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ABSTRACT: The objective of this study was to determine the bacterial inhibition on S. aureus, E.
coli and E. faecalis, as well as the cytotoxicity of thermo-polymerizable acrylic (PMmA) enriched
with copper nanoparticles (Cu NPS) on human gingival fibroblasts. Cu NPs are an area of interest
in dentistry especially for its potential antibacterial effect. PMMA is one of the materials whose
use is very widespread in current dental practice, but it has bacterial and fungal proliferation,
which is why it is necessary to look for new strategies for its improvement. The data obtained in
the present study show that the incorporation of Cu NPs in the surface of the PMMA improves its
antibacterial properties, either through the inhibition of the bacterial growth, as well as in the
bacterial adhesion to its surface. In addition, it exhibits adequate cytotoxicity since it turned
out to be light to moderate. Due to the above, this material could be an option to be used in
removable prosthesis bases of thermocurable PMMA.
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RESUMEN: El objetivo de este estudio fue determinar la inhibicion bacteriana sobre S. aureus, E.
coli y E. faecalis, asi como la citotoxicidad de acrilico termopolimerizable (PMMA) enriquecido
con nanoparticulas de cobre (Cu NPs) sobre fibroblastos gingivales humanos Las Cu NPs resul-
tan un area de interés en odontologia especialmente por su potencial efecto antibacterial. El
PMMA es uno de los materiales cuyo uso se encuentra muy difundido en la actual practica odon-
tologica, pero presenta proliferacion bacterianay flingica, por lo cual es necesario buscar nue-
vas estrategias para su mejoramiento. Los datos obtenidos en el presente estudio muestran
que la incorporacion de Cu NPs en la superficie del PMMA mejora sus propiedades antibacteria-
nas, ya sea a través de la inhibicion del crecimiento bacteriano, asi como en la adhesion bacte-
riana a su superficie. Ademas, exhibe adecuada citotoxicidad ya que ésta resulto ser de ligera a
moderada. Debido a lo anterior, este material podria ser una opcion para ser empleado en
bases de prétesis removibles de PMMA termocurable.

PALABRAS CLAVE: nanoparticulas de cobre, resinas acrilicas, crecimiento bacteriano, viabilidad
celular, biocompatibilidad.

Introduccion

Las resinas acrilicas son polimeros muy utilizados en odontologia, pues
constituyen un material costeable, accesible y de facil manipulacién. (Frazer
etal., 2005). Las resinas acrilicas de interés en odontologia son las derivadas
del 4cido acrilico y del dcido metacrilico, que polimerizan por adicién y pre-
sentan propiedades adecuadas en cuanto a su estabilidad fisicoquimica, ma-
nipulacién y estética (Pfeiffer y Rosenbauer, 2004). El acrilico termopolime-
rizable es uno de los materiales cuyo uso se encuentra mas difundido en la
actual practica odontoldgica, con éste se fabrican, usualmente, tanto dientes
provisionales como bases para dentaduras parciales o totales, mediante la
polimerizacién de particulas de polvo de polimetilmetacrilato (PMMA) pre—
polimerizado mezcladas con monémero de metacrilato de metilo (MMA)
(Wieckiewicz et al., 2016). Sin embargo, la frecuente colonizacién de las su-
perficies acrilicas puede generar la presencia de inflamacién, dolor e infeccio-
nes que afectan a los pacientes que han sido rehabilitados con este material.
Diferentes especies de Candida y de bacterias se han aislado del 63.3% de las
prétesis y de los tejidos bucales de los pacientes desdentados en compara-
cién con aquellos pacientes que conservan sus dientes (Abbas A. Jafari et al.,
2014). Debido a esto, la busqueda de nuevas estrategias para la mejora de
este material es indispensable (Arenas—Arrocena et al., 2017).

