‘| Universidad Nacional VICERRECTORADO DE

| Federico Villarreal INVESTIGACION

S

'y

Facultad de Odontologia

RELACION ENTRE LA ENERGIA SUPERFICIAL DE DOS MARCAS DE
POLIMETILMETACRILATO, CON LA ADHERENCIA DE LA CANDIDA ALBICANS, EN UN

ESTUDIO IN VITRO

Tesis para obtener el Titulo Profesional de Cirujano Dentista

AUTORA

Cabanillas Bravo, Betty Rocio

ASESOR

Esp. Mallma Medina, Adrian Segundo

JURADO

Mg. Garcia Rupaya, Carmen Rosa
Mg. Medina y Mendoza, Julia Elbia

Mg. Chuna Espinoza, Jorge Dante

Lima-Peru

2019



indice

CaratUla. ..o I
TAICE. L I
RESUMEN. ..o e e v
N 011 3 T P \Y
Lo INEOAUCCION ... e, 1
1.1 Descripcion y formulacion del problema....................oco 2
1.2 ANtECEACNICS. ..ttt 2
1.3 ODJOIVOS. ..ttt 9
- ODJEtIVO GENEIAL. ... ettt 9
- Objetivos ESPeCifiCOS. .......ovieii 9
14 JUSHTICACION. ...ttt e e e 10
I 01010 (o] T PP 10
B T ol N (=0 g ot TP 11
2.1 Bases teoricas sobre el tema de investigacion.................oooeviiiiiiiiiiiinn... 11
] ] Y (<3 Ce Yo (o T 29
3.1 Tipode INVESHIQACION ... .oeit i, 29
3.2 Ambito temporal Yy eSpacial............cc.uueeuneeiee e 29
3.3 Variables. .o e 29
3.4 PoObIaCiON Y MUESIIA. . ... euiie e e, 29
3.5 INSITUMENTOS. ...ttt e e e e 29
3.6 Procedimientos. .. .....eeutinti ittt 29
3.7 ANALISIS U UaAtOS. ... .u ettt e 32
IV, RESUITAAOS. ...ttt et e et e e e et 33
V. DiSCUSION 0€ reSUIAdOS. .. .oneeieie et 52
VL CONCIUSIONES. ...\ttt ettt e e et et et et e et et et e e e e e aaeeneenes 58
VIL ReCOMENAACIONES. ... .uttiitt ittt e e e et e 59



VIII. Referencias

IX. Anexos.......



Resumen

Es deseable tener un biomaterial cuyas superficies no sean adherentes a las células
bacterianas ni fungicas, ya que estas en colonias son responsables de la patogénesis de un
organismo. En este sentido, es necesario conocer qué tipo de resina acrilica
(polimetilmetacrilato o PMMA), es el que menos adherencia tiene en relacion a la Candida
Albicans. El objetivo de la presente investigacion es comparar la relacion existente entre la
energia superficial de dos marcas de PMMA, con la adherencia de la Candida Albicans. Se
prepararan 15 muestras de PMMA de la marca Triplex y Vitacryl de las siguientes medidas
15 x 10 x 1 mm, cada una de estas muestras pasa por un proceso de pulido estandarizado,
luego se mide el angulo de contacto entre liquidos con distintas energias superficiales (agua,
glicerol, formamida, dietilglicol y dimetilsulfoxido) y las superficies de las muestras. Con
estos valores, matematicamente se halla el valor de la energia superficial de cada muestra de
PMMA. Se inocula en cada acrilico Candida Albicans incubandolo por dos horas a 37° C, una
vez terminado se aclara con solucion PBS, una vez que las muestras estén secas se afiade el
colorante naranja de acridina por 10 minutos, se deja secar y se observa en un microscopio de
fluorescencia. Sobre cada muestra se realiza el recuento de nueve campos. Existe una alta
correlacion entre la energia superficial y la adherencia de Candida Albicans en Triplex
(r=0.9559) y Vitacryl (r=0.9496). La energia superficial del PMMA entre las ambas marcas
presentan diferencias significativas (0.767) y la adherencia de Candida Albicans al
polimetilmetacrilato (PMMA) presentan resultados similares, tienen una diferencia promedio
de 1.06, que no es estadisticamente significativa, P > 0.05. Se concluye que no existe
diferencia significativa entre la adherencia de Candida Albicans entre una marca y otra.

Palabras clave: Candida Albicans, energia superficial, angulo de contacto, PMMA.



Abstract

It is desirable to have a biomaterial whose surfaces are not adherent to bacterial or fungal
cells, since these in colonies are responsible for the pathogenesis of an organism. In this
sense, it is necessary to know what type of acrylic resin (polymethylmethacrylate), is the one
that has less adherence in relation to Candida Albicans. The aim of the present investigation
is to compare the relationship between the surface energy of two polymethylmethacrylate
brands, with the adhesion of Candida Albicans, in an in vitro study. Prepare 15 samples of
PMMA of the brand Triplex and Vitacryl each with the measurements 15 x 10 x 1 mm, each
of these samples goes through a standardized polishing process, then measure the contact
angle between liquids with different surface energies (water, glycerol, formamide, diethyl
glycol and dimethylsulfoxide) and the surfaces of the samples. With these values,
mathematically is the surface energy of each sample of PMMA. Each Candida Albicans
acrylic is inoculated by incubating it for two hours at 37° C, once it is finished, it is rinsed
with PBS solution, once the samples are dry, the orange acridine dye is added for 10 minutes,
it is allowed to dry and it is observed in a fluorescence microscope. A count of nine fields is
performed on each sample. There is a high correlation between the surface energy and the
adhesion of Candida Albicans in Triplex (r = 0.9559) and Vitacryl (r = 0.9496). The surface
energy of the polymethylmethacrylate (PMMA) between the two brands show significant
differences (0.767) and the adhesion of Candida Albicans to polymethylmethacrylate
(PMMA) present similar results, have an average difference of 1.06, which is not statistically
significant, P> 0.05. It is concluded that there is no significant difference between the

adherence of Candida Albicans between one brand and another.

Key words: Candida Albicans, surface energy, contact angle, PMMA.



I. Introduccion
Los biomateriales se pueden definir como materiales biol6gicos comunes tales como piel,
madera, o cualquier elemento que remplace la funcién de los tejidos o de los 6rganos vivos.
En otros términos, un biomaterial es una sustancia farmacol6gicamente inerte disefiada para
ser implantada o incorporada dentro del sistema vivo.
Los biomateriales se implantan con el objeto de remplazar y/o restaurar tejidos vivientes y
sus funciones, lo que implica que estan expuestos de modo temporal o permanente a fluidos
del cuerpo, aunque en realidad pueden estar localizados fuera del propio cuerpo,
incluyéndose en esta categoria a la mayor parte de los materiales dentales que
tradicionalmente han sido tratados por separado.
Debido a que los biomateriales restauran funciones de tejidos vivos y drganos en el cuerpo,
es esencial entender las relaciones existentes entre las propiedades, funciones y estructuras
de los materiales biol6gicos, por lo que son estudiados bajo tres aspectos fundamentales:
materiales biologicos, materiales de implante y la interaccion existente entre ellos dentro del
cuerpo. Dispositivos como miembros artificiales, amplificadores de sonido para el oido y
protesis faciales externas, no son considerados como implantes.
Una de las propiedades fisicas que se han estudiado en la presente investigacion es la
energia superficial, esta influye directamente en la cantidad de microorganismos que puede
retener la superficie de un biomaterial, como bacterias y hongos. El estudio de la misma
puede determinar la presencia o ausencia de enfermedad en organismos vivos.
La energia superficial se define como la suma de todas las fuerzas intermoleculares que se
encuentran en la superficie de un material, es decir el grado de atraccion o repulsion que la
superficie de un material ejerce sobre otro. Entonces, podemos definir la tension superficial

como la resistencia que presenta un liquido a deformarse o romperse, dicha resistencia viene



definida directamente por las fuerzas intermoleculares que se encuentran en la superficie.
Por ejemplo, cuando el sustrato dispone de una alta energia superficial, es decir que tiene
tendencia para atraer, y el adhesivo dispone de una baja tension superficial, tiene poca
resistencia a deformarse o romperse, es cuando se produce un buen mojado del adhesivo
sobre el sustrato.

1.1 Descripcion y formulacion del problema

Los biomateriales son sustancias artificiales (polimeros, ceramicas, metales, etc.),

utilizadas en organismos vivos para modificar o reemplazar algan tejido, 6rgano o funcion.
Es deseable tener un biomaterial cuyas superficies no sean adherentes a las células
bacterianas ni fungicas, ya que estas en colonias son responsables de la patogénesis de un
organismo. El conocimiento de las caracteristicas que influyen en la adherencia de dichas
colonias, deben ser tomadas en cuenta en la eleccion y procesamiento de las mismas. Una
de dichas caracteristicas es que la energia superficial de los microrganismos y los
biomateriales, ya que estas son directamente proporcionales a la retencidn de células que

tiene, entre una y otra.

En este sentido, es necesario conocer qué tipo de resina acrilica (polimetilmetacrilato),
es el que menos adherencia tiene en relacion a la Candida Albicans. Este aporte seria
significativo sobre todo en pacientes inmunodeprimidos, ya que son las personas mas
propensas a adquirir estomatitis subprotesica, que esta directamente relacionada con la

colonizacién de la misma.

1.2 Antecedentes

Samaranayake y MacFarlane (1980) realizaron el primer trabajo que considero

correctamente la adhesion de C. Albicans a la resina acrilica in vitro. Siguieron un protocolo
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previamente descrito para la adherencia de bacterias sobre hidroxiapatita de Liljemark y
Schauer. Para medir la adherencia de Candida Albicans utilizaron tiras acrilicas
transparentes de 5 x 5 mm cuadradas y 0,5 mm de espesor que se colocaron verticalmente
en los recipientes de una placa de serologia de fondo plano a la que se agregaron
suspensiones de C. albicans en PBS, pH 7.2, 0.15 M. La placa se incub6 a temperatura
ambiente durante 1 h en un agitador orbital. Las tiras se retiraron de los recipientes y se
lavaron 5 veces durante 15 s con una suave agitacion manual. Las levaduras unidas a las
tiras se fijaron en metanol y se tifieron usando una técnica de Gram modificada. Justificaron
el uso de resina acrilica por el hecho de que este material mostr6 poca diferencia en la
rugosidad superficial entre resina auto-curada y resina termo-curada. Sin embargo, no se
tienen en cuenta las diferencias de la energia libre de los dos materiales.

