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Resumen

Los acrilicos dentales tienen diversos usos en odontologia, en particular el
poli (metacrilato de metilo) (PMMA) que se usa en la elaboracion de protesis
dentales. El uso de la protesis, al estar en contacto con la saliva, esta asociado a
la Estomatitis Subprotésica (ESP) cuyo principal factor etiolégico es C. albicans,
que se adhiere a la superficie porosa del acrilico (cara interna de la protesis). Para
prevenir esta adherencia, una opcion es la incorporacion de compuestos
antifungicos al PMMA. Por otro lado, el quitosano es un biopolimero que ha
demostrado propiedades antifungicas y antiadherentes especificamente contra C.
albicans. En el presente estudio se demostrd, la capacidad antifungica del
quitosano, a través de ensayos de minima concentracion inhibitoria (MCI) y en
combinacion, a diferentes concentraciones (2,5%, 5% y 10%) con el PMMA. Asi
mismo, se realizaron ensayos mecanicos de tensidn, compresion y flexion.
Resultados: en los ensayos de MIC se demostro actividad a una concentracion de
500 mg/L. En los ensayos de adherencia, se encontré que en el grupo de PMMA
presenté mayor promedio de células adheridas x campo (4.82) mientras que
PMMA + 2.5% quitosano (0.32); PMMA + 5% quitosano (0.77); PMMA + 10%
(2.42). Por otro lado, en los ensayos mecanicos de tension y compresion se
observo que no existio diferencia estadisticamente significativa entre el PMMA y
las diferentes concentraciones; sin embargo, en la prueba de flexion, existio una
diferencia significativa entre el grupo de PMMA vy las diferentes formulaciones

(p<0.05), presentando estas un modulo mas alto.

vii



I Introduccioén

La odontologia actual va dirigida a restablecer la morfologia, funcion,
comodidad, estética, habla y salud del sistema estomatognatico,
independientemente del grado de atrofia o lesion del mismo, siendo la pérdida de
los 6rganos dentarios (OD) la principal causa de ésta, pudiendo alterar no sélo al
sistema estomatognatico, sino la salud en general (1).

Los OD se pierden por multiples razones, siendo la caries, la enfermedad
periodontal y los traumatismos las principales (2,3). Dicha pérdida puede
ocasionar no solamente problemas fisiologicos y nutricionales, sino también

emocionales y psicosociales, motivo por el cual es importante rehabilitarlos (4-6).

Existen diversas opciones para reemplazar los OD reconocidas como
terapia dental aceptada y dependen de las circunstancias particulares de cada
paciente (Figura 1). Estas incluyen:

| Dentaduras parciales removibles: Son aquellas que estan soportadas por la
mucosa que reviste al hueso posterior a una extraccion y los OD restantes.

Il Puentes dentosoportados: En estos, los dientes proximos al espacio edéntulo
son preparados anatomicamente para recibir una prétesis que sustituye a los
dientes faltantes.

lIl Prétesis implantosoportada: En este caso, la protesis es soportada mediante
implantes dentales oseointegrados previamente colocados en los procesos 0seo

edéntulo sustituyendo los OD perdidos (2).



Figura 1. Opciones protésicas. a. Protesis parciales removibles (3); b. Puente
dentosoportado; c. Prétesis implantosoportada (b y c¢, cortesia del
M.O.R. Rubén Cardenas Vermont).

A pesar de los avances en tratamientos implantosoportados, actualmente
las protesis parciales removibles (PPR’s) son altamente demandadas por los
pacientes, principalmente por indicaciones terapéuticas, motivos econdémicos o
coémo protesis provisionales (4,5). El propdsito principal de las PPR’s, es la
conservacion de los OD remanentes y de los tejidos de soporte; el propdsito
secundario es sustituir los perdidos. Otras funciones incluyen a la estética,

fonacién y masticacion (inicio de la digestion) (6).

Las PPR’s son generalmente elaboradas con PMMA, son biocompatibles,
estéticas, economicas, facil de manipular y de baja toxicidad (10-11). Sin embargo,
pueden causar irritacion a los tejidos, debido al mondmero residual, el desajuste
que se produce con el tiempo debido a la reabsorcidn 6sea, la porosidad que
permite alojamiento microbiano, la contraccion del material en el curado y la

tendencia a absorber agua mediante el proceso de embeber (7).



Las dentaduras de PMMA, tienen en la superficie caracteristicas de
porosidad y aspereza inherentes, a veces agravadas por la mala manipulacién en
la fabricacién, lo que favorece la retencion mecanica de la placa dentobacteriana.
La retencion de la placa dentobacteriana en la protesis contribuye a la adherencia,
siendo esta el primer paso para la colonizacion vy proliferacion de
microorganismos, dentro de los cuales Candida albicans es el que se aisla con
mayor frecuencia. Este es un hongo microscépico, patégeno y oportunista,
causante de procesos infecciosos importantes en la cavidad bucal, como la
estomatitis subprotésica (ESP) denominada como la forma clinica de la infeccién

por C. albicans en pacientes portadores de proétesis (8).

La terapia comun utilizada consiste en el uso de antifungicos topicos, que
pueden causar efectos secundarios como resistencia microbiana y en algunos
casos recidiva de la enfermedad, ya que la protesis dental funciona como
reservorio microbiano. Por esta razon, se han buscado terapias alternativas, como
el uso de colutorios, soluciones desinfectantes, modificaciones de la composicion

del PMMA o la aplicacién de barnices (8,9).

Por otro lado, el quitosano ha demostrado actividad antifungica. Se obtiene
de la desacetilacion de quitina, es biocompatible, es facilmente degradado por el
organismo y posee propiedades mucoadhesivas, por lo que tiene varias
aplicaciones en el area médica (como vehiculo en sistemas de liberacion de

farmacos, en la medicina regenerativa y en la aplicacion de vacunas) (9).



I Antecedentes

1.1 El PMMA en la odontologia

El estudio de los materiales dentales, es una rama de la ciencia
odontoldgica que analiza las propiedades fundamentales de los materiales para el
uso bucal, desde el punto de vista fisicoquimico, mecanico y biolégico, asi como la
correcta manipulacién. Historicamente, el conocimiento de los biomateriales
dentales abarca tres periodos: antiguo, 6.000 afios A.C. en mesopotamia el uso
empirico de los materiales; el moderno, hasta aproximadamente 1728, cuando
Pierre Fouchard la define como una profesion independiente (conocimientos
técnicos); y finalmente el contemporaneo, de conocimientos cientificos, donde es

necesario controlar la calidad definiendo reglas y propiedades (14).

Un material ampliamente utilizado en odontologia es la resina acrilica, de
las cuales las mas utilizadas son las derivadas del acido acrilico y del acido
metacrilico. A partir de los ésteres obtenidos de estos acidos, al unirlos con
diferentes radicales (metilo, etilo, fenilo), se obtienen los mondémeros de dichas
resinas (acrilato de metilo y metacrilato de metilo) (7).

El PMMA es un material termoplastico transparente que fue descubierto en
1930 por los quimicos britanicos Rowland Hill y John Crawford. La primera
aplicacidon importante fue durante la segunda guerra mundial, en las ventanas de
los aviones y marquesinas para las torretas de armas. Por otro lado, fueron

introducidas como materiales de base para dentaduras en 1936 (10) .

Las resinas acrilicas que se usan como base para dentaduras pueden
clasificarse de acuerdo con el tipo de curado (11):
* autocurado,

e termocurado,



* fotocurado.

Los polimeros que se utilizan como base para dentadura se clasifican en
distintos tipos, segun la ISO 20795 (12):

Tipo 1: Materiales termopolimerizables
- Clase I: polvo y liquido
-Clase II: masa plastica

Tipo 2: Materiales autopolimerizables
-Clase I: polvo y liquido
-Clase II: polvo y liquido para resinas fluidas

Tipo 3: Materiales termoplastico
Tipo 4: Materiales activados por luz
Tipo 5: Materiales de curado por microondas

Las resinas acrilicas se preparan con dos componentes fisicos, el
mondmero liquido (metacrilato de metilo) compuesto por metacrilato de metilo,
hidroquinona y dimetacrilato de etilen glicol y el polimero en polvo poli (metacrilato
de metilo) compuesto por esferas prepolimerizadas de poli (metacrilato de metilo)
y perdoxido de benzoilo, que al mezclarse ambos da como resultado el poli
(metacrilato de metilo) PMMA. EI mondmero disuelve parcialmente al polimero,
dando una masa plastica, siendo ahi donde se produce la polimerizacion(7).

El polvo contiene peroxido de benzoilo, que al activarse se desdobla en dos
radicales benzoicos libres (Figura 2).
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Figura 2. Formacion de radicales libres de benzoilo.

Estos radicales benzoicos son capaces de reaccionar con las moléculas del
monomero (metacrilato de metilo) romper la doble ligadura e iniciar el proceso de

polimerizacién, denominado iniciacién (Figura 3).
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Figura 3. Interaccion de un radical libre con una molécula de metacrilato de

metilo.