El desarrollo en la manufactura de este tipo de polimeros es notable y se
ve favorecido por los avances tecnoldgicos actuales, resultando de particular
interés para dreas emergentes y prometedoras como la nanotecnologia en
donde en fechas recientes las investigaciones se han enfocado en el desa-
rrollo de polimeros combinados con Nps metdlicas (Allaker y Memarzadeh,
2014). La nanotecnologia es considerada una tecnologia reciente que par-
tiendo de dimensiones de 1 a 100 nm manipula los materiales con la fina-
lidad de mejorar el disefio, elaboracién y propiedades de los mismos a nivel
macroscopico (European—Commission 2014).
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Con base en la nanoescala antes referida las particulas esféricas dentro
de este rango son denominadas nanoparticulas (NPs) y éstas poseen propie-
dades tnicas en relaciéon con su naturaleza, tamario, distribucién, morfo-
logia y tendencia a la aglomeracién (Uskokovic, 2013). Si bien la nanotecno-
logia se ha visto inmersa en todos los campos de la odontologia, destaca
principalmente su aplicacién en la elaboracién de materiales de restauracién
para potenciar sus propiedades y conferirles otras deseables, como propie-
dades antibacterianas; este potencial efecto resulta de particular interés en
materiales que se utilicen para aplicaciones clinicas que impliquen un mayor
riesgo para el desarrollo y crecimiento bacteriano, como lo son las bases para
dentaduras (Hannig y Hannig, 2013).

Las nanoparticulas metalicas m4s utilizadas y estudiadas en cuanto a su
efecto antibacterial son las de diéxido de titanio, plata y éxido de zinc. Sin
embargo en fechas recientes las nanoparticulas de cobre (Cu Nps) han resul-
tado un drea de interés debido a sus propiedades antimicrobianas y antifun-
gicas, lo que lo hace un elemento promisorio y potencialmente viable para
distintas aplicaciones(Camacho-Flores et al., 2015). En un estudio in vitro
evalué la actividad antimicrobiana de las Cu NPs y se encontr6 que la concen-
traciéon minima inhibitoria (Mic) fue de 10 pg/ml para E. coli, mientras que
para S. aureus 'y S. mutans fue de 100 pg/ml. (Argueta-Figueroa et al., 2014),
sin embargo no se evalud la biocompatibilidad. Al revisar la literatura es no-
torio que se ha determinado dicha actividad antimicrobiana en las nanoparti-
culas metdlicas, pero es infrecuente que también se evalué simultdneamente
su citotoxicidad. En otro estudio, se determiné la citotoxicidad en células pro-
venientes de la epidermis de la piel humana de microparticulas y NPs de 6xido
de cobre (II) (CuO) asi como de cloruro de cobre (CuCl,), con fines de compa-
racion, el contenido de cobre en todos los grupos fue equivalente a 0.21 mg/
ml (170 ppm) y se encontro que la viabilidad celular disminuy6 al 50% con las
microparticulas de CuO, al 87% con NpPs de CuO, y al 83% con CuCl, (Cohen
etal. 2013). Sin embargo, se ha postulado que el andlisis del impacto biolégico
y los posibles efectos citotéxicos de los materiales, y en especial de las nano-
particulas, debido a sus interacciones a nivel celular, deben ser determinados
a la par, con la finalidad de ponderar el riesgo-beneficio de dichos materiales
para un uso eficiente y responsable (Garcia—Contreras et al., 2015).

Por lo tanto, el propésito de este estudio fue determinar la inhibicién
bacteriana (sobre S. aureus, E. coli y E. faecalis) asi como la citotoxicidad (sobre
fibroblastos gingivales humanos) de acrilico termopolimerizable (PMMA) en-
riquecido con nanoparticulas de cobre.

Material y método
Materiales

Cloruro de cobre (CuCl,, Sigma-Aldrich, St Luis, MO, EUA.), borohidruro de
sodio (NaBH,, Sigma-Aldrich), citrato de sodio (NazC4Hs;0,, Sigma-Al-
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drich), alcohol isopropilico (Karal, S. A. de C. V. Leén, Gto., México), yeso
(Tipo IV, Manufacturera Dental Continental S. A. de C. V. México), separador
yeso-yeso (Mcd dental, Zapopan, Jal. México), acrilico termopolimerizable
(PMMA, Opticryl, New Stetic, Powerline Road, Florida, EUA), metilmetacri-
lato (Opticryl, New Stetic), caldo Mueller-Hinton (Sigma-Aldrich), agar
Mueller-Hinton (Sigma-Aldrich), 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difenilte-
trazol (MTT, Sigma-Aldrich), dimetilsulféxido (Dmso, J. T. Baker, Phi-
llipsburg, NJ, EUA), Alfa Modificacién del Medio de Eagle (a—-MEM, Life Te-
chnologies, Gibco®, Gran Island, NY, EUA), suero fetal bovino (FBS, Life
Technologies, Gibco®), penicilina/estreptomicina (Life Technologies, Gib-
co®) y Glutamax (Life Technologies, Gibco®), tripsina (Life Technologies,
Gibco®), EDTA-2Na (Life Technologies, Gibco®), solucién buffer (pBS(-),
Life Technologies, Gibco®).