Minagi (1985) realizo una investigacion que llevo como titulo “Hydrophobic Interaction
in Candida albicans and Candida tropicalis. Adherence to Various Denture Base Resin
Materials”. Este estudio in vitro experimental en tuvo como objetivo conocer los efectos de
las hidrofobicidades de las superficies del sustrato sobre la adherencia microbiana. Se
examinaron mediante el uso de Candida albicans y Candida tropicalis sobre una muestra de
21 materiales de resinas acrilicas usadas como bases de dentadura. EI procedimiento
comenzo por la eleccion de los organismos, estos fueron la C. albicans 1F01385 y C.
tropicalis 1IF01400 que fueron mantenidos en glucosa Sabouraud. Se utilizaron placas de
10x10 mm de nueve materiales de resina de termocurado, dos materiales de resina
autocurables, nueve revestimientos suaves de dentadura postiza y se utilizé un material de
resina de polisulfona. Células adherentes en 10 campos de alta potencia (14 mm2) fueron
contados por un microscopio Yy totalizado. La cantidad media de células adherentes + la

desviacidn estandar para siete placas se calcul6. Los angulos de contacto de Young hallados
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de agua destilada en las placas de resina se midieron mediante la técnica de proyeccion
horizontal con un medidor de angulo de contacto. Al medir el &ngulo de contacto de los
hongos, el roano fungico preparado en un filtro de membrana (tamafio de poro, 0.45, um;
Millipore, Corp., Bedford, Mass). Los resultados arrojan los angulos de contacto del agua
destilada sobre las placas de resina y el namero de células de C. albicans y C. tropicalis
adherente a placas de resina. Con el aumento del &ngulo de contacto, una nimero creciente
de células adherentes de C. tropicalis, se redujo el nimero de células adherentes de C.
albicans observado. El &ngulo de contacto de C. albicans era més pequefio y el de C.
tropicalis era mas grande que los de cualquier material de base de la dentadura. Desde los
angulos de contacto del agua destilada en placas de resina y la tension superficial del agua
destilada, la superficie libre la energia de las placas de resina se calculd. La relacion entre la
energia libre de superficie de las placas de resina y la adherencia de C. albicans y C.
tropicalis. Se observaron relaciones cercanas entre la superficie libre energias de placas de
resina y adherencias de C. albicans (coeficiente de correlacion [r] = 0.720) y C. tropicalis (r
=-0.781). Aumentando la energia libre de superficie de las placas de resina resulto en una
mayor adherencia de C. albicans, mientras que resulto en la disminucion de la adherencia de
C. tropicalis. EI cambio de la energia libre que acomparia la adherencia por unidad de area
de adherencia (AGa) se obtuvo de la energia libre interfacial entre la placa y el hongo (ySF),
la placa y el medio liquido (ysL) y el hongo y el medio liquido (yFL). Los valores de AGa
fueron todos negativos, y una disminucién de AGa resultd en una mayor adherencia de
ambos C. albicans (r = -0.707) y C. tropicalis (r = -0.768). Las conclusiones fueron que con
el aumento de la energia libre de superficie de placas de resina, aumenta la adherencia de C.
albicans y disminuye la adherencia de C. tropicalis. La energia libre de superficie de C.

albicans es mas alta que la de todas las superficies de material de resina, y C. tropicalis tiene

4



energia superficial libre mas baja que la de todos los materiales utilizados. En el célculo de
los cambios de energia libre que acompafian a la adherencia, la mayor tendencia de
adherencia se acompafié de un menor valor para el cambio de energia libre en ambas
especies. Desde un punto de vista diferente, cuanto mas cerca esté la energia libre de
superficie de la superficie del sustrato y el microorganismo, mayor fue la probabilidad de
adherencia.

Serrano (2002) realiza una investigacion de tesis doctoral que lleva por titulo “Estudio in
vitro de la adherencia de Candida Albicans a las resinas acrilicas” que tiene por objetivo
medir la energia superficial del polimetilmetacrilato y la adherencia de Candida Albicans en
ella, a través la obtencidn de la tension superficial de los sélidos y la cuantificacion de la
retencion de Candida Albicans evaluados mediante la maquina de centelleo y el conteo de
namero de colonias por campo. La muestra esta compuesta por 50 placas (15 x 10 x 1 mm)
de resina acrilica. Se comenzd el procedimiento eligiendo la cepa de referencia de C.
albicans y 11 PMMA diferentes (Vacalon, Inkotherm 85, Veracril, Probase Cold, Inkotherm
Press, Inkotherm 85 T, Ruthinium, Vertex, SR Ivocap, Idoacryl, Lucitone). La adhesion de
C. albicans se determind por recuento de microorganismos bajo microscopio optico
fluorescente, y la energia superficial de las resinas se calculé por el método del angulo de
contacto. Se procesaron los datos obtenidos aplicandoles un test paramétrico de analisis de
la varianza, los valores de recuento, tanto por el método Optico como por el de marcaje, en
algunos casos cumplen de forma limite los requisitos de distribucion normal y
homogeneidad de la muestra necesarios para la aplicacion correcta del test paramétrico, por
ello se ha procedido también a realizar un test no paramétrico de Kruskal-Wallis para la
aplicacion del cual, no son necesarios los criterios de homogeneidad y distribucion normal.

Los distintos valores de adhesion de Candida albicans se comparan con los diferentes



valores de tensién superficial de las muestras de PMMA por medio obtenidos tanto por el
método de recuento dptico como para los obtenidos por recuento de cdmara de centelleo, no
obteniéndose valores significativos en ninguno de los casos de un analisis de regresion
simple, este procedimiento se realiza para los valores. La conclusion fue que la adhesion de
Candida albicans a diferentes resinas varid in vitro, posiblemente como resultado de la
accion de productos de pospolimerizacién residuales. De acuerdo con estos resultados, las
variaciones en la energia superficial que resultan de las diferencias en la composicion de las
diferentes resinas de PMMA parecen no tener influencia sobre la adhesion de Candida
albicans o, por lo tanto, sobre el inicio de la estomatitis protésica. La discusion se realiza
basicamente sobre el método de estudio de la adhesion de microorganismos a polimeros
plasticos, y concretamente de Candida albicans a PMMA, no esta determinado de forma
estandarizada de tal modo que exista un protocolo experimental, los sistemas mas
comunmente empleados son el recuento Optico de microorganismos por campo y el marcaje
de microrganismos con elementos radiactivos como metionina [35S] o uridina [3H] para el
posterior recuento mediante camara de centelleo. Otros sistemas menos empleados son el
recuento por medio de microscopio electronico, determinacion de la variacion del pH, o la
capacidad de crecimiento de colonias después de diluciones seriadas. La diversidad de
métodos empleados hace dificil la comparacion de resultados, incluso empleando un mismo
sistema, al no existir un protocolo establecido, cada autor o grupo de trabajo emplea la cepa
de Candida albicans que le parece méas adecuada para su estudio, igual ocurre con respecto a
la concentracion de levaduras, tiempo y temperatura de incubacion, procedimiento para
eliminar levaduras no adheridas o método de tincion.

Kang (2013) realiza una investigacion sobre la influencia de las caracteristicas de la

superficie en la adhesion de Candida albicans a diversos materiales de revestimiento de la



dentadura. El objetivo principal fue evaluar la influencia de las caracteristicas de la
superficie de varios materiales de revestimiento de prétesis sobre la adherencia de Candida
albicans. En este estudio se seleccionaron cuatro tipos diferentes de materiales
(acondicionadores de tejidos, revestimientos suaves acrilicos y de silicona y materiales de
revestimiento rigidos). Se prepararon muestras de material en forma de disco y se midieron
sus valores de rugosidad superficial usando un perfilémetro. Los &ngulos de contacto de
cuatro liquidos de referencia se midieron en las superficies del material y los pardmetros de
energia superficial (energia superficial total, componentes de acido y base, grado de
hidrofobicidad / hidrofilicidad) de los materiales se calcularon de acuerdo con la teoria
acido base. Las muestras se incubaron con Candida albicans y los hongos adheridos se
cuantificaron usando el método de recuento de colonias. Los revestimientos suaves acrilicos
eran mas hidrofilos que los otros materiales. En general, los revestimientos acrilicos blandos
y acondicionadores de tejido mostraron una adhesion de Candida significativamente mayor
que los revestimientos suaves de silicona y los materiales de revestimiento duro (p <0.05).
El analisis de correlacion de Pearson indico que el componente base y el grado de
hidrofobicidad / hidrofilicidad de los materiales (p = 0.005 / 0.008), en lugar de la energia
superficial total y la rugosidad superficial (p = 0.093 / 0.057), afectaron la adherencia de C.
albicans en una forma estadisticamente significativa. La conclusion final del estudio fue la
adhesion de C. albicans a los materiales del revestimiento de la dentadura puede explicarse
en términos de interacciones interfacial acido-base.

