraciones de 1%, 3% y 5% es importante mencionar que
ningun otro componente fue agregado en el nanoPMMA/MgO para determianr si el efecto
antibacteriano dependia o0 no de las NPs de MgO. Los resultados de la cepa cariogénica de S.
mutans muestran una disminucion considerable al uso de NPs de MgO debido a su efecto
antibacteriano ?; un efecto antibacteriano (bacteriostatico) también se observd cuando fueron
incorporadas estas NPs al PMMA y este material presenta propiedades antibacterianas en todas

las concentraciones, pero aun mas al 5%.

Una sugerencia va encaminada a realizar mas pruebas en las cuales el porcentaje de MgO-NPs sea
mayor para lograr un mejor efecto antibacteriano y aumentar las propiedades antibacterianas del
PMMA. Sin embargo, habria que tomar en cuenta que el agregar mas porcentaje de NPs de MgO
podria influenciar en las propiedades mecanicas del PMMA, como se establece en reportes

previos.*
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9. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

En el marco de la presente investigacion sobre el desarrollo de un nanocompuesto basado en
polimetilmetacrilato y nanoparticulas de 6xido de magnesio (nano-PMMA/MgO) obtenidas
mediante el método mecanoquimico, se ha explorado la viabilidad de esta nueva formulacion
como agente antibacteriano contra Streptococcus mutans, una bacteria fundamentalmente

asociada con la caries dental.

Los resultados obtenidos a lo largo de este estudio respaldan la hipétesis inicial de que la
incorporacion de nanoparticulas de MgO al PMMA potencia significativamente la actividad
antibacteriana del material. Las pruebas de actividad antibacteriana revelaron un efecto
bacteriostatico de Streptococcus mutans en presencia del nanocompuesto, sugiriendo un potencial

prometedor para su aplicacion en la salud bucal.

La caracterizacion del nano-PMMA/MgO mediante difraccion de rayos X (XRD) confirmo la
presencia de las nanoparticulas de MgO en la matriz de PMMA, proporcionando bases para
empezar a estudiar la interaccion entre los componentes y su impacto en las propiedades

antibacterianas.

Es imperativo destacar que el enfoque mecanoquimico para la obtencion de las nanoparticulas de
MgO no solo se revel6 como eficaz, sino también como una alternativa viable y sostenible. Este
método no solo garantiza la homogeneidad en la distribucion de las nanoparticulas, sino que
también minimiza la generacién de residuos, promoviendo asi una perspectiva ecoamigable en la

sintesis de materiales antimicrobianos.

Sin embargo, se requiere una investigacion adicional para comprender los mecanismos
subyacentes de la actividad antibacteriana y para evaluar la biocompatibilidad del nano-
PMMA/MgO en entornos clinicos. La extrapolacién de estos hallazgos podria representar un
avance significativo en la prevencion y tratamiento de la caries dental, pero la transicion a

aplicaciones practicas debe abordarse con precaucién y mediante ensayos clinicos.

Finalmente, este trabajo contribuye al conocimiento sobre nanomateriales antimicrobianos y a la
interseccion entre la nanotecnologia y la odontologia con el potencial de transformar y mejorar la

practica clinica y calidad de los tratamientos con biomateriales de mejor calidad.
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