Sintesis de las nanoparticulas de cobre

La sintesis de Cu NPs se realiz6 mediante el método de reduccién quimica de
acuerdo con un método previamente reportado (Argueta-Figueroa et al.,
2014) con ligeras modificaciones; se emple6é CuCl, como precursor, NaBH,
como agente reductor y citrato de sodio como agente estabilizador, este ulti-
mo se agregd a la solucién de las nanoparticulas de cobre cuando la reaccién
se completd y se mantuvo en agitacién por 10 minutos mds. El producto ob-
tenido, se lavé con acetona tres veces con el propdsito de retirar residuos de
la reaccién. Las nanoparticulas se suspendieron en agua deionizada, alcohol
isopropilico, o se secaron a 60 °C antes de realizar los andlisis correspondien-
tes de acuerdo a la naturaleza de cada prueba como se describe a continua-
cién en las secciones posteriores.

Caracterizacion de nanoparticulas

Se llevé a cabo la caracterizacién de las nanoparticulas de cobre suspendi-
das en solucién acuosa a través del andlisis Uv-vis, empleando un espectro-
fotémetro (Thermo Scientific, St. Luis, MO, EUA). El espectro obtuvo en un
rango de 400-800 nm.

El andlisis de tamaifio de particula y morfologia se realizé mediante mi-
croscopia de transmision electrénica, TEM (JEOL mod. JEM-1010). Las na-
noparticulas de cobre se suspendieron en alcohol isopropilico, se sonicaron
durante media hora y se colocé una gota en una rejilla de cobre recubierta
con fomvar y carbono para la obtencién de las micrografias.

Por otro lado, la fase cristalina y la composicién de las nanoparticulas de
cobre se determinaron a través de difraccién de rayos X (DRX), utilizando un
difractémetro Bruker D8 Advance de rayos X (Frankfurt, Alemania), ope-
rado a 35 kV, 30 mA, con radiacién CuKal (longitud de onda A = 1,5406 A
y filtro de cobre. El difractograma de rayos X se obtuvo en un rango de 20 de
0° a 80° con una velocidad de paso de 0.049°.
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Procesamiento de los discos de acrilico termopolimerizable (PMMA)

Se fabricaron discos de cera rosa toda estacién con un tamario de 15 mm de
didmetro con un grosor de 3 mm, lo cual permiti6 que los discos fueran colo-
cados en los pocillos de la microplaca de 24 pocillos. Se pulieron los discos de
cera con espatula de lecrén y se alisaron con monémero y gasas. Todas las su-
perficies internas de la mufla se aislaron con petrolato para evitar que el yeso
se adhiriera a ellas. Se verti6 yeso tipo IV en la parte inferior de la mufla, se co-
locaron discos de cera, previa aplicacién de petrolato en la superficie de los dis-
cos e introduciendo hasta la mitad del grosor de éstos para evitar retenciones.

Después de que el yeso fragud, se aislé la superficie de éste con sepa-
rador yeso—yeso y se inicié una segunda fase de inclusién de yeso tipo IV ce-
rrando con la mufla superior y cubriendo los discos con el yeso. Una vez ter-
minado el tiempo de fraguado del yeso, se abrié la mufla y se retiraron los
discos de cera. Se prepar6 PMMA termopolimerizable colocando el moné-
mero en un recipiente de vidrio y sobre éste se adicioné el polimero en una
relacién de tres partes de polimero y una parte de monémero en volumen. El
recipiente permanecié cerrado hasta que el acrilico alcanzé el estado fila-
mentoso, entonces se colocé en la mufla, se cubrié con una ldmina de polie-
tileno y se cerrd la mufla. La mufla se prensé en forma lenta hasta llegar a
1500 psi. Se descargé la prensa, se destapé la mufla y se removié la pelicula
de polietileno, retirando el excedente de acrilico. Se cerré nuevamente la
mufla y se aplicé una presién definitiva de 2000 psi. Después del prensado
final y todavia bajo presién, se instalaron los tornillos, hasta que éstos se
apoyaron en la superficie de la mufla.