Pineda y Mosquera (2017) realizo una investigacion que llevo como titulo “Adherencia
de Candida albicans a resinas acrilicas y poliamidas”. Este estudio in vitro experimental
tuvo por objetivo determinar la adherencia de Candida albicans a resinas acrilicas y

poliamidas. El procedimiento consto en la realizacidn de 12 protesis dentales: seis parciales
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acrilicas, elaboradas bajo la técnica de termo-curado, y seis en poliamidas mediante
inyeccion; para el andlisis se tomaron muestras de 2 mm de bordes irregulares, de diferentes
zonas de la protesis y se evaluaron variables tales como temperatura, tiempo de coccion,
tipo de pulido, tipo de material para brillar, presencia de porosidades, tipo de abrasivo y
aditamento para retirar excesos; las muestras se mantuvieron en agua destilada por dos dias
para retirar los excesos de monémero y posteriormente fueron incubadas en una suspension
de Candida albicans de referencia ATCC 10231 y evaluadas por microscopia electrénica de
barrido. Los resultados fueron que al observar la adherencia por microscopia electrénica de
barrido se hallé6 menos crecimiento en relacion con las muestras elaboradas en acrilico. No
se encontro diferencia estadisticamente significativa en la adherencia y las variables
analizadas tipo de abrasivo, tipo de pulido, temperatura de coccion, presencia de
porosidades, tipo de protesis y material para brillar. Solo se encontré asociacion estadistica
significativa entre tipo de pulido y tipo de abrasivo (p<0,05). La adherencia se habia
planteado como variable dependiente, pero en el analisis se observo adherencia de C.
albicans tanto en resinas acrilicas como en poliamidas siendo menor en esta Ultima. En las
resinas elaboradas en acrilicos se observaron poros, grietas, blastonidias y pseudomicelios.
En las muestras de poliamidas también se observaron estos mismos hallazgos, pero en
menor proporcidn. Siendo la variable asociada el abrasivo y tipo de pulido, el que obtuvo un
chi=29,481 con un p=0,43; las porosidades y la temperatura de coccion un chi=0,8 con un
p=0,371; el tipo de pulido y tipo de protesis un chi=5,206 con un p=0,267; el tipo de
abrasivo y presencia de porosidades un chi=8,400 con un p=0,299; el tipo de muestra y
presencia de porosidades un chi=0,000 con un p=1,000; el material para brillar y tipo de
pulido un chi=5,321 con un p=0,503; el tipo de cono de silicona para pulir y tipo de pulido

un chi=6,874 con un p=0,550. Como conclusién, el presente estudio corrobora la capacidad
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de adherencia de Candida albicans a resinas acrilicas y poliamidas; los procedimientos de
elaboracion y acabado final son un factor determinante en la adherencia de este
microorganismo a materiales dentales. La adherencia a poliamidas fue inferior que a las
resinas acrilicas, sin embargo, las areas donde hay porosidades, rugosidades y mal pulido
fue donde hubo mayor crecimiento, ya que estos sitios pueden proporcionar una mayor
retencion para las células. Candida albicans tiene gran capacidad de adherencia a materiales
no solo a células del hospedero sino también a materiales inertes en este caso a poliamidas y
resinas acrilicas, esto en gran parte se debe a lo que reporta la literatura sobre las
caracteristicas quimicas y estructurales de su pared celular.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General
Comparar, la relacion existente entre la energia superficial de dos marcas de
polimetilmetacrilato, con la adherencia de la Candida Albicans, en un estudio in vitro.
1.3.2 Objetivos Especificos
1. Evaluar la relacion de la energia superficial y la adherencia de Candida Albicans en
Triplex.
2. Evaluar la relacién de la energia superficial y la adherencia de Candida Albicans en
Vitacryl.
3. Medir y comparar la energia superficial del polimetilmetacrilato (PMMA) entre las
marcas Triplex y Vitacryl.
4. Medir y comparar la adherencia de Candida Albicans al polimetilmetacrilato entre la

marca Triplex y Vitacryl.



5. Comparar la relacion de la energia superficial del polimetilmetacrilato (PMMA) con
la adherencia de Candida Albicans de Triplex y Vitacryl.

1.4 Justificacion

Dentro del sistema estomatognatico, una de las alteraciones mas frecuentes es la perdida
de piezas dentarias produciendo un edentulismo parcial o total, lo cual significa la basqueda
de tratamientos de rehabilitacion oral mediante prétesis parcial o completa, en ambos casos el
material base para dichas protesis es la resina acrilica termopolimerizable. La falta de manejo
clinico, técnico y el incumplimiento de las indicaciones del profesional al paciente, sumado
con un sistema inmune deprimido puede ocasionar enfermedades oportunistas como la
Estomatitis subprotésica que se encuentra directamente relacionada con la colonizacion de
diferentes patdgenos, entre ellos la Candida Albicans. Ademas de los factores ya
mencionados, existen factores propios de resina acrilica derivados de cada empresa
fabricante, que puede actuar directamente en la mayor o menor retencion de placa bacteriana.

Una de las finalidades de esta investigacion es dar a conocer la resina acrilica mas
apropiada, es decir aquella que cuente con las propiedades mas optimas en la elaboracion de
protesis. Ademas, contribuyendo en el conocimiento de esta materia, también se podria
disminuir la incidencia de Estomatitis subprotesica, que solo en el Hospital Geriatrico de la
FAP, se encontr6 que el 34% de la poblacién geriatrica del servicio de Estomatologia habia

adquirido esta patologia (Del Pilar, 2010).

1.5 Hipdtesis

Es probable, que el exceso de energia superficial de las resinas acrilicas

termopolimerizable, favorezca la retencion mayor cantidad de Candida Albicans.

10



Il.  Marco tedrico
2.1 Bases tedricas sobre el tema de investigacion
2.1.1 Biomateriales

El término biomaterial se podria definir a partir de su etimologia descomponiendo la
palabra en dos: bio- y -material. La palabra “material” se puede entender como sustancia y el
prefijo “bio” como vida. Estas dos palabras se pueden relacionar y formar el concepto:
Biomaterial es una sustancia que esta en contacto con un organismo vivo sin causarle dafio
(Vega del Barrio, 1996).

Como se ha dicho en la definicion de biomaterial, el fin de éste es entrar en contacto con
un sistema bioldgico por lo que debe poseer unas propiedades caracteristicas tanto mecanicas
como bioldgicas. La caracteristica esencial y que deben cumplir todos los biomateriales es la
biocompatibilidad, la cual se entiende como la cualidad de no inducir efectos toxicos o
dafinos sobre los sistemas biologicos donde actuan, devolviendo una respuesta apropiada por
parte del receptor y con un fin especifico. Debido a las caracteristicas del sistema
inmunologico cuando se introduce un cuerpo extrafio en el organismo éste tiende a rechazarlo
o incluso a atacarlo. La biocompatibilidad tiene un indice de compatibilidad, el cual nos
indica lo adecuado o no de ese material, para ser utilizado en un ser vivo, teniendo en cuenta
su aplicacién (Graig, 1998).

A continuacion, se citan algunas formas de clasificacion de los biomateriales, teniendo
presente la cantidad de posibles clasificaciones que existen:

e SegUn su origen:
v Natural, por ejemplo seda, lana, colageno.
v’ Sintético, cominmente denominados materiales biomédicos.

e Dentro de los sintéticos y segun su naturaleza:
11



v Metales. Poseen buenas propiedades mecanicas. Usados, por ejemplo, en protesis
ortopédicas, implantes dentales.

v' Polimeros. Tienen propiedades cercanas a los tejidos vivos. Son los biomateriales
mas usados en implantes e ingenieria de tejidos.

v' Ceramicos. Son quimicamente inertes y estables. Usados, por ejemplo, en protesis
0Oseas, valvulas de corazon.

v Compuestos. Sus propiedades son muy variadas segun los elementos que los
constituyan. Usados en todos los campos de la bioingenieria.

e En funcion de la respuesta del propio organismo:

v Inertes.

v Bioactivos.

v" Reimplantados.

v Biodegradables.

v" No degradables.

2.1.2 Resinas acrilicas

A lo largo de la historia, en la fabricacién de bases para dentaduras se han empleado
diversos materiales, entre ellos: madera, hueso, marfil, metales y numerosos polimeros como
el polimetilmetacrilato, poliestireno, poliamida, resina epoxica, policarbonato y vulcanita. La
seleccion de los distintos materiales especificos se basa en la disponibilidad, costo,
propiedades fisicas, cualidades estéticas y caracteristicas de manipulacién. De todos los
materiales empleados, el que mostré mejores propiedades fue el polimetilmetacrilato, y como
resultado, este ultimo ha dominado el terreno de las bases en las dentaduras durante los

Gltimos tiempos (Minagi et al., 1985).
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Hay varias condiciones en el proceso de polimerizacion que hacen que el producto final

tenga diferentes propiedades fisicas, mecanicas y estéticas.

Skinner (1970) enumero las caracteristicas basicas que debe tener basicamente los

materiales utilizados como base de protesis.

1.

9.

Ser lo suficientemente translicidos como para reemplazar estéticamente los tejidos
bucales.

No experimentar cambios de color después de su procesado, tanto en medio externo
como en medio bucal.

Poseer buena estabilidad dimensional.

Tener una resistencia mecanica y a la abrasion adecuada para su uso.

Ser impermeable a los fluidos orales, de forma que sea higiénica, sin gusto ni olor
desagradable.

Poseer una superficie que se pueda limpiar con facilidad.

No ser toxica ni irritante para los tejidos bucales, es decir, tiene que ser biocompatible.
No presentar corrosion, ablandamiento ni solubilidad ante los fluidos bucales u otras
sustancias que se puedan encontrar ocasionalmente en la boca.

Tener poco peso especifico y conductividad térmica relativamente alta.

10. Ser faciles de reparar en caso de fractura.

11. Tener un procesado y manipulacion no complicada en cuanto a técnicas y equipos.

Por estas razones en la actualidad, los materiales para base de dentaduras de

polimetilmetacrilato o polimetacrilato de metilo se suministran en forma de dos componentes

fisicos, el monodmero en liquido (metacrilato de metilo) y el polimero en polvo

(polimetacrilato de metilo) que al mezclarse da como resultado el polimetilmetacrilato

deseado para las bases de dentaduras (Schwarcz, 2012).
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2.1.3  Polimetilmetacrilato

La base de la obtencidn del polimero polimetacrilato de metilo (PMMA) es el etileno. Del
etileno surge el &cido acrilico y de éste, el &cido metacrilico que se formuld en 1865. La
reaccion entre acido metacrilico y el metanol dio como resultado el polimero éster metacrilato
de metilo, a partir de la sustitucién del radical OH por un radical metil. Por polimerizacion
del metacrilato, se obtiene el polimetilmetacrilato basada en la produccién de radicales libres
a partir de la apertura de dobles enlaces, siendo este Gltimo, el material basico de la protesis
(Samanarayake, 1986).

Luego de varios afios a este polimero se le incrementa glicodimetacrilado, que no permite
que las cadenas del polimetacrilato al enlazarse de desplacen unas sobre otras, ocasionando a
nivel clinico poca resistencia a la deformacién (Caycik, 1992).

Actualmente en el mercado se comercializa en forma de dos componentes, el liquido
(mondmero metacrilato de metilo) y el polvo (pequefias cadenas de polimetacrilato de
metilo). La combinacion de ambas origina una masa plastica, donde microscopicamente se
puede apreciar como el monémero polimeriza endureciendo la masa. La energia desprendida
se elimina en forma de calor que finalmente se traduce en una contraccion del mismo (Graig,
1998).

El metacrilato de metilo tiene las siguientes propiedades fisicas: punto de fusion de — 48
°C, punto de ebullicion de 100.8 °C, densidad de 0.945g/mL a 20 °C y calor de
polimerizacion de 12.9 kcal/mol. Tiene presion elevada de vapor y es un solvente organico
excelente.