Como se requiere una pequena cantidad de energia una vez iniciado el
desarrollo la reacciéon continuara en cadena a una velocidad considerable
generando una reaccion exotérmica (fase de propagacion) hasta que todo el

mondmero se haya convertido a un polimero (Figura 4) (11) .
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Figura 4. Conversion del mondmero en polimero

La reaccion en cadena termina por acoplamiento directo (ambas moléculas
de polimeros se combinan y se desactivan por intercambio de energia) o por
intercambio de un atomo de hidrogeno de una cadena en crecimiento a otra
(Figura 5). En el ultimo caso se produce un enlace doble en el extremo de la

cadena, cuando el atomo de hidrégeno se transfiere de una cadena a otra (7)

GH; GH, (H; CHy
a) (R)=CH,C* +CCH,-(R) > (R) = CH,G —CCH,- (R)
C=0 C=0 C=0 C=0
0 o 0 0
CH, CH, CH, CH,
CH, CH, CH; CH,
b) (R)-CH,G* +CCH,- (R) 5  (RI=CH,CH +C=CH-(R)
G=0 ¢=0 £=0 (=0
o Q
CH, CH, CH; CH,
Figura 5. Reaccién de terminacion a. por acoplamiento directo; b. por

intercambio de un atomo de hidrégeno de una cadena en crecimiento a otra.

El PMMA tiene diversos usos en odontologia, entre los que destacan los
aparatos ortopédicos en poblacién pediatrica, protesis parciales o totales
removibles, obturadores protésicos, provisionales dentosoportados y protesis de
transicion (Figura 6). A lo largo de la historia, se han empleado diversos materiales

para la fabricacidon de bases para dentaduras, entre los que se encuentran la



madera, el hueso, el marfil, metales y numerosos polimeros, poli(metacrilato de
metilo), poliestireno, poliamida, resina epodxica, policarbonato y vulcanita.
polimetacrilato de metilo es el que ha mostrado mejores propiedades, por lo que

es el mas ampliamente usado..

Figura 6. Usos en odontologia del PMMA. a. Protesis transicionales. b.

Aparatos ortopédicos. c. Obturadores protésicos

1.2 Problemas relativos al PMMA de uso dental

El PMMA ha monopolizado el mercado de los materiales para bases
protésicas desde la mitad del siglo pasado. Su gran éxito en este largo tiempo, se
debe a la facilidad de uso y al bajo costo; sin embargo, presentan ciertos

inconvenientes (14).

En las bases protésicas permanece cierta cantidad de mondémero libre
siendo 2.2% el maximo permitido, para no causar irritaciéon a la mucosa bucal
(7,13). Por otro lado, pueden absorber agua induciendo cambios dimensionales.
En sentido opuesto, los materiales acrilicos experimentan contracciones de hasta
un 21% (7). Por si mismo, el metacrilato de metilo (MMA) es un antigeno
incompleto (apteno) que en algunos individuos puede unirse a componente
proteicos de la mucosa bucal, formando un antigeno completo que dara lugar a

fendbmenos alérgicos; sin embargo, esta manifestacion es muy poco frecuente



(7,14).

Por otro lado, tanto la absorcion de agua como la presencia de
irregularidades en la cara interna de la superficie de la protesis, favorece el
desarrollo de colonias de microorganismos, especialmente C. albicans,
provocando o manteniendo la inflamacion de la mucosa subyacente. Esta
promueve el desarrollo de la ESP (inflamacién cronica de origen multifactorial de
la mucosa bucal) al estar en contacto con la superficie de ajuste de las protesis
(misma que no debe ser tocada, pulida o modificada) causando lesiones atroficas
con presencia de zonas eritematosas o hiperplasicas, principalmente en el paladar
(14).

Con el proposito de mejorar la superficie de la cara interna de las
dentaduras de acrilico se han hecho diversas modificaciones:

Pecsi-Bardon y cols. (15) modificaron el acrilico de dentaduras
incorporando una sal de amonio cuaternario al acrilico, encontrando que la
liberacion de este compuesto en las protesis inhibia el crecimiento de C. albicans.
Sin embargo, en este estudio no realizaron pruebas mecanicas ni de citotoxicidad.
Por otro lado, se ha demostrado que el amonio cuaternario es irritante y causante
de malos sabores en la cavidad oral (16).

Dhir y cols. (17) reportaron modificaciones al acrilico de dentaduras al
anadir compuestos con grupos fosfatos, con el fin de evitar la adhesion de C.
albicans al cargar su superficie con cargas anionicas (negativas).

Nam y cols (18) evaluaron la capacidad antifungica (contra C. albicans) y
caracteristicas fisicas del acrilico de base para dentaduras (Lucitone, Denstply)
combinado con nanoparticulas de plata, debido a sus propiedades antisépticas. En
este estudio se observo una baja en la liberacién del compuesto activo después de
30 dias, ademas de dificultades en cuanto al color.



Azevedo y cols. evaluaron la adherencia de Candida albicans a la superficie
interna de proétesis revestida con un barniz fotopolimerizable que contenian
monomeros hidrofilicos o zwitterionicos. Reportaron una disminucion en la
adherencia de C. albicans; sin embargo, al ser una capa superficial mencionan

que pudiese haber un problema a largo plazo (19).

Por otro lado, Rodriguez-Santana L y cols. reportaron la copolimerizacion
del PMMA de la base de dentaduras de microondas con el TBAEMA (2-tert-
Butilaminoetil metacrilato), debido a las propiedades antimicrobianas de los grupos
amino reportadas, presuponiendo que conservaria sus propiedades antifungicas,
sin emabargo no reportan resultados de ensayos microbiologicos de los
componentes (20).

Finalmente, también se ha evaluado la adicién de particulas nanométricas

de TiO, y SiO,, con el fin de inducir propiedades antimicrobianas al acrilico, sin
embargo, disminuyo las propiedades mecanicas del PMMA (21).

1.3 Candida albicans y la Estomatitis Subprotesica

El género Candida comprende mas de 150 especies, cuya principal
caracteristica es la ausencia de forma sexual, con excepcidn de algunas especies.
Son clasificadas como levaduras, las cuales corresponden a hongos con un modo
de desarrollo predominantemente unicelular. Solamente una docena de las
especies pertenecientes al género Candida poseen la facultad de adaptarse a una
temperatura de 37°C, y pueden ser ocasionalmente patdogenas para el hombre,
entre las que se encuentran: C. albicans, C. tropicalis, C. kefur, C. krusei, C.

guillermondi, C. parakrusei, C. zeylanvides, C. stellatoidea y C. brumptii (22).
Candida albicans suele presentarse como una célula oval levaduriforme de
2 a 4 micras, con paredes finas (Figura 7a) sin embargo, en tejidos infectados

también se han identificado formas filamentosas de longitud variable, con
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extremos redondos de 3 a 5 micras de diametro y seudohifas, que son células
alargadas de levadura que permanecen unidas entre si. La forma filamentosa del
hongo (hifa) (Figura 7b), es una estructura microscopica tubular, que contiene
multiples unidades celulares divididas por septos y puede surgir a partir de
blastosporas o de hifas existentes. La apariencia microscépica de todas las
especies de Candida es similar; todas las levaduras son Gram positivas, pero en
algunas ocasiones la forma de las blastosporas puede variar de ovoide a elongada
o esférica. Microscopicamente, C. albicans presenta dimorfismo, transformacion
de la forma ovoide de las blastosporas (levaduras) gemantes a hifas. Las colonias
crecen in vitro en medios de cultivo a pH en un pH que varia entre 2.5 a 7.5, con

una temperatura entre 20°C y 38°C (22).

Figura 7. a. Blastoesporas de C. albicans incubadas a 48 horas, observadas
bajo MEB. b. Morfotipo de hifa de C. albicans (flechas) (23).

La composicion quimica de C. albicans esta representada por 20-40% de
proteinas y de 30-50% de polisacaridos, mientras que la proporcién de lipidos es
variable. Esta composicién depende de la edad de la cepa, del cultivo, condiciones
ambientales y del origen de la fuente de carbono. La pared celular esta compuesta
principalmente por los polisacaridos manano (15.2- 22.9%), glucano (47%-60%) y
quitina (0.6%-9%) componentes que le dan rigidez a la célula y son esenciales
para la division celular, adicionalmente han sido reportados otros componentes
como proteinas (6%-25%) y lipidos (1%-7%). EI manano ha sido identificado como

el principal antigeno de la superficie celular de C. albicans (24,25).
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La C. albicans tiene una microarquitectura compleja que se ha demostrado
a través de estudios ultraestructurales de la pared celular. La pared tiene un
espesor variable y esta compuesta por varias capas, las cuales varian con relacion
a diversos factores como: la etapa de crecimiento celular, la forma de crecimiento,
la capa seleccionada para su estudio, el medio de cultivo y los procedimientos de
fijacion. Se han descrito cinco capas dentro de la pared celular, las cuales son (de
adentro hacia afuera): Manoproteinas, g-Glucan-Quitina, g-Glucan, Manoproteinas

y una capa de fibrillas (Figura 8) (22).
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Figura 8. Diagrama esquematico de la pared celular de C. albicans sugerido
por Calderone y Braun en 1991.

Las infecciones causadas por el género Candida, fueron descritas al
principio del segundo siglo por Galen, como ad aphthas albus. Pero fue hasta el
siglo XIX que la naturaleza clinica de la candidiasis oral fue definida y el agente
etioldgico identificado (26). Candida albicans es la principal especie patdgena,
comun en humanos, que coloniza la piel y superficies mucosas de la mayoria de
los individuos sanos (22). La candidiasis o candisosis, es la infeccion micética oral
mas frecuentes, siendo la afectacion por Candida albicans la primera forma clinica
descrita historicamente. Ha recibido distintos nombres desde que Robin, en 1853,
la denomin6é Oidum albicans, hasta que Berkhout propuso en 1923 el género
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Candida y la especie albicans, que fue aceptado por el 3er Congreso Internacional
de Microbiologia en Nueva York en 1939 (22).