El horno de microondas que se empleé para la polimerizacién, debe
tener una potencia minima de 800 watts y maxima de 1300 watts. Se colocd
la mufla sobre el plato giratorio dentro del horno, con los tornillos hacia
abajo. En la primera fase, se programé el horno 3 minutos a una potencia de
40%. En la segunda fase, se dejé 4 minutos con la mufla dentro del horno
apagado. En la tercera fase, se programé el horno 3 minutos a la maxima po-
tencia. Por dltimo, se retir6 la mufla del microondas y se colocé en una tina
con agua fria, durante 45 minutos. Posteriormente, se retiraron los tornillos
de la mufla y se separan cuidadosamente la mufla de la contramufla. Se eli-
minaron las irregularidades de la muestra dejando una superficie lisa y tersa
con ayuda de lijas de agua grano fino.

Recubrimiento del acrilico termopolimerizable (PMMA)

con nanopatrticulas de cobre

Los discos de acrilico se colocaron en el Spin Coater (Holmarc Opto-mecha-
nics, modelo HO-TH-05, Kalamassery, India) y se recubrieron con 40ul de Cu
NPs a diferentes concentraciones (31.5, 15.75, 7.875, 3.9375 y 0 pg). Se inicié
dicho recubrimiento colocando 40 ul de la solucién de las nanoparticulas con
el dispositivo funcionando a 1500 rpm por 15 sy, posteriormente, a 1200 rpm
por otros 15 s. Por dltimo, se colocaron los discos en el horno a 60 °C por 60 s.
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Evaluacion de la inhibicion bacteriana en acrilico termopolimerizable
(PMMA) con nanoparticulas de cobre

Los experimentos sobre la actividad antimicrobiana se llevaron a cabo segiun
lo descrito por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI)
(Wikler 2009). La inhibicién bacteriana de las Cu NPs en los discos de acrilico
termopolimerizable (PMMA) se probé contra las bacterias patégenas huma-
nas Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Enterococcus faecalis determinando
la concentracién inhibitoria minima (MIC) y la concentracién bactericida mi-
nima (MBC) siguiendo el método de dilucién en caldo. En una microplaca de
24 pocillos se colocaron los discos de acrilico con recubrimiento a diferentes
concentraciones de Cu NPs, discos de acrilico sin recubrimiento, controles po-
sitivo y negativo, cada una por triplicado.

En cada pocillo se adicion6 1 mL caldo Mueller-Hinton. Previamente se
habian empleado medios selectivos para cultivar cada cepa y después cada
una se cultivé en medio no selectivo y se incub6 a 37 °C durante 24 h, el dia
previo al experimento, para obtener cultivos bacterianos frescos, los cuales
se usaron para preparar el respectivo patrén de McFarland de cada cepa bac-
teriana. Cada patrén de McFarland se diluy6 en relacién 1:20 utilizando so-
lucién salina al 8%. Después de la colocacién de los discos en cada pocillo se
inoculé cada uno asépticamente con la respectiva suspension bacteriana (la
concentracién final fue de aproximadamente 5 x 10° CFU/ml). Una vez ino-
culada, la microplaca se incub6 a 37 °C durante 24 h, en una incubadora con
agitacién a 200 rpm. Se traspasaron 100 pl de la solucién de cada uno de los
pocillos a una caja de 96 pocillos y se agregaron 100 pl de MTT (0.0002 g/
ml) disuelto en PBS en cada pocillo, se incubd la placa durante 4 h y se adi-
cionaron 100 pl de DMSO en cada pocillo. La presencia o ausencia de tur-
bidez en cada pocillo se observé mediante el método MTT. La densidad 6p-
tica se ley6 en un lector de microplaca (Thermo Scientific, St. Luis, MO,
EUA) a 595 nm.

Los resultados se expresaron como porcentaje de las bacterias viables
en comparacién con los controles no tratados. La concentracién minima de
los pocillos que no mostraron turbidez (ausencia a simple vista de los cris-
tales de formazano) se registr6 como MIC, para cada cepa bacteriana. El
MBC se identific6 mediante la determinacién de la concentracién mas baja
de agente antibacteriano que reduce la viabilidad del inéculo bacteriano ini-
cial por 2 99.9% o > 3 log de reduccién del recuento de indculo. Para esto, se
subcultivaron los pocillos en placas de agar Mueller-Hinton para corro-
borar los datos obtenidos a partir de la lectura de la densidad 6ptica antes
mencionada.