Alteraciones en el procesado y manipulacion de la masa del polimero de las bases de
proétesis (por ejemplo vaporizacidn del mondémero por exceso de temperatura, falta de

homogeneidad en el momento de la polimerizacion, presion inadecuada), dan lugar a la
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aparicion de poros. Las consecuencias son disminucion de la resistencia por acimulo de
tensiones y dificultad en la limpieza, en caso de que los poros se localicen en la superficie.

La superficie de la protesis es susceptible de ser colonizada por una multitud de
microorganismos que pueden dar origen a alguna patologia de la mucosa que soporta la
protesis.

2.1.4 Candida albicans

Estudios realizados han descubierto hasta 18 cepas de Candida albicans, en pacientes con
diagnostico de estomatitis subprotésica; siendo el serotipo A el de mayor prevalencia. A pesar
de que existen divergencias referidas a la relacion entre la estomatitis protésica y la cantidad
de Candida (numero de levaduras — hifas- por mm2), la mayoria de los autores creen en la
existencia de una relacion directa entre el nimero de hongos y su patogenia en la enfermedad.

Se han descrito mas de 100 especies distintas del género Candida, todas ellas ampliamente
distribuidas en la naturaleza. Estas levaduras pueden encontrarse formando parte de la
microbiota en forma simbidtica normal de la cavidad oral (Ilengua, paladar, mucosa oral), el
tubo digestivo (estdbmago, intestino), la vagina, y en el ambiente, sin embargo se debe
entender que existen diversidad de variaciones que tienen como habitat dentro de lo normal,
cualquiera de estos sistemas en minimas concentraciones (Liebana, 1995).

El género Candida, esta encuadrado dentro de los hongos imperfectos (deuteromycota) de
la clase Blastomycetes y dentro de la familia Criptococcaceae. La Candida puede observarse
como células redondeadas u ovaladas de 3 a 5 um.

La membrana esta constituida por una doble capa de diversos fosfolipidos y esteroles. Una
de sus funciones es proteger el citoplasma, regular la entrada y salida de solutos y facilitar la

sintesis de su pared celular. La pared celular a su vez proporciona rigidez, forma y fuerza, a la
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célula, al estar compuesta en mayor porcentaje por hidratos de carbono y en un menor
porcentaje por proteinas, glucoproteinas y lipidos.

La Cadida albicans es dimdrfica, ademas de la forma de levadura y pseudohifas también
producen hifas verdaderas. En la fase levaduriforme de Candida albicans se pueden distinguir
tres capas en su pared, una capa externa constituida en un 80% por manoproteinas, una capa
media de B (1,6) glucanos y una capa interna con B (1,3) glucanos, manosa y quitina (Garcia-
Rodriguez, 1986).

Durante la infeccion, la pared de la Candida albicans, desempefia funciones biopatologicas
importantes. Los componentes superficiales de la pared son los que median la fijacion del
hongo a las células del hospedador. Los polisacaridos de la pared pueden activar la cascada de
complemento y desencadenar una reaccion inflamatoria, el hospedador casi no los degrada y
se les puede detectar por medio de tinciones especiales. La pared libera antigenos
inmunodominantes que pueden originar respuestas inmunitarias de tipo celular y anticuerpos
caracteristicos y Utiles para el diagndéstico (Jawetz, 2010).

La Candida albicans, posee algunos factores de patogenicidad que le permiten desarrollar
patologia con més frecuencia de lo que ocurre con otras especies de Candida, requiere
encontrarse en fase levaduriforme (pseudohifa) para iniciar la lesion, aunque las variaciones
nutricionales y ambientales modulan, con el tiempo, su conversion en fase micelial, en la que,
ademas de conservar intacta su virulencia previa, ésta constituye un buen mecanismo de
escape a la actividad fagocitaria de los macrofagos.

Existe un gran nimero de factores involucrados con la adhesion de Candida a distintas
superficies orales, como la mucosa, esmalte dentario y distintos polimeros de uso
odontoldgico. El papel que desempefian estos agentes por su nimero y diverso grado de

participacion es complejo y en muchos casos no esta bien determinado (Jawetz, 2010).
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Dichos factores pueden estar relacionados con caracteristicas de la misma Candida
Albicans, en forma de levadura, por ejemplo la produccion de adhesina que esta directamente
relacionada con las condiciones de cultivo de la levadura, estas moléculas actian como
receptores para el fibrindgeno, fibronectina, colageno, N-acetilglucosamina, y péptidos C3d e
iCeb.

Estd comprobado que usando diferentes medios y temperaturas de cultivo se modifica la
capacidad de adhesién de Candida albicans a las células del epitelio bucal, el cultivo en
distintos medios produce diferencias tanto en la topografia de la superficie como en la
ultraestructura de la pared de la Candida Albicans, aunque ninguna de estas diferencias se ha
correlacionado con cambios en la adhesion.

La adhesina de Candida se puede estructurar formando una capa flocular o una capa
fibrilar. La capa flocular interviene en la adhesion de Candida a las células de la mucosa oral;
asi mismo distintas cepas de la levadura, cuando crecen en un medio con un alto contenido de
galactosa o sucrosa, pueden sintetizar una capa superficial fibrilar, mostrando un incremento
en la adhesion a las células del epitelio bucal y la virulencia. Estas fibras se sintetizan en
presencia de alta concentracion de azucar, durante la fase exponencial del crecimiento de las
levaduras (Liebana, 1995).

Formando parte de la pared de las levaduras se encuentra también, el material polimeérico
extracelular, que esta compuesto de carbohidratos (65-82%), proteinas (7%), fosforo (0.5%) y
glucosamina (1.5%), que juegan un papel destacado en la capacidad de adhesion de la
levadura. Su produccion depende del tipo de carbohidrato que intervenga en el desarrollo de
Candida y ha sido demostrado que su presencia aumenta la adhesion de Candida a la
superficie acrilica y en consecuencia puede presentar estomatitis subprotesica (Liebana,

1995).
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Existe la posibilidad que la adhesion de Candida, este mediada por una sustancia alcali-
soluble contenida en la pared de la levadura que es la manosa. Las levaduras tratadas con
sustancias alcalinas y &cidas, para extraer la manosa tienen una adherencia significativamente
menor que las células del epitelio bucal. La manosa esta unida por enlaces covalentes a
proteinas, estas manoproteinas se sitlan en el interior de la pared y también en la parte mas
externa, donde dependiendo de las condiciones de crecimiento y concentracién de la levadura
se pueden expresar en diferente medida, lo que se traduce en distintos grados de adhesién
(Pineda y Mosquera, 2017).

La quitina es otra sustancia similar a la adhesina, presente en la pared celular de la Candida
Albicans y con posible participacién en la adhesion. El extracto soluble de quitina inhibe la
adhesion de Candida a células del epitelio vaginal, y este contiene dos fracciones de las que
solamente una tiene actividad inhibitoria de la adhesion. Los andlisis quimicos muestran que
mas del 70%, esta formado por proteinas, la mayoria de las cuales se encuentran en la
fraccion no activa. Existen dudas acerca del papel de la quitina en la adhesion debido a que se
encuentra localizada principalmente en la capa interna de la pared de la célula.

Existen ademas proteinasas y fosfolipasas extracelulares, que estan relacionadas de forma
directa con la capacidad de adherencia e invasion a la mucosa por la Candida albicans. Los
lipidos de la superficie celular de las levaduras, parecen estar involucrados en la adherencia.
Diversos lipidos aislados de diferentes formas de Candida albicans como ceramida
monohexosido y ceramida dihexdsido, asi como el estearil glucosido aislado de formas
miceliales, producen una inhibicion de la adherencia de las levaduras a las células del epitelio
bucal (Pineda y Mosquera, 2017).

Las cepas de Candida albicans puede presentar distintos fenotipos, dando origen a

diferentes grados de hidrofobicidad, que determinan variaciones en la adherencia. Estas
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diferencias en la adhesion depende que se producen tanto en relacion con las células del
epitelio bucal como con materiales acrilicos (Kang et al., 2013).

De la misma manera, la adherencia y virulencia, aumentada lo dan los tubos germinativos
que constituye el inicio del crecimiento micelial de Candida albicans. La formacion de hifas
de Candida, en condiciones ambientales favorables (temperatura de 37°C y pH 7), produce
una capa superficial adicional en comparacion con la fase de blastospora, que es la
responsable del aumento de adherencia tanto a distintos polimeros como a las células de la
mucosa. Esta capa adicional estd formada de fibrillas, compuestas de manoproteinas de
distinto peso molecular, que son retenidas sobre la superficie plastica (Kennedy et al., 1988).

La propiedad de hidrofobicidad, es una caracteristica de la C. albicans que sigue en
controversia. Algunos estudios realizados sobre este tema aportan resultados discordantes.
Los péptidos de manosa, presentes en la pared celular forman uniones hidrofébicas con
moléculas de poliestireno, para otros autores, la hidrofobicidad seria un factor de menor
importancia en la adhesion de Candida a las células epiteliales, pero contribuiria a la adhesion
de las levaduras.

Los diferentes grados de hidrofobicidad, de la superficie celular de distintas cepas de
Candida estarian relacionados con la mayor o menor capacidad de las levaduras de adherirse
a los materiales de base de las protesis y a los plasticos, sin embargo, también influye la
energia libre superficial (tension superficial) del material de la dentadura en la adhesion de
Candida.

Asi mismo, existen caracteristicas propias del huésped que le otorga un mayor grado de
adhesividad. De esta manera, la adherencia in vitro de Candida albicans a células de la
mucosa esta influenciada por las distintas partes que constituye la mucosa oral, en ese sentido

se adhiere mejor en células de la mucosa yugal que a células del epitelio de vagina.
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Existen también factores del medio bucal, que favorecen la adhesién de la Candida
albicans. Los cationes bivalentes tales como el Ca++ y el Mg++ incrementan la adhesion de
Candida albicans a las células del epitelio de la cavidad oral y al acrilico. Altas
concentraciones de estos cationes promueven la adhesion y agregacion de estas levaduras,
ello indica que las fuerzas idnicas y electrostaticas juegan un papel importante en los
mecanismos de adhesion de la Candida albicans.