Una etapa temprana y esencial en el desarrollo de la candidiasis bucal es la
colonizacion de la cavidad bucal por parte de C. albicans, un proceso que
involucra la adquisicion, adherencia y mantenimiento de una poblacion estable de
levaduras. La cavidad bucal posee muchos nichos para la colonizacién de esta
especie, incluyendo entre otros: células epiteliales, protesis dental y células
bacterianas de la flora bucal residente (27).

La incidencia de candidiasis bucal varia (11-67%) (28). C. albicans puede
estar presente como comensal en las membranas mucosas de sujetos
asintomaticos, donde existe un balance entre los mecanismos de defensa del
hospedero y el potencial invasivo de las levaduras. Sin embargo, cuando el
sistema de defensa del hospedero se modifica, como ocurre en pacientes
inmunosuprimidos, médicamente comprometidos o con alguna situacion sistémica,
la presencia de C. albicans puede derivar en el establecimiento de una
candidiasis. Esta se puede manifestar bien sea, de manera superficial,
involucrando la mucosa bucal, o diseminada, la cual constituye una forma invasiva
mas seria. Por otro lado, existen factores que causan un desequilibrio ecolégico en
el hospedero, como la reduccion del flujo salival, trauma local con pérdida de la
integridad tisular, debilidad general, estados de malnutricion, estrés, desérdenes
endrocrinos como hipotiroidismo, enfermedad de Addison, diabetes mellitus,
infeccion por VIH, alteraciones de la sangre como leucemia aguda,
agranulocitosis, antibioticoterapia prolongada, quimioterapia, radioterapia,
xerostomia, deficiencia de hierro, acido félico o vitamina B12, dieta rica en

carbohidratos, uso de la prétesis dental, entre otros (25,29).
Otro factor que favorece el crecimiento de C. albicans es un medio

ambiente acido, que se ha observado en muestras de placa dental obtenida de
protesis removibles superiores de pacientes con ESP (30). El simple hecho de
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portar una proétesis ya es un factor predisponente para la patologia, ya que se crea
un ambiente mas cerrado y anaerobio entre la prétesis colocada en la boca y la
mucosa, favoreciendo el crecimiento de C. albicans, pudiendo pasar de ser un

hongo comensal en la mucosa a un parasito que la infecte (29).

Del mismo modo, la accion de cubrir la mucosa masticatoria con una
prétesis, constituye para el tejido, una agresidn mecanica no fisiologica; los
efectos de presion, traccion y empuje que con ella se produce, puede causar
acciones irritantes sobre la misma. Cuando estos efectos son de mayor intensidad,
suponen un estimulo patdégeno que rompe ese equilibrio y conduce a una irritacion
tisular, acompafada de reacciones inflamatorias, entre las cuales se encuentra la
ESP (31).

La ESP es una respuesta inflamatoria cronica de la mucosa palatina a un
estimulo perjudicial, se extiende en la mucosa de pacientes portadores de proétesis
y se considera. Se como un determinante para la salud oral en dichas poblaciones
(32-34). La ESP se considera una de las patologias mas frecuentes en sujetos
portadores de protesis con una prevalencia que va del 27% al 70 % segun
diversos autores (30,33,35,36) y diversas zonas geograficas, afectando
principalmente a personas de edad avanzada, asociadas al uso de protesis y
generalmente bajo tratamientos médicos o alguna condicién sistémica. Algunos
autores reportan al sexo femenino como el de mayor prevelencia, pudiendo

deberse a los cambios hormonales (33,37).

De todos los factores, el mas directamente relacionado con la ESP es la
presencia de Candida, que esta presente en la cavidad oral del 25-50% de sujetos
sanos segun Pires (38) y el 30-70% segun Darwazeh (39). Esta proporcién
aumenta en pacientes portadores de prétesis removibles, desde el 34.27% (39)
hasta el 60-100% (38). En pacientes diabéticos portadores, se ha encontrado una
incidencia significativamente mayor de infecciones y niveles de Candida mas altos,
debido a que la glucosa en saliva de pacientes diabéticos favorece el crecimiento
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de la levadura. Asociado a ello, la presencia de prétesis removible, puede reducir
el pH salival, ademas del flujo, impidiendo el proceso de autoclisis (40). A pesar de

su prevalencia, es usualmente asintomatica (41).

La Candida albicans tiene la habilidad de adherirse y proliferar tanto en
tejido blando como en superficies duras. Se ha demostrado que la Candida es
capaz de generar una matriz extracelular (biofilm) en prétesis dentales, diferente a
la que genera en otras superficies, generando mayor resistencia a los tratamientos
antifungicos. Las blastosporas de Candida se adhieren mejor a las células de la
mucosa bucal y al acrilico de las prétesis cuando se hallan en la fase estacionaria
que cuando estan en la fase exponencial de crecimiento. La adherencia a las
superficies plasticas (poliméricas) es mediada por fuerzas de atraccion de London,
van der Walls, fuerzas hidrofébicas y fuerzas electrostaticas (29). Las bases de
PMMA proporcionan alojamiento a las colonias de hongos y bacterias. Estas se
han asociado a la presencia de poros microscopicos, asi como a la formacion de
grieta (31,34). La habilidad de las especies de Candida para adherirse a la
superficie de acrilico de las prétesis, puede conferirle acceso directo al hospedero
humano, paso necesario para la colonizacién y desarrollo de la patogénesis,
debido a lo cual, el tratamiento busca enfocarse en la reduccion de la adherencia
inicial (28).

Aunque la etiologia puede ser multifactorial, se ha observado que C.
albicans juega un papel importante en la etiologia de este proceso infeccioso. El
patrén de patogenicidad de C. albicans, inicia con su adherencia y multiplicacion
en la superficie mucosa, con la consecuente filamentacion y formacion de tubos
germinales, incrementando la adherencia de este microorganismo a las superficies
plasticas en las protesis dentales. Una vez adherido a las superficies, el
microorganismo es capaz de reproducirse, desarrollar biopeliculas, penetrar en las

células e invadir a los tejidos profundos, dificultando asi la fagocitosis (30).
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1.4 Quitosano como agente antifungico

El quitosano (Figura 9b) es un polimero parcialmente desacetilado de
acetilglucosamina, poli[$-(1-4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glucopiranosa]  cuya
estructura esta basada en unidades repetitivas de D-glucosamina unidas con
menos unidades N-acetyl-D-glucosamina, distribuidas aleatoriamente por medio
de una union con f-1,4-glucosidico y es usualmente obtenido en la reaccion de
desacetilacion de la quitina, poli[$-(14)-2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa] (Figura
9a) (42).

La quitina es el componente organico mas abundante en la estructura
esquelética de muchas de las clases que conforman al grupo de los invertebrados.
Cuando la quitina se somete a la accion de un medio alcalino muy concentrado, y
a temperaturas superiores a 60° C, se produce la reaccion de desacetilacién, que
consiste en la pérdida del resto acetilo del grupo amido del carbono 2, mientras
queda un grupo amino en esa posicion, obteniendo asi el quitosano. El quitosano
constituye el derivado mas importante de la quitina y presenta propiedades
significativamente diferentes a ésta (43,44).
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Figura 9. a. Estructura quimica de la quitina; b. Estructura quimica del

quitosano
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El quitosano es un compuesto no toxico, biodegradable, biofuncional y
biocompatible con propiedades hidrofilicas (42). Es producto de la degradacién es
la glucosamina o la N-acetilglucosamina que se dispersa en el organismo
presentando un efecto regenerativo sobre el tejido conjuntivo y acelerando la
formacion de osteoblastos responsables de la formacion de hueso. Ademas posee
propiedades hemostaticas, bacteriostaticas, fungistaticas, espermicidas,
antitumorales, anticolesterolémicas, inmunoadyuvantes y sedantes del sistema

nervioso central (44).

El quitosano es el unico polisacarido catiénico natural, lo que le confiere
caracteristicas especiales que lo hacen util en numerosas aplicaciones: es un
polielectrolito lineal, con alta densidad de carga positiva con capacidad para
adherirse a materiales cargados negativamente y, por esto ultimo, convertirse en
un excelente floculante; se enlaza con superficies celulares, pudiendose usar para

el cuidado de la piel, el cabello, entre otros (45).

El peso molecular del quitosano para productos comerciales depende de las
condiciones de procesamiento y de los grados de deacetilacion, encontrandose
(entre 10-1000 kDa). El quitosano se clasifica en tres tipos: L/M/H (L, bajo; M,
mediano y H, Alto) segun el peso moleculare. La fraccion molar de las unidades
desacetiladas (glucosamina), definen el grado de desacetilacion, que normalmente
se encuentra entre 70-90% (43).

Los ensayos de citocompatibilidad in vitro de cultivos celulares sobre
quitosano han demostrado, en general, la excelente citocompatibilidad. Las células
se sienten atraidas por éste polisacarido, se adhieren fuertemente a él y, en
general, proliferan adecuadamente. Debido a esto se considera un componente
muy prometedor de sistemas de andamiaje en ingenieria de tejidos (48).

El quitosano ha demostrado ser osteo y neocondrogénico, puede soportar y

modular el crecimiento y proliferacion de células vasculares, neuronales,
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fibroblastos, células epiteliales o queratinocitos, ademas de osteoblastos y
condrocitos, asi como detectar los factores de crecimiento y estimular la
produccion de citocinas y colageno. Promovueven también el proceso de
angiogénesis, caracteristica que promover el proceso de coagulaciéon y de
cicatrizado, estimulando la formacién de tejido de granulacién y la reepitelizacion.
Se cree que es, el caracter catidnico lo que le confiere estas propiedades frente a
las células (42,44).