Evaluacion de la adhesion bacteriana en acrilico termopolimerizable
(PMMA) con nanoparticulas de cobre

Se realizaron experimentos de adhesién bacteriana utilizando cepas dos bac-
terianas gram—positivas (S. aureus y E. faecalis) y una cepa gram—negativa (E.

[



www.mundonano.unam.mx | ARTiCULOS | Mundo Nano
http://dx.doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2018.21.62549 | 11(21), 45-60, julio-diciembre 2018
L. Argueta-Figueroa, D. I. Mesta-Pichardo, N. Torres-Gomez, 0. Martinez Alvarez, A. D. Paulino-Gonzalez, M. C. Arenas-Arrocena

coli). La prueba de adhesién bacteriana se realizé como sigue: en una caja de
24 pocillos, se colocaron 6 ml de caldo nutriente Mueller-Hinton en cada
uno de los pocillos. Posteriormente se inocularon los pocillos con la respec-
tiva cepa bacteriana a una concentracién equivalente a 0.5 de McFarland, es
decir, de 1 x 108 CFU/mL. A continuacién, los especimenes (discos de PMMA
con nanoparticulas de cobre a diferentes concentraciones, asi como los con-
troles de PMMA sin nanoparticulas) se colocaron en los pocillos. Después de
24 h de incubacién a 37 °C bajo agitacién continua a 100 rpm, se retiraron
cuidadosamente los especimenes del medio, las bacterias adheridas se lava-
ron con PBS para retirar a aquellas bacterias que se encuentran no adheridas
alos especimenes. Las bacterias adheridas a cada disco de PMMA se removie-
ron con hisopos estériles y se cuantificaron mediante subcultivos de 100 pl a
una placa de agar Mueller-Hinton y se contaron las bacterias supervivientes
después de 24 h de cultivo a 37 °C como CFU. Cada experimento se repiti6
por triplicado.

Evaluacion de la citotoxicidad en acrilico _
termopolimerizable (PMMA) con nanoparticulas de cobre

Cultivo celular. Se subcultivaron fibroblastos gingivales humanos (HGF) en su
divisi6én celular nimero 8 en un plato de 10 cm con 0—MEM, EBS, penicilina
100 Ul/mL, estreptomicina 100 mg/ml y 1% de Glutamax. Las células se re-
cogieron después mediante tratamiento con tripsina al 0.25%, EDTA-2Na
en PBS(-).

Ensayo de actividad citotéxica. Se inocularon células HGF (2 x 105 células/ml)
en cada pocillo de una microplaca de 24 pocillos y se incubaron durante 48 h
para conseguir la adherencia y proliferacién celular completa. En cada poci-
llo se colocan los discos de acrilico con recubrimiento a diferentes concentra-
ciones de Cu NPs, discos de acrilico sin recubrimiento, controles positivo y
negativo, cada uno por triplicado, se incubé por 24 h. El porcentaje de célu-
las viables se determiné mediante el método MTT. Este método consiste en
reemplazar el medio de cultivo con MTT (0.2 mg / ml) disuelto en DMEM y las
células se incubaron durante 4 h a 37 °C. Después de sustituir el medio, el
producto de formazano se disolvié con DMSO. Las células viables permane-
cen en el fondo de los pocillos, por lo que el sobrenadante se separa y se lava
tres veces, después se realizan las lecturas de los pocillos a una absorbancia
6ptica de 570 nm usando un lector de microplacas. Adicionalmente, se obtu-
vieron imdgenes en el microscopio 6ptico (Leica DMIL Led, Axi CAM MRC
Zeiss, Alemania). El grado de citotoxidad se clasificé de acuerdo con la 1S0O
10993-5, Evaluacién biolégica de dispositivos médicos, Parte 5: pruebas de
citotoxicidad in vitro, la cual clasifica como no citotéxico (viabilidad celular
superior al 75%), ligeramente citotéxica (viabilidad celular que varia entre
50% y 75%), moderadamente citotdxica (viabilidad celular que varia entre
25% y 50%) y severamente citotéxica (viabilidad celular inferior a 25%).
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Resultados y discusion