Muchas investigaciones demuestran que los carbohidratos afectan las propiedades de
adhesion de la Candida Albicans, diversas cepas después de una incubacion con diversos
azucares aumentaban su adherencia tanto a las células del epitelio oral como a resinas
acrilicas, siendo por lo tanto la galactosa y la maltosa los azlcares que aumentan el nivel de
adhesion (Ceballos, 1991).

La enfermedad se desarrolla gracias a las caracteristicas propias del hongo y condiciones
sistémicas y ambientales del individuo, pero también existen propiedades que coadyuvan a
que la patologia se desarrolle. Por ejemplo las propiedades fisicas y quimicas de las resinas
acrilicas, en pacientes portadores de protesis.

2.1.5 Estomatitis subprotesica

En 1962 Newton, clasifico a esta patologia, segun el grado de desarrollo: Tipo I, 11 'y 111,
de los cuales el tipo 11 'y 111 se encuentran directamente relacionadas con la presencia de placa
microbiana bacteriana o fungica (Bascones, 1996).

Dentro de las caracteristicas clinicas, se observa puntos eritematosos diseminados en la
mucosa palatina, que progresivamente se tornan mas eritematosas y congestivas, seguido por
un proceso inflamatorio mas amplio que puede degenerarse en erosiones, la sintomatologia
suele es secuencial, en ocasiones los pacientes describen unicamente halitosis, gusto

desagradable y sequedad de boca y sélo al ulcerarse o fibrosarse puede ocasionar ardor y
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dolor. Por otro lado, algunas veces estos signos no son visibles, aunque el paciente informe

gran dolor y malestar, considerandose muchas veces como dolores psicogénicos (Jaykumar,

Vinay y Nikita, 2015).

La mayoria de los trabajos realizados, coinciden en sefialar que la estomatitis subprotesica,
tiene origen multifactorial, entre los factores mas significativos la falta de control profesional,
trauma protésico, falta de higiene de la prétesis, irritacion y reaccion alérgica a los materiales
de las protesis, infeccion por Candida, habitos dietéticos, factores sistémicos, y diversos
factores locales como el pH salival &cido, alto consumo de carbohidratos, tratamiento
antibidtico antibacteriano prolongado, terapia hormonal, factores sistémicos,
inmunosupresion por tratamiento quimioterapéutico, diabetes mellitus 11 e hipertension
arterial que tienen repercusion directa en la mucosa oral 0 una combinacion de los anteriores
(Bascones, 1996).

Los mecanismos de fijacion de la placa bacteriana a la superficie son los siguientes:

1. La superficie de la protesis presenta a las pocas horas de su insercion en boca una pelicula
organica adquirida constituida por proteinas presentes en la saliva. Estas proteinas
actuarian como mediadores en la fijacion de la placa bacteriana a la superficie de la
protesis.

2. El mecanismo de fijacion de los microorganismos a la superficie en una primera fase es
inespecifico y reversible y se explica por medio de energia de superficie entre los
microorganismos Y la superficie de la protesis, interviniendo fendmenos electrostaticos y
de hidrofobicidad; en una segunda fase, el proceso de la adhesidn esta mediado por
interacciones entre adhesinas y receptores especificos (McCourtie, MacFarlane y

Samaranayake, 1986).
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3. Este ultimo punto es particularmente importante en el caso de las protesis confeccionadas
con resinas acrilicas, en las que los defectos de la superficie pueden favorecer la
formacién inicial de placa y, ademas, evitar su remocion (Dankert, Hogt y Feijen, 1986).
Estudios realizados para determinar las caracteristicas de esta superficie, empleando

distintos materiales de impresion, de confeccién de modelos, agentes separadores y resinas

termopolimerizables y autopolimerizables, dan como resultado que la profundidad de las
indentaciones varia de 1 a 12 um, pero, siendo la anchura varias veces superior a la
profundidad y las paredes con una inclinacién expulsiva, ofrecen pequefia resistencia a la

remocion de microorganismos (Dahlgren, Elwing y Magnusson, 1986).

La rugosidad de la superficie esta relacionada con la del material contra el cual se procesa
la resina, es decir el material que sirve de molde o patron para confeccionar la prétesis. La
escasa difusion de los colorantes en el acrilico indica que la porosidad existente no esta
abierta a la superficie. La penetracion bacteriana no es un hecho corriente y se produce
cuando el material no ha sido procesado correctamente, lo que puede ocurrir por numerosas
causas, como por la vaporizacion del monomero cuando la temperatura del material sobrepasa
el punto de ebullicion, o por la falta de homogeneidad en la masa plastica en el momento de
la polimerizacion.

El disefio de los biomateriales debe contar con los medios de evaluacion de la utilidad
tanto in vivo e in vitro. En un esfuerzo por llenar esta necesidad, los materiales han intentado
correlacionar las propiedades de superficie del biomaterial con adhesividad celular aplicando
la llamada teoria DLVO (por las siglas de sus creadores Derjaguin y Landau, Verwey y
Overbeek) de la estabilidad coloidal. En esta teoria, la adhesividad es un equilibrio entre

repulsion electrostatica y potenciales atractivos de mayor alcance entre un sustrato
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macroscopico y una célula microscopica o particula sumergida en alguna fase liquida

especifica (Gingell, 1980).

A pesar de las dificultades para determinar valores de varios parametros celulares tales
como densidades de carga superficial, la aplicacion de DLVO ha sido extraordinariamente
atil en comprensién de la conexidn entre material y célula. Una teoria alternativa mucho
menos compleja (pero no totalmente independiente de DLVO, utiliza conceptos de tensiones

superficiales y humectacion para determinar la bioadhesividad (Pethica, 1983).

En términos generales, este enfoque intenta calcular el trabajo de adherencia celular o
equivalentemente, la energia libre del cambio de adherencia de las fuerzas interfaciales. Las
fuerzas Interfaciales o tensiones son, a su vez, determinadas por la aplicacion de métodos
estandar y modificados de la quimica fisica superficial Estos conceptos se han utilizado para
describir fendmenos bioldgicos como la biocompatibilidad de protesis, fagocitosis de
bacterias por humanos por células de neutrofilos, adhesion de plaguetas a polimeros y la

adhesion de bacterias a las superficies dentales (Dankert, Hogt y Feijen, 1986).

Aunque las teorias de DLVO y de tension superficial han sido confirmadas o
corroboradas por experimentos in vitro utilizando células en disoluciones salinas puras, la
aplicacion exitosa a soluciones mas complejas de proteinas o la condicion fisiologica han sido
muy limitadas debido principalmente a complicaciones introducidas por adsorcion de
proteinas a partir de la solucion. La aplicacion de la teoria a estas situaciones falla porque no
se han tenido en cuenta los cambios en los potenciales interactivos entre células, liquidos y

sustratos causados por la adsorcion.
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Hacia una comprension mas completa del papel de las fuerzas interfaciales y los efectos
de la adsorcion, la adhesion celular a diversos sustratos de plastico a partir de soluciones de
sal isotonica que contienen concentraciones variables de detergente o proteinas ha sido

mesurada.

Los resultados demuestran que los efectos de adsorcion sobre la adhesion pueden ser
considerados basandose en la accion del tensioactivo del detergente o proteina. Se ha
desarrollado una teoria directa de la adhesion celular que establece que la adhesividad es un
equilibrio entre las tensiones de sustrato y de humectacion celular. Las caracteristicas de
humectacién de la membrana celular se han determinado aplicando la teoria a la adhesion

celular medida experimentalmente.

El modelo de adhesion celular es el proceso adhesivo considerado como la deposicion de
una suspension monodispersa de células de mamifero (10-20, diametro um) sobre un sustrato
planar no deformable a partir de una fase liquida sésil. La fase liquida es una solucion
fisioldgica alcalina que contiene cierta concentracion de detergente o proteina (tensioactivos).
La gravedad transmite las células suspendidas a una proximidad cercana de la interfaz

sustrato-liquido (McCourtie, MacFarlane y Samaranayake, 1986).

Donde puede producirse una adhesion reversible, como se describe con mas detalle en las
secciones subsiguientes. Las células se consideran esferas deformables con una superficie de
membrana altamente invaginada revestida con un polisacarido. La adhesion se define como
un proceso que conduce a la formacion de una interfaz célula-sustrato y destruccion
concomitante de una interfaz célula-liquido y substrato-liquido. Se supone que el area de

contacto célula-sustrato es caracteristica de las superficies de las células y sustrato, pero
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independiente de la composicion en fase liquida debido a que las interfaces liquidas se

eliminan en el proceso de adhesion.

La adhesion a las células de equilibrio se controla mediante una combinacion aritmética de
tensiones de sustrato y de mojado celular. Las tensiones de humectacion, a su vez, se
controlan por adsorcidn de tensioactivos solubles a interfases liquido-célula y liquido-sustrato

(McCourtie, MacFarlane y Samaranayake, 1986).

La adhesion a largo plazo, el crecimiento celular y la expresion final de un componente
bioldgico para el trabajo de adhesion. Pero la teoria fisicoquimica de DLVO de la ciencia
coloidal es una base adecuada para explicar los aspectos cualitativos y cuantitativos de la
adherencia celular a corto plazo de una fase liquida sésil. Conjuntamente con una descripcion
termodinamica modificada de adhesion que trata a las células bioldgicas como objetos fisicos
ordinarios, los pardmetros relacionados con la tension de humectacién celular y el area de
contacto célula-sustrato pueden calcularse para su uso como herramienta diagnostica y

predictiva en la ciencia del biomaterial.

2.1.6 Energia superficial y tension superficial

La energia superficial se define como la energia necesaria para romper los enlaces
intermoleculares dando lugar a una superficie. En la fisica del solido, las superficies deben ser
intrinsecamente menos favorables energéticamente que la masa; es decir, debe haber una
fuerza que genera la superficie. La energia superficial puede ser definida como el exceso de
energia de la superficie de un material comparado con la que tendria si estuviera inmersa en la

masa.
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La tension superficial es la fuerza que se ejerce en la superficie de los liquidos por unidad
de longitud. También la podemos definir como el trabajo necesario para incrementar la
superficie de un liquido en la unidad de superficie.

Las causas de la tension superficial se deben buscar en las fuerzas de cohesion (Vans der
Waals, idnicas). Por ello las unidades empleadas son J.m-2 y N.m-1, ya que:

J/im2 =N xm/m2=N xm-1

En los sélidos la tension superficial se presenta con mayor intensidad que en los liquidos

pero no puede ponerse de manifiesto debido a la indeformabilidad de los sélidos.