Pese a todos estos beneficios, algunas limitaciones del quitosano son:

« Solubilidad en pH neutro limitada.

» Degradacion rapida y facil in vivo

» Naturaleza policationica causante de trombosis, agregacion de globulos
rojos y hemdlisis.

« Pobres propiedades mecanicas (47,48).

El quitosano ha sido probado como agente antimicrobiano por diversos
autores, contra cepas de C. albicans (46), C. krusei, C. glabrata (47),
Streptococcus mutans (48), entre otros. Asi mismo, se ha reportado que el
quitosano, debido a su origen policationico, modifica la hidrofobicidad de la pared
celular de C. albicans, originando complejos polielectrolitos, donde prevalecen
fuerzas electrostaticas asociadas con el potencial zeta. Candida albicans, a 37°C
es tipicamente hidrofilica, siendo capaz de transformarse espontaneamente en
hidrofébica, mientras que las moléculas hidrofilicas interactuan, mediante
receptores tipo adhesinas donde abundan los macrofagos. La mayor capacidad
de adherir de las moléculas hidrofobicas, esta con relacion a un aumento de la
energia libre de la superficie, que depende de las interfases entre liquido-
microorganismo y solido-liquido, cuando son reemplazadas por microorganismos
sélidos. Si bien la etapa inicial de las moléculas hidrofébicas no requieren de
receptores especificos, la estructura compleja de la pared celular constituida

principalmente por glucanos, quitina y especialmente por manoproteinas con
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funciones enzimaticas y de ligando-receptor, posibilitaria la union a las células

epiteliales de la mucosa (49).

[1.5 Adherencia microbiana

Existen varios componentes en el sistema de defensa del hospedero que
protegen contra infecciones causadas por C. albicans (50), ademas de una barrera
tegumentaria intacta, que comprende piel y mucosas. Sin embargo, cuando esta
barrera pierde la integridad, como ocurre con el tejido adelgazado que se
encuentra en contacto con la protesis, la adhesién de patégenos se favorece (51).
La adhesion del hongo a las superficies duras o epiteliales de la cavidad oral
incluye movimientos activos de quimiotaxis, variaciones en la energia libre de
superficie, potencial zeta y la hidrofobicidad. El fenobmeno de adherencia
constituye un proceso clave necesario para la colonizacion de las levaduras. No
todas las Candida spp poseen capacidad para adherir e infectar dichas superficies
mucosas. C. albicans, que se encuentra comunmente en la cavidad oral, presenta
una gran habilidad para adherir y consecuentemente producir candidosis oral (49).
Los mecanismos de adhesion de los microorganismos han sido estudiados y en
general se reconocen cuatro etapas que son aceptadas:

1. Transporte a la superficie: ocurre por difusién (movimientos brownianos)
0 movimiento activo como la quimiostaxis.

2. Adhesidn inicial: a una distancia de separacion aproximadamente de 50
nm, el microorganismo es atraido a la superficie por fuerzas de Van der Waals.

3. Acoplamiento: la pared celular de C. albicans tiene dos funciones
principales: mantener la forma de la célula y la de interactuar con el ambiente
externo. Se han identificados ciertos componentes especificos en la superficie
celular, que involucran la adhesion del microorganismo. La estructura de la pared
celular es compleja, con al menos cinco capas descritas anteriormente. El principal
antigeno de la pared celular es el manano, unido covalentemente a proteinas para

forman manoproteinas. Dichas moléculas tienen acciones enzimaticas asi como
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funciones de ligando-receptor. Las proteinas tipo CR3 de C. albicans estan
implicadas como receptores endoteliales y el CR2 promueve la adhesion a
sustratos plastico. También se ha encontrado que el tubo germinal de C. albicans,
produce una superficie fibrilar, responsable de favorecer la adhesion a las placas
de poliestireno de las cajas de Petri.

4. Colonizacién: En esta etapa, los microorganismos crecen y forman
placas, que son comunmente llamadas in vitro como "biofilm". Es en esta etapa en
la cual puede ocurrir interaccion con otros microorganismos. En las etapas
iniciales, dependen de la energia libre superficial y de la rugosidad del material.
(52).

En el campo de la odontologia, el quitosano ha sido utilizado en estudios
para la prevencion de la caries dental y por sus propiedades bactericidas y
bacteriostaticas. La interaccién entre los grupos amino positivos en el quitosano
con las superficies de las células microbianas con carga negativa, resultan en la
pérdida de la funcion de barrera de las paredes celulares y la filtracion de material
intracelular y proteico. Ademas, se ha sugerido que el quitosano es un polimero
bioadhesivo que permanece por un largo periodo en la mucosa oral (9).

[1.6 Ensayos mecanicos

El conocimiento de las propiedades mecanicas de los diferentes materiales
dentales es crucial para la seleccion y el disefio de las restauraciones, ya que
estan sujetos a un ambiente hostil, en el cual el pH, el flujo salival y la carga
mecanica fluctia constante y rapidamente, causando fatiga del material (53).
Ninguna propiedad mecanica define por si sola la calidad del material. A menudo,
diversas propiedades, determinadas mediante pruebas de laboratorio
estandarizadas, son utilizadas para describir la calidad. Las pruebas de
laboratorio, siendo substitutos de estudios clinicos, proveen medidas
estandarizadas para la comparacibn de los materiales y guias para la
interpretacion en el uso clinico. En cuanto al PMMA de uso dental, las pruebas
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normalmente evaluadas son: resistencia a la flexion, tension flexural y resistencia

a la compresion (7,53).
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[1I. Hipotesis

El quitosano de bajo peso molecular, adicionado al PMMA de uso dental
inhibe la adherencia de C. albicans.
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Il Objetivo

1.1 General

Evaluar la adherencia de C. albicans al PMMA de uso dental adicionado

con quitosano.

[11.2 Especificos

1. Determinar la capacidad antifungica del quitosano de bajo peso
molecular que se utilizara en los ensayos contra C. albicans mediante la
determinacién de la minima concentracion inhibitoria (MCI).

2. Modificar el PMMA con quitosano de bajo peso molecular al 2.5%, 5% y
10%.

3. Caracterizar mecanicamente el PMMA modificado con quitosano
mediante ensayos de flexion, tension y compresion de acuerdo a las norma ISO
5833, 20795 y ASTM D-638.

4. Determinar el tipo de fractura mediante microscopia electronica de
barrido (MEB)

5. Determinar la rugosidad de las muestras de PMMA y las modificadas
con quitosano, mediante microscopia de fuerza atomica (AFM).

6. Analizar la adherencia de C. albicans a las superficies de PMMA vy las

modificadas con quitosano a diferentes concentraciones.
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IV Materiales y métodos

IV.1 Tipo vy diseno del estudio

Experimental, analitico, transversal

V.2 Muestra

Probetas elaboradas con base a PMMA de uso dental modificadas con

quitosana de bajo peso molecular a diferentes concentraciones (2.5%, 5% y 10%).

El numero de probetas dependera de la prueba a ser realizada.

V.3 Definicidn de las variables y escalas de medicién

Tabla 1. Tabla de variables y escalas de medicion.

Variable Tipo Escala de Unidad de Instrumento
medicién medida de medicién
Actividad Dependiente Cuantitativa mg/mL Técnica de
antifungica del microdilucion
LMWC
Modulo de flexiéon  Dependiente Cuantitativa MPa Maquina de
pruebas universal
Resistencia a la Dependiente Cuantitativa MPa Maquina de
flexion pruebas universal
Modulo de Dependiente Cuantitativa MPa Maquina de
tensioén pruebas universal
Resistencia a la Dependiente Cuantitativa MPa Maquina de
tensién pruebas universal
Modulo de Dependiente Cuantitativa MPa Maquina de
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compresioén pruebas universal

Resistencia a la Dependiente Cuantitativa MPa Maquina de
compresion pruebas universal
Adherencia de C. Dependiente Cuantitativa UFC Microscopio
albicans

Rugosidad del Dependiente Cuantitativa rms AFM

PMMA

IV.4 Criterios:

IV.4.1 De inclusidén para ensayos mecanicos:

Probetas que cumplan con las caracteristicas especificadas en las normas
ISO 5833, 20795 y ASTM D-638.

IV.4.2 De exclusion:

Especimenes que no cumplan con las caracteristicas especificadas en la
norma ISO 5833, 20795 y ASTM D-638 respectivamente.

IV.4.3 De eliminacion:

Especimenes con defectos visibles en las zonas de prueba, como burbujas
o grietas
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V Metodologia

V.1 Concentracidn minima inhibitoria

V.1.1 Preparacion de la solucién del quitosano

Se preparo una solucion de acido acético con 250 ul de acido acético y 750
ul  de agua destilada. Se prepar6 una solucion de quitosano con una
concentracion de 40000 mg/L. A partir de la cual se prepararon las diferentes
concentraciones a evaluar: 1000 mg/L; 500 mg/L; 250 mg/L; 125 mg/L; 62.5 mg/L;
31.25 mg/L y 15.62 mg/L (54).