Caracterizacion

El cobre, conocido desde hace mucho tiempo por su actividad antibacteriana
y por su costo relativamente bajo, es un atractivo agente biocida (Camacho-
Flores et al., 2015). El coste econémico de las NPs de cobre es bajo en compa-
racién con otros nanomateriales metalicos como el oro yla plata. El uso prac-
tico de las nanoparticulas de Cu se enfrenta a la principal dificultad que
surge de su inestabilidad debido a la oxidacién que sufre en contacto con el
ambiente. Ademads, la estabilidad coloidal de las nanoparticulas asi como su
solubilidad en agua son factores indispensables para su potencial uso en
aplicaciones bioldgicas. Por lo que el empleo de nanoparticulas solubles en
agua es necesario para asegurar su solubilidad en este medio. En lo que res-
pecta a la caracterizacién de las nanoparticulas de cobre, en la literatura se
ha reportado que las nanoparticulas de cobre metdlico tienen una banda de
absorcién centrada en 570 y 600 nm asignada a la resonancia del plasmén
superficial, pero debido a que el cobre se oxida ficilmente en condiciones
ambientales, las nanoparticulas podrian presentar una monocapa de 6xido
la cual puede ser identificada como una banda de absorcién residual centra-
da en 800 nm (Khanna et al., 2007; Zhang et al., 2010; Silvester et al., 1991).
En la figura 1, se observa un valor mdximo en 593 nm, por lo que podemos
concluir que se obtuvieron nanoparticulas de cobre metalico y que el surfac-
tante utilizado evité la oxidacién, ya que no se observa la banda de 800 nm
correspondiente al é6xido de cobre.

En la figura 1b), se muestra la micrografia del producto de la sintesis de
las nanoparticulas de cobre recubiertas con el citrato, se distingue que las na-
noparticulas tiene una morfologia similar y una distribucién de tamario uni-
forme. Se observa un aglomerado de nanoparticulas poliedrales, las cuales
presentan un tamafio promedio de menor a 20 nm.

En la figura 1c) se muestra el patrén de difraccién obtenido, los picos de
difraccién indexados (111), (200) y (220), indican la presencia de cobre me-
talico, al ser comparados con la tarjeta cristalografica JcpDs 04-0836.

Evaluacion de la inhibicion bacteriana en acrilico termopolimerizable
(PMMA) con nanoparticulas de cobre

Las nanoparticulas metélicas pueden incorporarse en la superficie de un poli-
mero o incorporarse a la matriz. En particular, las nanoparticulas de cobre han
sido impregnadas en la superficie de fibras de algodén, latex y otros materiales
poliméricos (Borkow y Gabbay, 2005).

Los resultados de este estudio pueden observarse en la figura 2, donde
hay un efecto de inhibicién del crecimiento bacteriano sobre las bacterias en
estudio al estar en contacto con las nanoparticulas de cobre sobre los discos
de PMMA. En diversos estudios se ha mostrado que las técnicas actuales para
procesar bases acrilicas para dentaduras producen cierto grado de porosi-
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FIGURA 1 a) Espectro Uv-vis de las nanoparticulas de cobre. b) Micrografia de TEM en donde se aprecia
la morfologia y tamafio de las Cu NPs sintetizadas. c) Difractograma de las nanoparticulas de cobre.
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dades, las cuales permiten la colonizacién bacteriana (Lee, Lee y Nam, 2008).
Una forma de abordar este problema es cubriendo la superficie de PMMA con
nanomateriales que exhiban un efecto antimicrobiano. Desde la introduccién
de agentes antimicrobianos basados en nanoparticulas, éstos han generado
un gran interés (Garcia—Contreras et al., 2011). Se han discutido diversos me-
canismos para explicar la actividad de los materiales nanoestructurados,
como la liberacién de iones desde la superficie de las nanoparticulas, la inter-
nalizacién a través de la pared celular, la produccién de especies reactivas de
oxigeno y el dafio estructural ala membrana debido a vértices presentes en la
morfologia de las nanoestructuras (Lemire, Harrison y Turner, 2013; Fu et
al., 2014; Mandal, 2016; Van Dong, Ha y Kasbohm, 2012). Por lo que resulta
crucial la busqueda de superficies que cuenten con efecto de inhibicién bacte-
riana. A la maxima concentracién de estudio, que fue 31.5 pg por disco de
PMMA, se encontré una reduccién del crecimiento bacteriano de 99.9%,
99.8% y 91.3% para S. aureus, E. coli y E. faecalis, respectivamente, lo que in-
dica que existe una inhibicién bacteriana considerable. En este estudio se em-
plearon S. aureus y E. coli como referentes para bacterias gram positivas y
gram negativas, respectivamente.