La tension superficial depende de:

a) Temperatura, al aumentar ésta, disminuye la tensién superficial.

b) Presencia de sustancias extrafas, cuando se encuentran en la superficie se alteran las
fuerzas de cohesion.

c¢) Forma y espesor de la superficie del liquido.

Cuando un liguido se pone en contacto con una superficie solida el equilibrio se alcanza
solo para una inclinacion particular de la superficie libre del liquido respecto a la superficie
del solido.

El angulo de contacto 0 resulta del equilibrio de estas fuerzas con la fuerza de adhesion o

resultante de la atraccion de las moléculas que constituyen el solido.
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LiQuIDO

SOLIDO

FUERZA DE ADHESION

Esta fuerza adhesiva se equilibra con la componente de ylg normal a la superficie del
solido. Por tanto resulta:
vlg cos 6 + ysl = ysg
Por lo tanto: cos 0 = ysg - ysl / ylg

Esta formula es conocida como ecuacion de Young, segun la cual cuando una gota de
liquido se situa sobre una superficie solida ideal, sus limites se desplazan hasta que el angulo
0 alcanza el valor dado por la ecuacién de Young (Bongrand, Capo y Depieds, 1982).

Esta formula contiene dos parametros, el angulo de contacto y la tension superficial del
liquido, que se pueden medir directamente. Es necesario ademas, que la superficie sea inerte
al liquido. Los diversos liquidos que se emplean tienen que ser puros para evitar
interacciones.

Para el calculo de la tensién superficial de un sélido se emplean las ecuaciones de estado
de Antonow y de Berthelot, la primera relaciona ysl con ysg y ylg de la siguiente manera: ysl
= [vlg - ysgl.

Y la segunda:
ysl =vlg + ysg-/2YIg-vsg

Combinando estas ecuaciones con la de Young se obtiene la expresion:
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cos B — —l + 2 }'.13 e ﬁ(,‘"’ lg-}g }2
Vol
De acuerdo con la cual, la tension superficial de un solido se puede determinar a partir de
angulos de contacto cuando la tension superficial del liquido y B se conocen, por lo tanto ylg
y B se pueden determinar por un ajuste de minimos cuadrados de los datos experimentales con

la anterior ecuacion (Serrano, 2005).
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1. Método

3.1 Tipo de investigacion

Prospectivo, longitudinal, comparativo, correlacional, experimental y observacional.
3.2 Ambito temporal y espacial
La investigacion se desarrollé en el afio 2018 y dentro las instalaciones del Laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la UNFV.
3.3 Variables
La variable independiente es energia superficial de las resinas acrilicas y la variable
dependiente es Adherencia de Candida Albicans.
3.4 Poblacion y muestra
El calculo de la muestra nos arrojé un total de 18 resinas por marca de
polimetilmetacrilato. Sin embargo, en la experimentacion se tuvieron que desechar tres de
cada tipo por deficiencias en la elaboracién (porosidad en su superficie).
3.5 Instrumentos
Se han utilizado fichas de recoleccion de datos, tanto del nimero de células adheridas a

las placas, como de la tension superficial de dichas estructuras.

3.6 Procedimientos
1. Preparacion de las muestras de PMMA. Se realiz0 a partir de un modelo maestro de
cera, de las dimensiones deseadas (15 x 10 x 1 mm). Cada polimero acrilico, se proceso

segun las especificaciones del fabricante, a quienes se aplicaran los procedimientos

conocidos como es el empaquetado, polimerizacion, enmuflado y demuflado, para lo cual

se utilizara el mismo tipo de yeso, y todo el procedimiento se realizara previa calibracion.
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Las marcas de resinas acrilicas a utilizar son:

1- Vitacryl, A. Tarrillo Barba, Lima, Per.

2- Triplex Ivoclar Vivadent, Alemania

Por cada tipo de acrilico se prepararon 18 muestras. Estas fueron examinadas mediante
una lupa (50x) y las que presentaron defectos o poros superficiales fueron descartadas,
para ambas marcas de acrilicos se eliminaron 3.

2. Determinacion de la tension superficial del PMMA. Para la determinacion del angulo
de contacto se necesitaban conseguir superficies lo mas ideales posibles, las distintas
muestras de resina se han sometieron a un pulido al agua. Se realiz6 el pulido después de
la polimerizacidn, este pulido al agua se realizé de forma manual, primero con lija al
agua Silicon Carbide (P1200; 3/0) con movimientos circulares durante 30 segundos, y
después con lija al agua El Tren (P1600; 4/0) también con movimientos circulares
durante otros 30 segundos.

Para este proceso se empled un goniémetro de contacto, placa porta objetos ajustable
para que esté perfectamente horizontal, sobre esta placa se situaron las muestras sobre las
que se deposita, por medio de una micropipeta, una gota del liquido, la imagen de la gota
sobre la superficie del liquido es captada para determinar la tangente del angulo de
contacto.

Se realizaran 5 medidas de cada muestra de resina y con cada liquido escogido a
conveniencia: Agua, glicerol, formamida, dietilenglicol y dimetilsulfoxido
Después de haber realizado las mediciones fisicas de las resinas, procedemos realizar las
mediciones microbioldgicas.

3. Preparacion de la suspension de Candida Albicans. La cepa de Candida albicans se

presenta en forma liofilizada en una ampolla de cristal al vacio, para rehidratarla se le
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coloco en 0,5 ml de caldo Sabouraud dextrosa y se mantuvo en incubacién durante 24
horas a 37 °C.

Cuando finalizo el periodo de crecimiento se comprobd que la Candida Albicans esta
en fase levaduriforme, realizando el cultivo en agar Sabouraud dextrosa. La separacion
de las levaduras del caldo de cultivo, se realiz6 mediante centrifugacion a 1200 r.p.m.
durante 10 minutos, para luego ser lavado con 10 cc de solucion salina fosfatotamponada
(PBS).

4. Después de centrifugados los tubos con los cultivos, se elimind el caldo y se dejé el
pellet, a esto se le adiciono 0,5 ml de solucion salina fosfatotamponada (PBS) y se
compar6 con densidad Optica de 0,5 segln el estandar de la escala de MacFarland, no se
consigui6 dicha densidad hasta después de 3 intercambios de PBS. La densidad dptica de
0,5 de la escala de MacFarland corresponde a 1,5x108 celulas.ml.

5. Laincubacion de las muestras de PMMA. Las muestras de PMMA se mantuvieron en
agua destilada durante 17 dias, renovando el agua diariamente, con el objetivo de
conseguir su saturacion.

Se coloco una muestra de polimero por tubo y se afiadio 2 ml de suspension de levaduras,
verificando que la muestra esté completamente cubierta, luego proceder a incubar las
muestras durante dos horas a 37°C. Una vez terminado el periodo de incubacién, se
extrajeron las muestras de la estufa y se procedio a aclararlas por dos veces con 25 ml de
solucion tampdn fosfato salino, estéril durante un minuto, mediante agitacion manual
suave. Mediante este aclarado se consiguio eliminar las levaduras que no se encuentran
adheridas a las muestras de polimero.

6. Una vez que las muestras estaban secas, se realizo la tincion de las levaduras mediante

naranja de acridina a una concentracion de 0,003%. Las muestras se colocaron en placas
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de Petri afiadiendo quince gotas de la solucién de naranja de acridina sobre la superficie y
dejando tefiir por 10 minutos, luego se dejaron secar.

7. Sobre cada muestra se realizara el recuento de nueve campos, las areas seleccionadas
para el recuento se distribuyeron de manera uniforme sobre la superficie de la muestra. El
area de cada campo fue observada con un aumento de 10 x 10 y para observar colonias
muy densas el aumento de 40x10, es de 0,152 mm?2.

3.7 Analisis de Datos

Se utilizo el programa Excel para la base de datos y el programa estadistico Stata para el
analisis estadistico de los datos. Se elaboraron tablas de estadisticas descriptivas. Se utilizé la
prueba t de student para comparar los promedios entre los grupos, para comparar las
correlaciones se utilizd la prueba Q de Cohen, el analisis estadistico se realiz6 con un nivel de

significancia de 0.05.
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IV. Resultados
En esta seccion se presentan las tablas que recogen los valores de la tension superficial
de las muestras de PMMA medidas con los distintos liquidos expuestos, los valores de
adhesion de levaduras por campo para cada muestra, expresando la media y la desviacién
estandar, asi como la media global para cada tipo de resina.
Las tablas que se expondran nos mostraran la media del angulo tangente entre la gota de
cada uno de los liquidos empleados y la muestra de polimetilmetacrilato. La media mostrada

es el resultado de 5 medidas de cada una de las muestras (15) de cada marca empleada.
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Tabla 1

Angulo entre la superficie de la resina Vitacryl y una gota de un liquido diferente

DIETILEN- DIMETILSUL
RESINA1 AGUA GLICEROL FORMAMIDA
GLICOL -FOXIDO

1 71,93 69,12 50,22 34,3 14,09
2 70,43 68,88 50,75 34,23 15,07
3 70,33 69,31 51,37 35,01 15,49
4 70,04 69,34 51,32 34,46 14,91
5 70,34 69,09 51,2 34,97 15,64
6 70,08 69,98 50,36 35,12 14,33
7 70,72 69,35 50,03 35 14,36
8 70,65 69,09 50,79 34,11 14,79
9 71,21 69,35 50,34 34,98 14,34
10 70,25 70,14 50,79 34,44 14,53
11 70,36 68 50,21 34,69 14,97
12 70,23 70,74 50,45 34,85 14,47
13 70,64 69,33 59,93 34,76 14,75
14 70,48 69,09 50,18 34,85 14,67
15 71,02 69,23 51,41 34,48 14,12

La tabla 3 muestra el promedio del &ngulo tangente entre cada una de las muestras de la

resina Vitacryl y una gota de agua, glicerol, formamida, dietilenglicol y dimetilsulfoxido.
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Figura 1. Muestra el promedio del &ngulo tangente entre cada una de las muestras de la resina

Vitacryl y una gota de agua, glicerol, formamida, dietilenglicol y dimetilsulfoxido.
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Tabla 2