V.1.2 Preparacion del inéculo de la cepa

Se utilizaron cepas con 24 h de incubaciéon a 37°C en Agar Dextrosa
Sabouraud. Se tomaron 5 colonias aproximadamente y se suspendieron en 5 ml
de agua destilada estéril. Se ajusté la solucion a 0.5 McFarland, lo cual tuvo una
densidad de 1.5 x 10® UFC/mL.

Por medio de una dilucidon se obtuvo una concentracion de 1.5 x 10°
UFC/mL, a partir del cual se preparé el inoculo para obtener una concentracién

final de 5 x 10° UFC/mL + medio RPMI pH 4.

V.1.3 Microdilucién en pozos (contacto cepa/quitosano)

A partir de las soluciones preparadas, se comenzo la microdilucion en
microplacas estériles de 96 pocillos para evaluar las propiedades antifungicas del
quitosano de bajo peso molecular, como se muestra en la figura 10. Se realizaron

diluciones seriadas por triplicado. Se utilizé el reactivo XTT al 1 % (2,3,5-Triphenyl-
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2 H-tetrazolium Chloride, J.T. Baker) para la tinciéon y una prueba de réplica para
confirmar los resultados (55).

a 1000 mg/L
b 500 mg/L
c 250 mg/L
d 125 mg/L
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Figura 10.  Técnica de microdilucion en placa de 96 pozos.

V.2 Ensayos mecanicos

V.2.1 Preparacion de las muestras

Se moli6é la quitosana durante 2 horas y posteriormente se tamizé a un
grosor de 105 u con el fin de obtener el tamafio de las particulas mas homogeneo.
De acuerdo a cada tipo de ensayo y sus especificaciones, se prepararon el
numero de probetas requeridas en cada norma, mezclando 30 g de polvo con 15 g
de liquido a una temperatura de 4.4°C, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (NIC TONE). Las muestras modificadas con quitosano a las diferentes
concentraciones fueron modificadas en el polvo. La porcién del liquido permanecio
igual. Para la preparacion de las muestras se hicieron moldes de teflon con las
caracteristicas de cada probeta y se virtio la mezcla sobre los moldes para ser
prensado en una presa hidraulica. Posterior a 1h fueron retirados de los moldes y
se analizaron y retiraron excedentes. Las muestras se dejaron en agua destilada

durante 7 dias para eliminar el exceso de monémero residual (56).
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V.2.2 Ensayos de compresioén

Cuando un objeto es sometido a pruebas de compresion, la falla puede
ocurrir como resultado de diversos esfuerzos en dicho objeto. Las fuerzas de
compresion son aplicadas a cada extremo del objeto, por lo que es importante
adoptar medidas y dimensiones estandarizadas para obtener resultados
reproducibles. El objeto a probar debera tener una forma cilindrica y tener el doble
de largo que de diametro para resultados mas reproducibles y satisfactorios (53).

El PMMA fue preparado de acuerdo a las instrucciones del fabricante con el
objeto de obtener muestras cilindricas. Después de la mezcla del polvo con el
liquido, la pasta se colocd en moldes de teflon con formas cilindricas (12 mm *
0.1mm de alto; 6 mm + 0.1mm de diametro) Figura 11.

o
T

Figura 11. a. Probetas en prueba de compresién. b. Diagrama esquematico de

las probetas de compresion

El molde se coloco entre dos placas de teflon en una prensa durante 1 h.
Una vez concluido el tiempo, se retiraron los cilindros del molde y se midieron las
dimensiones con un Vernier, se les dio un acabado con papel metalografico en
caso de ser necesario para obtener las medidas requeridas. Veinticuatro horas
después del mezclado, se midié el diametro y altura promedio de cada cilindro en
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al menos 2 partes de éste. El cilindro obtenido se colocé en la Shimadzu AG1-100
con una celda de carga de 5 kN y se deformd, utilizando una velocidad constante
de 20 mm/min. Cuando el cilindro se fractura o cuando la carga se mantenga
constante, se detuvo la prueba. Este ensayo fue realizado con probetas de PMMA
y probetas de PMMA adicionadas con quitosano tamizado, usando una malla de
105 um con el fin de obtener particulas monodispersas. Se reporta el promedio de

al menos 5 repeticiones.

V.2.3 Ensayos de tensiodn

El mdédulo elastico, es una propiedad mecanica de los materiales,
considerada para la caracterizacion. Para ello, las probetas son sometidas a una
fuerza axial por medio de una maquina de pruebas universales, que al incrementar
la carga, el material se deforma aumentando su longitud (57). Los esfuerzos del
area de seccion trasversal de la muestra con respecto a su deformacién unitaria y
la pendiente de la curva en la zona elastica corresponde al médulo de elasticidad.
Ademas del mddulo elastico se pueden obtener otras propiedades como el
esfuerzo ultimo, tenacidad, y comportamiento que puede ser ductil, fragil,
elastomero, etc. (58).

Para obtener a muestra, se virtio el polvo al liquido sobre moldes de teflon
en forma de mancuerna con dimensiones de 75 + 0.1mm de largo; 3.3 £ 0.1mm de
grosor y 5 £ 0.1mm de ancho dejandola bajo presion, en una prensa durante 1 h
(Figura 12).
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Figura 12. a. Probetas en prueba de tension. b. Diagrama esquematico de

las probetas de tensién.

Una vez concluido el tiempo, se retiraron los especimenes del molde, se
obtuvieron las dimensiones con un Vernier y se les dio un acabado con papel
metalografico, en caso de ser necesario, para obtener las medidas requeridas. Se
colocaron las probetas en la Shimadzu AG1-100® con una celda de carga de 5
kN, teniendo cuidado de alinear el eje longitudinal de la muestra a las mordazas.
Este ensayo se realiz6 utilizando una velocidad de cabezal de 5 mm/min y se
detuvo la prueba cuando la probeta se fracturd. Los resultados fueron expresados
en MPa y se realizé un promedio de 5 probetas (59). Esta prueba fue realizada

con probetas de PMMA y con probetas de PMMA adicionadas con quitosano.

V.2.4 Ensayos de flexién

Esta prueba determina no sélo la resistencia del material, también
determina la distorsién esperada. En este tipo de prueba es preferible utilizar la
prueba de flexion de cuatro puntos que la de tres puntos para medir el médulo de
flexion y la resistencia a la flexion, ya que evita la deformacion por esfuerzo
localizado, aplicando una carga mas uniforme (7). La resistencia a la flexion del
PMMA es importante en protesis, ya que debido a la reabsorcidén gradual del tejido

0seo, deja a las protesis con un soporte irregular (60,61).
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La pasta de acrilico fue colocada en moldes de teflon y moldeada bajo
presion durante 1 h para obtener las dimensiones requeridas por la norma ISO
5833 para pruebas de flexion (75 mm de largo, 10 mm de ancho y 3.5 mm de
grosor) Figura 13 .

€
10 m
\[&m ~—I 3.5mm
' 75 mm '
b
Figura 13. a. Probetas en prueba de flexion. b. Diagrama esquematico de las

probetas de flexion.

Una vez concluido el tiempo, se retiraron las probetas del molde, se
midieron con un Vernier y se pulieron con papel metalografico en caso de ser
necesario para obtener las medidas requeridas. La barra obtenida se colocé en la
Shimadzu AG1-100 y se programdé para incrementar la fuerza desde cero,
utilizando una velocidad de 5 mm/min + 1Tmm/min. Se registr6é la deflexiéon de la
probeta como una funcién de fuerza aplicada. La prueba se detuvo hasta ocurrir la

fractura.
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V.3 Ensayos de adherencia

V.3.1 Preparacion de las muestras de acrilico

Las muestras empleadas fueron placas de 10mm x 10mm x 1mm de
espesor. Se evaluaron 4 grupos: Grupo 1: control, poli(metacrilato de metilo)
transparente (PMMA) NIC TONE; Grupo 2: PMMA con 2.5% en peso de
quitosano; Grupo 3: PMMA con 5% de quitosano; Grupo 4: PMMA con 10% de

quitosano.

Se molié el quitosano durante 2 horas y posteriormente se tamizé a un
grosor de 105 u con el fin de obtener el tamafo de las particulas mas homogeneo.
Se prepararon 10 muestras de cada grupo mezclando 30 g de polvo con 15 g de
liquido a una temperatura de 4.4°C, de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(NIC TONE®) Las muestras modificadas con quitosano a las diferentes
concentraciones fueron modificadas en proporion en el polvo. La porcion del
liquido permaneci6 igual. Para la preparacion de las muestras se hicieron moldes
de cera (10x10x1 mm) y se colocaron en una mufla dental con yeso tipo Ill. La
cera fue eliminada con la ayuda de agua caliente y un vaporizador. Posteriormente
se coloco la mezcla del acrilico con una proporcion de polimero:mondémero de 2:1
p/p. Para los grupos experimentales se anadio el 2.5%, 5% y 10%
respectivamente de quitosano sustituyendo esta proporcion del polimero. Las
muestras se dejaron en agua destilada durante 7 dias para eliminar el exceso de

mondmero residual (56).

V.3.2 Activacion de la cepa de Candida albicans (ATCC® 10231™),

La Candida albicans se colocd en 1.0 mL de agua destilada (obtenida de
otro tubo con 5 a 6 mL de agua destilada estéril) y se mezclé para formar una
suspension. De manera aséptica, se regresdé la suspension al tubo de agua
destilada estéril y se dejo reposar durante 2 h a una temperatura de 25°C para su
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rehidratacion. Posteriormente se mezclo la suspension y se tomaron 50 uL para
luego depositarlo en una caja Petri con Agar Dextrosa Sabouraud (ADS) y
sembrar mediante el método de estria simple. Se dejo incubar a una temperatura
de 35°-37°C durante 24 horas como indica la hoja técnica de ATCC (62).