Se observa en el presente estudio al igual que los resultados de otros re-
portes en la literatura que las bacterias gram positivas resultan mas sensi-
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FIGURA 2. Grafico de la inhibicion del crecimiento bacteriano al estar en contacto con las nanoparti-
culas de cobre sobre PMMA a diferentes concentraciones.
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bles en comparacién con las gram negativas a la accién de las nanoparti-
culas, lo cual es atribuible al tipo de membrana. Mientras que las bacterias
gram negativas presentan dos membranas lipidicas entre las que se localiza
una fina pared celular de peptidoglicano, las bacterias gram positivas pre-
sentan una unica membrana lipidica, siendo la pared de peptidoglicano
mucho mads gruesa. Sin embargo, la bacteria que se empled por su resis-
tencia a muchos agentes antibidticos fue E. faecalis. Dicha bacteria se carac-
teriza por resistir condiciones consideradas extremas, como ser capaz de
sobrevivir en un medio con un pH de hasta 11 (McHugh et al., 2004). Por lo
que el efecto de la inhibicién bacteriana alcanzada en este estudio fue menor
que en las dos bacterias mencionadas anteriormente; por lo tanto, para E.
faecalis, el efecto del PMMA-Cu NPs puede considerarse bacteriostatico. En
otros estudios se ha reportado el uso de nanoparticulas metalicas para pro-
porcionar al PMMA un efecto antimicrobiano. Se ha determinado la inhibi-
cién bacteriana de PMMA-Cu NPs inmovilizadas con bentonita para S. au-
reus (ATcC 25123), y los autores concluyeron que este material exhibe un
efecto bacteriostatico para la cepa en estudio (Weickmann et al., 2005).
Ademas se ha desarrollado un material de PMMA-didéxido de titanio (TiO,)
con actividad antibacteriana, para la fabricacién de prétesis dentales im-
presas en 3D (Totu et al., 2017). Al parecer, el PMMA-TiO, (preparado por
sol-gel) presenta un efecto antibacteriano fotoinducido para la reduccién
en el crecimiento bacteriano bajo la luz natural interior, pues casi el 100%
de S. aureus y E. coli, se inactivaron con 2 horas de iluminacién. En compa-
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racién con el PMMA sin ningun tratamiento, también se demuestra la capa-
cidad superior de antiadhesién de la superficie de PMMA-TiO,. (Su et al.,
2010). Otras nanoparticulas de 6xido metalico que también se han utili-
zado para su integracién a PMMA son las nanoparticulas de diéxido de
hierro. Estas nanoparticulas mejoraron las propiedades antimicrobianas y
mecanicas de las resinas acrilicas (Acosta-Torres et al., 2014). También se
ha demostrado que la incorporacién de nanoparticulas en el PMMA resulta
en un material biocompatible y que presenta buenas propiedades fisicas y
mecanicas (Moreno—Maldonado et al., 2012).

Evaluacion de la adhesion bacteriana en acrilico termopolimerizable

(PMMA) con nanoparticulas de cobre

Se encontré que existe una disminucién de la adhesién bacteriana de las cepas

en estudio a la superficie de PMMA con nanoparticulas cobre que es dosis—de-
pendiente, es decir, que a mayor con-

FIGURA 3. Iméagenes de los subcultivos que centracién de las nanoparticulas en
et la i d e bacteiats 1o perficie e los discos de PMMA
sobre la superficie de PMmA a diferentes concen-  menor es la adhesion de las bacterias
traciones. (figura 3). S. aureus fue la bacteria
Wba"‘e"’a"a ' que present6 una mayor disminucién
SR e = faccall en la adherencia sobre el PMMA-Cu
(ug) NPs, mientras que E. coli y E. faecalis
solamente no presentaron adheren-
cia bacteriana a la concentracién mas
alta (31.5 pg por disco).