Angulo entre la superficie de la resina Triplex y una gota de liquido diferente

FORMA DIETILEN  DIMETILS
RESINA2 AGUA GLICEROL
MIDA GLICOL ULFOXIDO
1 70,05 68,05 49,79 34,11 15,71
2 70,26 67,78 49,21 33,69 14,97
3 70,33 68,67 50,37 33,11 14,44
4 69,04 68,24 49,03 34,76 15,05
5 69,91 68,23 49,22 34,11 15,06
6 69,19 68,43 49,45 33,37 15,43
7 69,46 68,22 49,18 33,85 15,67
8 69,02 67,83 49,34 34,99 14,12
9 70,47 68,58 50,75 33,22 14,95
10 69,24 68,37 50,34 34,98 15,34
11 70,34 68,09 49,2 33,7 15,14
12 70,04 68,32 50,32 33,46 14,91
13 70,82 68,39 50,49 33,67 15,38
14 70,25 68,45 50,79 34,44 14,53
15 70,06 68,96 50,12 33,18 14,93

La tabla 2 muestra el promedio del &ngulo tangente entre cada una de las muestras de la

resina Triplex y una gota de agua, glicerol, formamida, dietilenglicol y dimetilsulfoxido.
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Figura 2. Muestra el promedio del &ngulo tangente entre cada una de las muestras de la

resina Triplex y una gota de agua, glicerol, formamida, dietilenglicol y dimetilsulfoxido.
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Tabla 3

Promedios de angulos y calculo de energia superficial de las muestras de

Vitacryl

ENERGIA

RESINA 1 PROMEDIO ANGULOS
SUPERFICIAL

1 47,932 40,3

2 47,872 40,56

3 48,302 40,44

4 48,014 40,7

5) 48,248 40,86

6 47,974 40,02

7 47,892 40,1

8 47,886 40

9 48,044 40,24

10 48,03 40,23

11 47,646 40,63

12 48,148 40,11

13 49,882 40,01

14 47,854 40,21

15 48,052 40,6

La tabla 3 muestra el promedio de la medida de angulos y el calculo

matematico de la energia superficial de las muestras de Vitacryl.
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Figura 3. Muestra el promedio de la medida de angulos y el calculo matematico de la energia

superficial de las muestras de Vitacryl.
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Tabla 4

Promedios de angulos y calculo de energia superficial de las muestras de Triplex

ENERGIA
RESINA2  PROMEDIO DE ANGULO
SUPERFICIAL
1 47542 39,55
2 47,182 39,62
3 47,384 39,49
4 47,224 39,33
5 47,306 39,43
6 47174 39,21
7 47,276 40,21
8 47,06 39,1
9 47,594 39,25
10 47,654 39,86
11 47,294 39,36
12 47,41 39,73
13 47,75 39,93
14 47,692 39,87
15 47,45 39,57

La tabla 4 muestra el promedio de la medida de angulos y el calculo matematico

de la energia superficial de las muestras de Triplex.
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Figura 4. Muestra el promedio de la medida de angulos y el calculo matematico de la

energia superficial de las muestras de Triplex.

Cada valor que se indica por muestra corresponde a la media de recuento de nueve
campos, y en cada tipo de polimero se han empleado quince muestras. Asi pues la media
global para cada tipo de PMMA se obtiene a partir de ciento treinta y cinco valores de
recuento.

Debajo de cada tabla podemos observar la gréafica correspondiente a la media de los

valores para cada muestra y la global para cada tipo de resina.
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Tabla 5
Media de Candida Albicans por campo de cada tipo de muestra de la resina

Vitacryl.

TIPODE MUESTRA MEDIADE MEDIA  DESVIACION

RESINA CEL/CAMPO GLOBAL ESTANDAR
1 1 18,2
1 2 18,7
1 3 18,5
1 4 19,3
1 5 19,9
1 6 14,6
1 7 14,7
1 8 13,3
1 9 15,7
1 10 151
1 11 19,2
1 12 14,8
1 13 14,5
1 14 151
1 15 19,2
16,72 2,29

La tabla 5 muestra la media de Candida Albicans por campo observado
en las distintas muestras de resina Vitacryl. Con una media global de 16,72

células por campo.
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Figura 5. Muestra la media de Candida Albicans por campo observado en las distintas

muestras de resina Vitacryl. Con una media global de 16,72 células por campo.
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Tabla 6

Media de células por campo de cada tipo de muestra de la resina Triplex

TIPO DE RESINA MEDIA DE MEDIA  DESVIACION

RESINA 2 CEL/CAMPO GLOBAL ESTANDAR
2 1 15,8

2 2 16,2

2 3 15,4

2 4 14,4

2 5 15,2

2 6 14

2 7 17,2

2 8 14

2 9 14,3

2 10 16,5

2 11 15,2

2 12 16,4

2 13 17,2

2 14 16,9

2 15 16,1

15,65 1,12

La tabla 6 muestra la media de Candida Albicans por campo observado
en las distintas muestras de resina Triplex. Con una media global de

15,65 células por campo
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Figura 6. Muestra la media de Candida Albicans por campo observado en las distintas

muestras de resina Vitacryl. Con una media global de 15,65 células por campo.

Tabla 7
Comparacion de medias de levaduras por campo del

total de muestras de Vitacryl y Triplex

TIPO DE RESINA MEDIA GLOBAL
1 16,72
2 15,65

La tabla 7 muestra la comparacion entre la media global
por campos de levaduras de muestras de Vitacryl (1) y

Triplex (2)
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Figura 7. Muestra la media de Candida Albicans por campo observado
en las distintas muestras de resina Vitacryl. Con una media global de

15,65 células por campo.

El analisis estadistico se realizo en base a los objetivos especificos del estudio. Se analiz
la relacion entre energia superficial del polimetilmetacrilato y la adherencia de Candida
Albicans de Triplex y Vitacryl a través del coeficiente de correlacion de Pearson. Asi mismo
se analizo si existia diferencia estadisticamente significativa entre la energia superficial de

cada marca y adherencia de Candida Albicans.

Tabla 8
Correlacion entre la energia superficial y la adherencia

de Candida Albicans

ENERGIA SUPERFICIAL

R P

MEDIA_LEV_~O 0.9559 0.0000
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La tabla 8 muestra la una alta correlacion entre la
energia superficial y la adherencia

Existe una alta correlacion entre la energia superficial del polimetilmetacrilato y la
adherencia de Candida Albicans en Triplex, esto lo vemos con el coeficiente de correlacién
de Pearson siendo r = 0.9559, es decir que esta entre 0 y 1 siendo muy significativa esta

relacion, P<0.05.
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Figura 8. Correlacién entre la energia superficial del polimetilmetacrilato y la

adherencia de Candida Albicans en Triplex.
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Tabla 9

Correlacion entre la energia superficial del polimetil-

metacrilato y la adherencia de Candida Albicans en Vitacryl
ENERGIA SUPERFICIAL

R P

MEDIA_LEV_~O 0.9496 0.0000

La tabla 9 muestra un coeficiente de correlacion de Pearson
r=0.9496

Existe una alta correlacion entre la energia superficial del polimetilmetacrilato y la
adherencia de Candida Albicans en Vitacryl, esto lo vemos con el coeficiente de correlacion

de Pearson r =0.9496, siendo muy significativa esta relacion, P<0.05.
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Figura 9. Correlacion entre la energia superficial del polimetilmetacrilato

y la adherencia de Candida Albicans en Vitacryl.
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Tabla 10
Estadistica de la energia superficial del polimetilmetacrilato (PMMA) entre las marcas

Triplex y Vitacryl

IC 95% DE
Grupo N° Media E.S. D.S. CONFIANZA t P
VITACRYL 15 40.334 0.072 0.279  40.180 40.488
7.157 0.000
TRIPLEX 15 39.567  0.079 0.307 39.397  39.738

La tabla 10 muestra la estadistica de la energia superficial del polimetilmetacrilato (PMMA)

entre las marcas Triplex y Vitacryl

La energia superficial del polimetilmetacrilato (PMMA) entre las marcas Triplex y
Vitacryl presentan diferencias significativas, los de la resina Vitacryl presentan un
promedio de 40.33 y Triplex un promedio de 39.567, una diferencia promedio
significativa de 0.767.
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Figura 10. Comparacion de la energia superficial del polimetilmetacrilato
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(PMMA) entre las marcas Triplex y Vitacryl.
Tabla 11
Estadistica de la adherencia de Candida Albicans al polimetilmetacrilato (PMMA) entre las

marcas Triplex y Vitacryl

IC 95% DE
Grupo N° Media E.S. D.S. CONFIANZA T P
VITACRYL 15 16.720 0.592 2.292 5.451 7.989
1.620 0.116
TRIPLEX 15 15.653 0.288 1.117 5.035 6.272

La tabla 11 muestra la estadistica de la adherencia de Candida Albicans al polimetilmetacrilato

(PMMA) entre las marcas Triplex y Vitacryl

La adherencia de Candida Albicans al polimetilmetacrilato (PMMA) entre las marcas
Triplex y Vitacryl presentan resultados similares, los de la resina Vitacryl presentan un
promedio de 16.72 y Triplex un promedio de 15.65, una diferencia promedio de 1.06,

estas diferencias no fueron estadisticamente significativas, P > 0.05.
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Figura 11. Comparacion de la adherencia de Candida Albicans al polimetilmeta- crilato

entre la marca Triplex y Vitacryl.

Tabla 12
Las correlaciones de energia superficial con adherencia de

Candida Albicans

ENERGIA SUPERFICIAL

TRIPLEX VITACRYL

r P r P

Adherencia
Candida

Albicans 0.956 0.0000  0.950 0.0000

La tabla 12 muestra las correlaciones entre la energia superficial

con adherencia de Candida Albicans. Q de Cohen=0.068, P > 0.05

Las correlaciones de energia superficial con adherencia de Candida Albicans es muy alto

en ambas resinas (0.956 y 0.95) Triplex y Vitacryl respectivamente, al comparar estas

correlaciones no se encuentra diferencias significativas, P > 0.05
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V. Discusion de resultados

La asociacion de Candida albicans con la estomatitis protésica es importante pero no
constituye un factor determinante de la aparicion de la enfermedad. Este hecho se
desprende de los estudios de determinacion de microorganismos presentes en la placa
asociada a la estomatitis protésica, en donde, dependiendo del grado de enfermedad
encontramos mas 0 menos frecuente la presencia de Candida albicans.

Budtz-Jorgensen (1973) afirmaba que las principales causas de esta enfermedad era el
trauma, la infeccidn y la alergia a los componentes de la prétesis, sin embargo trabajos
clinicos como los de Ceballos demostraron que la aparicion de la enfermedad estaba
determinada por multiples factores siendo uno de ellos determinante: la condicion
sistémica del individuo.