V.3.3 Multiplicacién de la cepa

De la caja Petri donde se activd la cepa de Candida albicans (ATCC®
10231™) se tomé con un asa de niquel-cromo (NiCr) una porcion de la siembra
del microorganismo y se resembré por método de estria multiple en cajas Petri con
el medio ADS. Esto se realizo por triplicado y se dejé en una estufa de incubacion
a 35°-37°C durante 24 h (63).

V.3.4 Conservacion

Una vez transcurrido el tiempo, se tomaron 5 colonias diferentes con un
diametro de 1 mm, con la ayuda de un asa de NiCr y se transfirié a un tubo de crio
preservacion conteniendo 1 mL de Caldo Dextrosa Sabouraud por cada tubo. Se
conservaron los tubos inoculados en el ultracongelador Glacier NU-9483 NuAire®

a una temperatura de -80°C segun las indicaciones del ATCC (63).

V.3.5 Preparacion de la suspension de C. albicans para el ensayo de

adherencia

La cepa de Candida albicans (ATCC® 10231™) se reactivé en una placa
con ADS durante 48 h a 37°C. Se tomaron 4 colonias y se colocaron en caldo
Dextrosa Sabouraud y se incub6 durante 24 h a 37°C. El cultivo fue centrifugado a
3,000 rpm durante 10 minutos y el sedimento lavado dos veces con buffer PBS
(0.15 M, pH 7.3). Posteriormente se obtuvo una concentracién final de 1 x10°
UFC/mL con PBS (56).
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V.3.6 Ensayo de adherencia

Las muestras de acrilico fueron esterilizadas por medio de una campana
UV durante 5 minutos por lado. Se colocaron 2 muestras en cada pozo de la
microplaca de 6 pozos. Se anadieron 10 mL de la suspension final y se incubd a
37°C durante 60 min. (64). Posteriormente las muestras fueron retiradas de la
incubadora, las levaduras no adheridas fueron removidas con 2 lavados suaves de
PBS para después ser sumergidos en PBS con 1.5% de glutaraldehido para su
fijacion, durante 90 minutos. Las muestras fueron lavadas con agua desionizada
estéril y se dejaron secar. Para la tincién se utilizo la técnica de tincion de Gram
(64).

V.3.7 Analisis de adherencia

Las muestras fueron analizadas bajo microscopio binocular biolégico CX-31
Olympus® con una magnificacién de 100x y se realiz6 el conteo de células de C.

albicans adherida. Se tomaron 40 campos al azar, y se obtuvo un promedio.

V.4 Observacion en MEB

Las muestras de tension fracturadas, fueron recortadas a 5 mm de la zona
de fractura. Dichas muestras fueron cubiertas con una capa de oro por
aproximadamente 15 min (dicho metalizado es indispensable por que ademas de
hacer conductiva la superficie, elimina la electricidad estatica, minimiza el dafio por
radiacion y aumenta la reflectividad electrénica) para posteriormente ser montadas

en el MEB y observar la superficie a un magnificacion 100X (8).
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V.5 Metodologia para determinar la rugosidad por AFM

Se tomo6 una muestra aparte de cada grupo de PMMA realizadas para la
muestra de adherencia y se observo la superficie a través de imagenes obtenidas
por un microscopio de fuerza atomica (AFM, Ambios Universal) con un cantiliver
de SiN y una punta de 10 nm de radio en un modo de no contacto. Las imagenes

fueron tomadas con una resolucion de 512 x 512 pixeles? para su observacion.
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VI Resultados

V1.1 Minima concentracion inhibitoria

Para comprobar la actividad antifungica del quitosano se realizé la prueba
de MCI, cuya actividad se demostr6é a partir de una concentracion de 500 mg/L,
teniendo una concentracion de acido acético de 0.31%. Mediante esta prueba se
comprobd el efecto antifungico del quitosano de bajo peso molecular a utilizar
(Figura14).

1000 mg/L
500 mg/L
250 mg/L
125 mg/L
62.5 mg/L
31.85 mg/L
g 15.62 mg/L
h 7.81 mg/L

0 Q0> Q

Figura 14. Resultados de la MCI. a. Placa de microdilucién a las 24

h. b. réplica inoculada.

V1.2 Propiedades mecanicas de los acrilicos modificados con quitosana

Debido a que las protesis acrilicas tienen la funcidn de sustituir las piezas
dentarias, y por ende las fuerzas masticatorias que pueden variar de 100 a 500 N,
es importante medir sus propiedades mecanicas, ya que estan sujetas a las

fuerzas intraorales que causan fatiga del material (61,65) (66).
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VI1.2.1 Propiedades de Compresion

Las curvas esfuerzo-deformacién durante el ensayo de compresion para

PMMA vy las diferentes formulaciones se muestra en la figura 15.

—— PMMA
—— PMMA + 2.5 % LMWC

80 —— PMMA + 5% LMWC
75 —— PMMA + 10% LMWC
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Figura 15. Curva esfuerzo-deformacion en compresion para el PMMA vy las
diferentes formulaciones.

Se obtuvo un moédulo de compresion de 1571.97 + 65.83 MPa para el
PMMA sin modificar. La curva esfuerzo vs. deformacién, mostré una respuesta
lineal hasta un valor de esfuerzo (Omax) de 69.47 + 2.63 MPa, deteniéndose la
prueba a una deformacion de 6.89 + 0.86 % mientras que para la muestra PMMA
+ 2.5% de quitosana se obtuvo un médulo de compresion de 1634.08 + 89.01 MPa
y la curva esfuerzo vs. deformacion mostré una respuesta lineal hasta un valor de
esfuerzo de Omax= 70.56 = 2.43 MPa.

Cuando se afiadié 5% de quitosana, se obtuvo un médulo de compresion

de 1557.73+67.82 MPa. La curva esfuerzo vs. deformacion mostré una respuesta

lineal hasta un valor de esfuerzo (Omax) 67.89 £ 3.32 MPa.
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Finalmente, cuando se agregd 10% de quitosana, se obtuvo un médulo de
compresion de 1638.81 £ 102.76 MPa. La curva esfuerzo vs. deformacion mostré
una respuesta lineal hasta un valor de esfuerzo (Omax) 68.35 £ 2.93 MPa.

Los resultados obtenidos no cumplen con la norma ISO 5833, ya que no
todas tienen una resistencia a la compresion mayor a 70 MPa (Tabla 1). Sin
embargo, la variacion entre el grupo control y las diferentes formulaciones se
encuentran dentro del mismo intervalo (Fig. 16). Para evaluar si existi6 una
diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control y los demas grupos
se realiz6 una prueba de ANOVA en el programa IBM SPSS version 22, y se

encontrd que no existio dicha diferencia entre ninguno de los grupos.

Bl Resistencia a la compresién

Resistencia a la compresion (MPa)

Formulaciones del PMMA

Figura 16.  Variacion de la resistencia a la compresion del PMMA modificado con

quitosano a distintas concentraciones.

38



Tabla 2. Tabla comparativa de las propiedades mecanicas de compresion en las

diferentes formulaciones.

Propiedad PMMA PMMA +25% PMMA+5% PMMA + 10 %
LMWC LMWC LMWC
Modulo 1571.97 + 1634.08 + 89.01 1557.73 + 1638.81 +
elastico 65.83 67.82 102.76
(MPa)
Deformacion 6.89 + 0.86 6.74 £ 0.57 6.38 £ 0.18 6.62 £ 0.17
(%)

Esfuerzo 69.47 + 2.63 70.56 £ 2.43 67.89 £ 3.32 68.35 + 2.93
maximo
(MPa)

VI1.2.2Propiedades de flexién

El PMMA sin modificar mostré un médulo de flexion de 1883 + 185.67 MPa.
La curva esfuerzo vs. deformacion mostré una respuesta lineal hasta un valor de
esfuerzo (Omax) 50.91 + 3.51 MPa, deteniéndose la prueba a la fractura, con un
desplazamiento 3.39 + 0.43 mm.

El acrilico con 2.5% de quitosana mostré un moédulo de flexién de 2156 +
44.62 MPa. La curva esfuerzo vs. desplazamiento mostré una respuesta lineal
hasta un valor de esfuerzo (omax) 40.58 £ 2.88 MPa, deteniéndose la prueba a la
fractura en 2.25 + 0.19 mm. Cuando se anadid, quitosano al 5% se obtuvo un
modulo de flexidn de 2164 + 126.40 MPa. La curva esfuerzo vs. desplazamiento
mostré una respuesta lineal hasta un valor de esfuerzo (Omax) 47.75 £ 1.759 MPa,
deteniéndose la prueba a la fractura en 2.8 £ 0.19 mm. Finalmente, cuando se
anadido 10% de quitosana se obtuvo un moédulo de flexion de 2066.83 +170.24
MPa. La curva esfuerzo vs. desplazamiento mostré una respuesta lineal hasta un
valor de esfuerzo (Omax) 44.21 = 1.50 MPa, deteniéndose la prueba a la fractura

con un desplazamiento de 3.33 £ 0.22 mm.
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Las curvas esfuerzo-desplazamiento obtenidas durante el ensayo de flexion

para PMMA vy las diferentes formulaciones se muestra en la figura 17.