En otros estudios previos, se ha
observado que la adherencia de Can-
dida albicans se redujo significativa-
mente en el grupo de PMMA con na-
noparticulas de plata en comparacién
del PMMA sin nanoparticulas (Acosta—
Torresetal.,2012). Ademas del efecto
a través de los mecanismos antibacte-
riales propios de las nanoparticulas,
es posible que al colocarse las nano-
particulas sobre la superficie del
PMMA éstas ocupen los espacios de
formados por las porosidades propias
del procesamiento de este polimero.
Dicho efecto fisico a través de la re-
duccién de la rugosidad sobre la su-
perficie del PMMA también es posible
que prevenga la adhesién bacteriana
Fuente: Elaboracion de los autores. (Acosta—Torres et al., 2011).

[

1.969

3.938

7.875

15.75



Mundo Nano | ARTICULOS | www.mundonano.unam.mx
11(21), 45-60, julio-diciembre 2018 | http://dx.doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2018.21.62549
L. Argueta-Figueroa, D. I. Mesta-Pichardo, N. Torres-Gomez, O. Martinez Alvarez, A. D. Paulino-Gonzalez, M. C. Arenas-Arrocena

FIGURA 4. Grafico de citotoxicidad de las nanoparticulas de cobre en fibroblastos gingivales humanos
(HGF) a diferentes intervalos de tiempo.
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Evaluacién de la citotoxicidad en acrilico termopolimerizable (PMMA)
con nanoparticulas de cobre

En la figura 4 puede observarse la viabilidad celular en los discos de acrilico
termopolimerizable (PMMA). De acuerdo con la Norma 1s0 110993-5 resul-
tando que el PMMA sin nanoparticulas, a las 24 horas, presenta una viabili-
dad superior al 75%, por lo que se considera no citotéxico, sin embargo, a las
48, 72 y 96 h muestra una citotoxicidad ligera (viabilidad celular menor a
75%). En general, alas 24 horas, se observa una citotoxicidad de ligera a mo-
derada para las dos concentraciones mdas altas de nanoparticulas sobre
PMMA. Sin embargo, es evidente que la citotoxicidad aumenta conforme se
incrementan los intervalos de tiempo. También se observa que, mientras
mayor es la concentracién de las nanoparticulas, la viabilidad celular decre-
ce, por lo tanto exhiben un comportamiento dosis—dependiente.

Se observa en las imdgenes de microscopia 6ptica la viabilidad de HGF a in-
tervalos de 24, 48, 72 y 96 h en funcién de la concentracién del recubrimiento de
las nanoparticulas de cobre en los discos de PMMA (figura 5). Las bases para den-
taduras formadas por resina acrilica de PMMA, que estdn en contacto con la mu-
cosa oral del paciente, es un aspecto critico para la biocompatibilidad en contacto
con los tejidos, por lo cual resulta importante conocer el grado de citotoxicidad.

La citotoxicidad de PMMA se correlaciona con los métodos de polimeri-
zacion, la temperatura, el ciclo de polimerizacién y el tiempo de almacena-
miento de la resina acrilica puede influir en la cantidad de monémero resi-
dual y la citotoxicidad del material. El PMMA termopolimerizable en si,
presenta un cierto grado de citotoxicidad (Neves et al., 2013) lo cual con-
cuerda con los resultados del presente estudio.
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FIGURA 5. Imagenes de microscopia dptica a una magnificacion de 200x. Se observa la viabilidad de
HGF a intervalos de 24, 48, 72 y 96 h en funcion de la concentracion del recubrimiento de las Cu NPs en
los discos de acrilico termopolimerizable (PMMA). La barra de escala en cada imagen representa 5 pm.
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Conclusiones

Bajo las condiciones de este estudio, puede concluirse que la incorporacién de
nanoparticulas de cobre en la superficie del PMMA termopolimerizable mejo-
ra sus propiedades a través de la inhibicién del crecimiento bacteriano y la in-
hibicién de la adhesiéon bacteriana en su superficie. El PMMA sin nanoparticu-
las mostré una disminucién en la viabilidad celular, la cual aumenta en
funcién del tiempo de exposicion. La citotoxidad que exhibié el PMMA enri-
quecido con nanoparticulas de cobre exhibi6 una citotoxicidad dosis-depen-
diente, la cual también se incrementa en funcién del tiempo de exposicién.
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