—— PMMA
—— PMMA + 2.5 % LMWC
557 ——— PMMA + 5% LMWC

50 —— PMMA + 10% LMWC
45 M

Esfuerzo (MPa)

T T
0 2 4
Desplazamiento (mm)

Figura 17. Curva esfuerzo-desplazamiento en flexion para el PMMA vy las

diferentes formulaciones.

Se observo que el menor modulo de flexion lo presentd el grupo de PMMA
(tabla 2) el cual no llegd al minimo reportado por el fabricante (>2000 MPa); sin
embargo, las otras formulaciones si cumplen con la norma ISO 20795 ya que
obtuvieron médulos de flexion >2000 MPa. Ninguno de los compuestos evaluados
obtuvo el minimo de la resistencia a la flexion reportado por el ISO 20795, que es
de 60 MPa (Fig. 18).

Al realizar el analisis estadistico se encontré que existi6 una diferencia

significativa entre el grupo control y las formulaciones evaluadas, teniendo estas

mobdulos mas altos de flexion (p<0.05).
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Formulaciones del PMMA

Figura 18. Comparacién de los modulos de flexion del PMMA modificado con

quitosana a distintas concentraciones.

Tabla 3. Tabla comparativa de los promedios y DS de las propiedades mecanicas

de flexiéon en las diferentes formulaciones.

Propiedad PMMA PMMA +25 PMMA+5 PMMA+10%
% LMWC % LMWC LMWC

Modulo elastico 1883 £ 185 2156+ 44.62 2164 + 126.4 2066.83 =

(MPa) 170.24
Desplazamiento 3.39+043 2251019 2.8+0.19 3.331+0.22
(mm)

Esfuerzo 50.91 £ 3.51 40.58 + 2.88 47.75 + 442115
maximo (MPa) 1.75
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VI1.2.3Propiedades de tensidén

Durante el ensayo de tension, el PMMA puro, presenté un modulo de
738.11 £ 35.94 MPa. La curva esfuerzo vs. deformacion mostré una respuesta
lineal hasta un valor de esfuerzo (omax) 27.41 £ 3.58 MPa, deteniéndose la prueba
a la fractura con una deformacion de 5.12 + 1.01 %. Cuando el PMMA fue
modificado con 2.5% de quitosana de bajo peso molecular, el médulo de tensién
alcanzado fue de 714.18 + 58.95 MPa. En este caso, la curva esfuerzo vs.
deformacion, mostré una respuesta lineal hasta un valor de esfuerzo (Omax) 6.67

0.27 MPa y se detuvo la prueba a una deformacion de 31.02 + 2.80 %.

Cuando se incorporé 5% de quitosano, se obtuvo un médulo de tension de
557.73 £ 67.82 MPa. La curva esfuerzo vs. deformacion mostré una respuesta
lineal hasta un valor de esfuerzo (Omax) 67.89 + 3.32 MPa y deteniéndose la
prueba a una deformacién de 6.38 + 0.18 %. Finalmente, con 10% de quitosano
en el PMMA, se obtuvo un médulo de tension de 520.64 + 127.48 MPa. La curva
esfuerzo vs. deformacion mostré una respuesta lineal hasta un valor de esfuerzo
(Omax) 27.33 = 3.12 MPa y deteniéndose la prueba a una deformacion de 6.7131 +
1.38 %.

Las curvas esfuerzo-deformacion durante la prueba de tension para PMMA

y las diferentes formulaciones se muestra en la figura 19. En la tabla 3 se muestra

un resumen de las propiedades mecanicas de las diferentes formulaciones.
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—— PMMA
—— PMMA + 2.5 % LMWC
35 - —— PMMA + 5% LMWC
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Figura 19. Curva esfuerzo-deformacion durante el ensayo de

tension para el PMMA y las diferentes formulaciones.

Durante el ensayo de tension, el PMMA puro, presenté un modulo de
738.11 £ 35.94 MPa. La curva esfuerzo vs. deformacion mostré una respuesta
lineal hasta un valor de esfuerzo (omax) 27.41 £ 3.58 MPa, deteniéndose la prueba
a la fractura con una deformacion de 5.12 + 1.01 %. Cuando el PMMA fue
modificado con 2.5% de quitosana de bajo peso molecular, el médulo de tensién
alcanzado fue de 714.18 + 58.95 MPa. En este caso, la curva esfuerzo vs.
deformacion mostré una respuesta lineal hasta un valor de esfuerzo (Omax) 6.67

0.27 MPa y deteniéndose la prueba a una deformacion de 31.02 + 2.80 %.

Cuando se incorporé 5% de quitosano, se obtuvo un médulo de tension de
557.73 £ 67.82 MPa. La curva esfuerzo vs. deformacion mostré una respuesta
lineal hasta un valor de esfuerzo (Omax) 67.89 + 3.32 MPa y deteniéndose la
prueba a una deformacién de 6.38 + 0.18 %. Finalmente, con 10% de quitosano
en el PMMA, se obtuvo un médulo de tension de 520.64 + 127.48 MPa. La curva
esfuerzo vs. deformacion mostré una respuesta lineal hasta un valor de esfuerzo
(Omax) 27.33 = 3.12 MPa y deteniéndose la prueba a una deformacion de 6.7131 +
1.38 %.
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Tabla 4. Tabla comparativa de los promedios y DS de las propiedades

mecanicas de tension en las diferentes formulaciones.

Propiedad PMMA PMMA +25 PMMA+5% PMMA+10%
% LMWC LMWC LMWC
Maodulo 738.11 + 714.19 + 571.14 + 80.7 520.64 +
elastico 35.94 58.95 127.48
(MPa)
Deformacion 5.12 + 1.01 6.67 £ 0.27 6.93 + 1.02 6.71+1.38
(%)

Esfuerzo 2741 +£358 31.02+2.8 27.24 £ 2.5 27.33+£3.12
maximo
(MPa)

Si bien no se obtuvo la resistencia a la tension de 30 MPa, no incluida en la
norma pero sugerida por varios autores, como resistencia minima de tension que
deben soportar los acrilicos, no existi®6 una diferencia estadisticamente

significativa entre todas las formulaciones estudiadas (p<0.05).

V1.3 Morfologia de las superficies de fractura después de los ensayos de tension

Las fracturas de tipo fragil se presentan sin una deformacién apreciable y
por una propagacion rapida de la grieta. La direccion de la grieta es casi
completamente perpendicular a la direccidén de la fuerza de tension aplicada, y se
obtiene una superficie practicamente plana. La figura 20 muestra una imagen de la

superficie de fractura macroscopica después del ensayo de tension.
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Figura 20. Superficie de fractura de las probetas de tension en la formulacion de
PMMA (a) y PMMA + 10% LMWC (b).

Cuando estas superficies fueron observadas mediante microscopia
electronica de barrido (JEOL LV63) se apreciaron detalles adicionales. En la
superficie del PMMA se encontrd una faceta tipicamente plana, una topografia con
grietas que son caracteristicas de una falla por tipo fragil (figura 21 a). En las
superficies adicionadas con quitosana en las diferentes concentraciones, podemos
observar la topografia agrietada caracteristica del PMMA y particulas que miden
aproximadamente 105 um, tamafio aproximado de las particulas de quitosana

obtenidas después del tamizaje.

En la superficie de PMMA adicionado con 2.5% de quitosana (figura 21 b),
se observa una mayor distancia entre las particulas de quitosana y se observan
cavidades con una forma similar a la de las particulas de quitosana. En las
imagenes obtenidas de las superficies de 5% (figura 21 c) y 10% (figura 21 d) se
observé una topografia similar a la del 2.5%, pero con mayor presencia de
particulas por campo.
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Figura 21. Imagenes de SEM con magnificacion 100X de las superficies de
fractura del: a. PMMA; b. PMMA + 2.5% quitosana; c. PMMA + 5%
quitosana; d. PMMA + 10% quitosana obtenidas de la prueba de

tension.

V1.4 Adherencia de C. albicans a PMMA modificado con quitosana

Se contaron cuarenta campos por cada muestra a una magnificacion de
100X. El promedio de las levaduras de C. albicans adheridas a las superficies de
las diferentes muestras se resume en la tabla 4. Se analizaron 2 muestras de cada

grupo por triplicado.

Se observd que el grupo con mayor adherencia de C. albicans fue el de
PMMA (control), seguido por el de PMMA + 10 % de LMWC. EI grupo que menor
adherencia tuvo fue el de PMMA + 2.5% LMWC. En la figura 22 se observan
campos de cada una de las formulaciones a magnificacién 100x.
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Figura 22. Imagenes de microscopia Optica a magnificacion 100X de a. PMMA,;
b. PMMA + 2.5% LMWC; c. PMMA + 5% LMWC; d. PMMA + 10% LMWC.

Tabla 4. Promedio de células de C. albicans adheridas a las diferentes
superficies en cada ensayo.

Muestra PMMA PMMA + PMMA + PMMA +
2.5% LMWC 5% LMWC 10% LMWC

1 3.48 0.28 0.72 1.72
2 3.98 0.38 0.86 2.52
3 6.98 0.31 0.75 3.03
Promedio 4.82 0.32 0.77 2.42

Por otro lado, se observo en el MEB la superficie de la muestra del grupo
control (solo PMMA) después de realizadas las pruebas de adherencia, ya que
ésta presentd la mayor cantidad de C. albicans (Figura 14). En las imagenes se

pueden apreciar la presencia de C. albicans en forma de hifa y de blastoconidia,
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en forma ovoide y de seudohifa, es decir, con todas las morfologias que se han
reportado segun el estado de madurez.

Figura 23. Imagenes de SEM de las superficies del PMMA. a. con magnificacion
500X; b. magnificacion 1000X, c. magnificacion 3000X; d. magnificacion
6500X.

VI.5 Determinacion de la rugosidad mediante AFM

Con el objeto de eliminar la rugosidad como posible causa de la adhesion
de C. Albicans, se usd AFM. Los resultados obtenidos mostraron que la muestra
de PMMA tuvo una rugosidad promedio de 1.09 um, con 2.5% de quitosano 0.96
um y con 5% una rugosidad de 1.13 uym. La muestra con 10% de quitosano era
tan rugosa que no fue posible medirle este parametro. Las muestras con alto
contenido de quitosano fueron las mas rugosas, siendo la adhesion de C. albicans
a estas mayor. La figura 15 muestra la topografia obtenida por AFM para estas

muestras.
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Figura 24. Topografia de las superficies de PMMA modificado con quitosano. a.
PMMA puro; b. PMMA con 2.5% de quitosano y c. PMMA con 5% de quitosano.
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VIl Discusion

El quitosano tiene varias ventajas sobre otros desinfectantes, ya que posee
una alta actividad antimicrobiana, un espectro mas amplio de actividad, alta tasa
de destruccidn contra patégenos y menor toxicidad para células mamiferas. Tayel
y Cols., reportaron actividad antimicrobiana del quitosano a concentraciones de
2000, 1750 y 1250 mg/L, dependiendo de los diferentes grados de acetilacion,
contra C. albicans (46), valores superiores a los encontrados en este estudio,
pudiendose deber a que la actividad antimicrobiana esta influenciada por diversos
factores como el tipo de quitosano, grado de polimerizacién, de acetilacion, el
disolvente, pH y el microorganismo involucrado. Por otro lado, la actividad
antifungica reduce las infecciones micoticas, el crecimiento micelial, la produccion
de esporas y la germinacion de hongos (45). Mediante esta prueba se comprobé
el efecto antifungico del quitosano de bajo peso molecular a utilizar.

En este estudio se encontrd, que a partir de la concentracion de 1% de
acido acético, existid una inhibicion producida unicamente por éste, similar a lo
reportado por Costa y cols., que reportaron actividad del acido acético a partir de

una concentracion del 1% (67).

Por otro lado, la integracion del quitosano a las muestras de PMMA no se
logro de manera homogénea, ya que la quitosana no es soluble en el metacrilato
de metilo, mondmero utilizado en la polimerizacion del PMMA. Para evitar este
problema se sugiere modificar al quitosano bajo una reaccion de desacetilacion en
condiciones heterogeneas para generar una distribucion irregular de los grupos N-
acetyl-D-glucosamina y los residuos de D-glucosamina, bloqueando la distribucion
de los grupos amino a lo largo de la cadena polimérica, los cuales estan
relacionados con su solubilidad (45). Al inicio de este trabajo, se realizaron
ensayos con el fin de modificar la quitosana al anadirle glicidil metacrilato (GMA),
para funcionalizarlo con el metacrilato de metilo (MMA), pero la solubilidad de la
quitosana modificada en MMA se mantuvo baja, probablemente a un posible
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entrecruzamiento de los grupos amino del quitosano y el GMA por lo que se
abandon¢ esta reaccion (10).

Durante éste trabajo, se utiliz6 PMMA transparente con el fin de observar la
distribucion del quitosano y su afectacién en el color, lo cual es importante en
términos estéticos. En este sentido, se observé que a una concentracion del 10%
de quitosana si afectd visiblemente su claridad optica. Sin embargo, éste efecto
negativo puede ser compensado por su efecto antifungico en tratamientos con
materiales de rebase o acondicionador de tejido (53). Existi6 una mayor
adherencia de C. albicans a las muestras de PMMA (grupo control), seguida del
grupo de PMMA +10% LMWC, probablemente al no ser una mezcla homogénea,
algunas particulas perdidas del LMWC causaron porosidades que permitieron
zonas de mayor retencion, ya que en los resultados del MEB se observo en las
superficies de fractura zonas huecas con la forma de la particula del quitosano,
sugiriendo el desprendimiento de la particula al no existir una interfase quimica
entre ambos polimeros. Se observé una disminucion de la adherencia de las
cepas entre un 93.36% y un 49.79% cuando se empled 2.5 o0 5% de quitosano, de
la misma manera, Costa y Cols. reportaron una disminucién de la adherencia
contra C. albicans en de mas de un 90% al realizar un estudio de adherencia en
superficies de aluminio revestidas con quitosano (67).

La higiene es un prerequisito para la salud bucal, siendo ésta dificultada en
pacientes geriatricos, generalmente portadores de protesis. Es por esto que es
importante el uso de sustancias que eviten la adherencia de patogenos,
especificamente C. albicans al ser esta la mas relacionada con la ESP ya que es
un paso esencial y necesario para la colonizacién y por ende la patogénesis
(38,39).

Si bien es importante la determinacion de la accion antimicrobiana de los

compuestos agregados a los materiales poliméricos con el fin de evitar o disminuir

la adherencia microbiana, también es importante valorar si existe alguna alteracion
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en sus propiedades mecanicas, debido a que son sometidos a diversas cargas en
la cavidad oral (68). La fractura de las prétesis dentales de PMMA es el resultado
del debilitamiento de las propiedades mecanicas por su mala manipulacion, alguna
modificacion, o debido a otros factores de tipo bioldgico. En general, las bases
para dentadura removibles son sometidas a diferentes tipos de esfuerzos, entre
los que se encuentran fuerzas de compresion, tension, flexion y cizallamiento, que
pueden producir fracturas de las protesis dentro de la cavidad bucal ya que se ha
demostrado que las cadenas poliméricas se distorsionan alrededor de la zona de
concentracion de estos esfuerzos (69). En este estudio se realizaron pruebas de
compresion, flexion y tensién, basados en los estandares ISO 5833, 20795 y
ASTM D-638. En relacién a las propiedades de compresion, no todas las muestras
evaluadas alcanzaron el valor minimo de resistencia a la compresiéon de 70 MPa,
sin embargo, la variacion entre el grupo control y las diferentes formulaciones se
encuentran dentro del mismo intervalo. A diferencia de las pruebas de flexién, en
las cuales si se observo una diferencia estadisticamente significativa. Si bien se
observé que el modulo de flexidn minimo requerido por la norma fue superior a
2000 MPa, ninguno de los compuestos evaluados alcanzé el minimo de la
resistencia a la flexion reportado por el ISO 20795 (60 MPa). En general, se
observd una mayor resistencia a la flexion en todos los grupos con quitosana
comparado con el PMMA puro, coincidiendo con lo reportado por Zuhair J et al.
(70). Esto es relevamente debido a que las prétesis dentales preparadas con
PMMA tienen un soporte en la mucosa oral, la cual es resiliente, por lo que las
protesis deben ser obtenidas con materiales rigidos con el fin de minimizar el

proceso de reabsorcion ésea (53).

En cuanto a los resultados de tension, solo se obtuvo un valor superior al
minimo aceptado de 30 MPa de resistencia a la tension en el grupo de PMMA +
2.5% de quitosana. No obstante al compararlo con los demas grupos no existio
una diferencia estadisticamente significativa. Los materiales de uso dental,

generalmente experimentan menos cargas de tension (53).
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Al ser analizadas las superficies de fractura de las muestras que fueron
sometidas a cargas de tension se observaron vacios en ciertas zonas, causados
por las particulas de quitosano, lo que sugiere la pobre interface entre el acrilico y
la quitosana. Se observo una morfologia de superficie muy similar en todos los
compuestos, variando unicamente en términos de la proximidad entre las

particulas de quitosana.

Se observd en AFM que la rugosidad de la superficie fue mayor en las
muestras con 5%, mas fue similar a la del grupo control. La que menor rugosidad
presenté fue la de 2.5%, la cual también presenté la menor adhesion de C.
albicans. Esto es importante debido a que la rugosidad es un factor predisponente
a la adherencia microbiana (71), contrario a esto, Tsutsumi y Cols. reportaron que
la rugosidad no favorecié la adherencia de C. albicans, sin embargo pulieron la
superficie del PMMA y excluyeron cualquier muestra con Ra < 0.10 um (72).
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VIl Conclusiones

. El quitosano de bajo peso molecular y de 70% de grado de desacetilacién
demostro6 tener actividad antifungica contra C. albicans.

. No se observo la formacion de una interface adecuada entre el quitosano y
el PMMA al formular las mezclas debido a una pobre solubilidad de la

quitosana en el monémero de MMA.

3. Se observé un cambio en el color en la formulacion del 10% de quitosano.

4. Hay un ligero efecto reforzante (aumento del modulo) de la quitosana en

compresion a bajas concentraciones (10%) y en flexion hasta el 5%, pero
no en tension.

. La muestra que menor rugosidad mostro fue la de 2.5%, la de 10% fue tan
alta que no pudo medirse.

. La presencia del quitosano de bajo peso molecular disminuy6 la adherencia
de C. albicans, en especial a una concentracion de 2.5%, sugiriendo el

papel de la rugosidad en la adherencia
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IX Recomendaciones para trabajos futuros

Realizar pruebas de fatiga en una protesis total.

Mejorar la interface acrilico-quitosana probablemente con un plasma de
oxigeno.

Determinar otros parametros exigidos por la norma ISO 20795 tales como
monomero residual.

Evaluar el efecto del PMMA modificado a mediano plazo.
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