Si bien es cierto, el presente trabajo no se han tomado muestras de individuos con la
enfermedad, los resultados y las microfotografias de los cultivos pueden servir de
referencia para una futura comparacion con las investigacion de los autores antes
mencionados.

La adhesion de Candida albicans a la superficie de PMMA es muy compleja por la
gran cantidad de factores involucrados. Por ello, algunos de los trabajos in vitro
realizados hasta ahora ofrecen resultados que, en ocasiones, son contradictorios. Asi
ocurre por ejemplo con respecto al papel que desemperia la saliva, aunque se acepta que
juega un papel protector con respecto a estomatitis protésica (Samaranayake et al., 1980)

Navazesh (1995) investigo sobre la relacion existente entre la cantidad de saliva y el
recuento de Candida Albicans en personas con Estomatitis protésica, obteniendo una que
no existe relacion significativa entre ambas variables. Esta investigacion es resaltante ya

gue maneja una variable que la mayoria de investigaciones in vitro, como la presente, no
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manejan; siendo esta determinante en la adhesion entre el hongo y la prétesis. Existen
trabajos que encuentran mayor adhesion de Candida albicans en las muestras de PMMA
tratadas con saliva (Edgerton et al., 1993).

La diversidad de métodos empleados hace dificil la comparacion de resultados incluso
empleando un mismo sistema, al no existir un protocolo establecido, cada autor o grupo
de trabajo emplea la cepa de Candida albicans que le parece mas adecuada para su
estudio, igual ocurre con respecto a la concentracion de levaduras, tiempo y temperatura
de incubacion, procedimiento para eliminar levaduras no adheridas o método de tincion.

Otro problema dentro de la metodologia es la eleccion del sistema de tincion adecuado
para el recuento de levaduras por campo. Empleando un tipo de PMMA transparente
autopolimerizable, se pueden obtener muestras de polimero lo suficientemente delgadas
para permitir el recuento de levaduras mediante microscopio optico de transmision y el
empleo de un colorante como violeta cristal (Minagi et al., 1985; Verran et al., 1987 y
Okita et al., 1991).

Otros autores utilizaron tincion Gram, esto se puede conseguir empleando dos
cristales entre los cuales se coloca el polimero en su fase pléastica, de tal forma que al
presionar se obtiene un espesor fino. La superficie resultante de la muestra de PMMA
con este sistema es similar a la que tendria un PMMA termopolimerizable.
(Samaranayake et al., 1980 y Virga et al., 2001)

Si las muestras se confeccionan de distintos tipos de PMMA, debido a los diferentes
métodos de polimerizacion de cada uno y a la adicion de colorantes, no es posible
prepararlas de tal forma que se pueda emplear un microscopio de transmision, ya que la
luz no puede atravesar el espesor del polimero. Por ello para visualizar las levaduras

adheridas a la superficie, es necesario usar una tincion fluorescente en la que la luz llegue
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por epiluminacion, sin necesidad de atravesar la muestra de PMMA (Verran et al., 1997;
Waters et al., 1997 y Maza et al., 2001).

Verran et al. (1997) y Waters et al. (1997) utilizaron el colorante fluorescente naranja
de acridina, empleado también por el presente estudio. Su eleccion ha estado
condicionada por la disponibilidad y conocimiento de la técnica. Existen otros colorantes
fluorescentes que se han empleado con el mismo propdsito como el blanco de calcofltor
al 0,1 % o al 1% (Maza et al., 2001y Sentandreu et al., 1997).

Cabe recalcar que la tincién con naranja de acridina se produce por su afinidad a los
acidos nucleicos, tanto ARN como ADN, su estructura aromatica plana le permite
intercalarse entre dos bases (Montgomery et al., 1998).

Verran et al. (1984) recalco que el recuento dptico se produce sobre todas las
levaduras, tanto las viables y activas como las inviables por lo que esta variable no puede
ser identificada en el presente estudio.

Algunos autores han utilizado de forma simultanea dos métodos para el estudio de la
adherencia de Candida albicans, asi Burns empled la determinacion de las unidades
formadoras de colonias y el recuento Optico; Okita, combina dos métodos 6pticos como
el microscopio optico y el electronico; y Nikawa, emplea medicion del descenso del pH 'y
microscopio electronico.

El calculo de la tension superficial de los distintos tipos de PMMA empleados, se ha
efectuado de acuerdo con procedimientos estandarizados basados en la medicion de la
tangente del angulo de contacto de diversos liquidos con la superficie de los distintos

tipos de PMMA (Kwok et al., 1998 y Kang, 2013).
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Sin embargo algunos autores han realizado el mencionado calculo solo con agua
destilada, en donde la posibilidad de tener algun error es mayor (Samaranayake et al.,
1980 y Minagi et al., 1985).

La eleccion de los liquidos esta basada en su tension superficial, que es conocida, de
tal forma que los valores comprendan un rango amplio que varia de 42,68 mJ/m2 para el
dimetilsulfoxido hasta 72,7 mJ/m2 para el agua.

Cuanto mayor sea la diversidad de liquidos utilizados para obtener la curva de tension
superficial del s6lido, mas exacta sera la determinacion del valor de la energia de
superficie de dicho sélido.

Minagi (1985) en su investigacion se obtienen los valores de la energia de superficie
de las diferentes muestras de PMMA empleando solamente agua destilada. Este calculo,
basado en el valor obtenido de un solo liquido, esta sujeto a posibles errores, ya que las
variaciones originadas por inexactitud en la medida repercuten en sensibles variaciones
de los valores de tension superficial.

En el presente estudio se analizo la relacion entre energia superficial del
polimetilmetacrilato y la adherencia de Candida Albicans de Triplex y Vitacryl a través
del coeficiente de correlacion de Pearson donde se hall6 que existe una alta correlacion
entre ambas variables (r = 0.9559, P<0.05).

Esta alta correlacion también la encontramos en el estudio de Minagi, al comparar la
energia superficial de dos Candidas distintas (Albicans y Tropicalis) con su adherencia a
resinas termocuradas, este autor utilizo solo agua destilada para medir los angulos de
contacto de Young con las resinas, diferente a la aplicada en el presente estudio.
También Kang concluyo que los materiales mas hidrofilos son los que tienen mayor

adherencia de Candida Albicans, el estudio lo realizo en acondicionadores de tejidos,
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revestimientos suaves acrilicos y de silicona y materiales de revestimiento rigidos, siendo
estos dos altimos los més hidrdfilos, es decir los que retuvieron mayor nimero de células
de Candida Albicans.

Un hecho a destacar en el recuento optico es la gran variacién que podemos encontrar
de unos campos a otros dentro de la misma muestra de PMMA. En las resinas que méas
adherencia de Candida albicans muestran, se observan disposiciones de levaduras y
pseudohifa en forma arracimada que hacen muy dificil la realizacion de un recuento
exacto. Estas variaciones estan originadas por la adherencia tremendamente irregular de
Candida albicans a la superficie, dentro de una misma muestra de PMMA podemos
observar campos con el microscopio con muy pocas levaduras frente a otros con
agregados en forma de racimos muy numerosos, este hecho es recogido por otros autores
como Verran y Radford.

Existe también una gran discrepancia en los recuentos efectuados entre las muestras
del mismo tipo de PMMA. Estas diferencias también quedan reflejadas en los trabajos de
otros autores, Minagi encuentra recuentos de Candida albicans en los que se puede
observar una media de 1749 lev/mmz2 y una desviacion estandar de + 559.

Waters (1997) nos muestra un valor medio de lev/mm2 de 373 con una desviacion
estandar de = 102, mientras que en el presente trabajo se muestran 150,48 con una
desviacion estandar de + 21. Tal diferencia podria ser a causa de la evolucion del
protocolo de pulido de protesis, asi como la implementacion de nuevas herramientas que
faciliten un mejor acabado final.

Sin embargo Serrano, concluyo, después de incubar 11 marcas distintas de PMMA,
las variaciones en la energia superficial que resultan de las diferencias en la composicion

de las diferentes resinas de PMMA parecen no tener influencia sobre la adhesion de C.
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albicans. Es importante resaltar que estos resultados son dificilmente comparables, ya
que el método de conteo de células se ha realizado con procedimientos distintos.

Por el contrario Pineda corrobora la capacidad de adherencia de Candida albicans a
resinas acrilicas y poliamidas; los procedimientos de elaboracion y acabado final son un
factor determinante en la adherencia de este microorganismo a materiales dentales. La
adherencia a poliamidas fue inferior que a las resinas acrilicas, sin embargo, las areas
donde hay porosidades, rugosidades y mal pulido fue donde hubo mayor crecimiento, ya
que estos sitios pueden proporcionar una mayor retencion para las células.

Cabe recalcar que en el momento en el que se realizaron las vistas de la muestra
control (Candida Albicans en placa Petri tefiido de naranja de acridina) en el microscopio
de fluorescencia, se observo la Candida Albicans en forma de levadura, por el contrario
en las muestras experimentales (Candida Albicans en placa de acrilico tenida con naranja
de acridina) se observaron células en forma de pseudohifa. Ninguno de los antecedentes
mencionados ha reportado este hallazgo.

La Candida albicans tiene gran capacidad de adherencia a materiales no solo a células
del hospedero sino también a materiales inertes como resinas acrilicas, esto en gran parte
se debe a lo que reporta la literatura sobre las caracteristicas quimicas y estructurales de

su pared celular, coadyuvado con las caracteristicas brindadas por el medio.
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VI.  Conclusiones
Existe una alta correlacién (r = 0.9559) entre la energia superficial y la adherencia de
Candida Albicans en Triplex, por lo que podemos concluir que la adherencia de
Candida Albicans es directamente proporcional a la cantidad de energia superficial
que tienen la resina acrilica en la marca Triplex.
De la misma forma, la correlacion entre la energia superficial y la adherencia de
Candida Albicans en Vitacryl es alta (r=0.9496), por lo que podemos concluir que la
adherencia de Candida Albicans es directamente proporcional a la cantidad de energia
superficial que tienen la resina acrilica en la marca Vitacryl.

La energia superficial del polimetilmetacrilato (PMMA) entre las marcas Triplex y
Vitacryl presentan diferencias significativas (diferencia promedio significativa de
0.767).

La adherencia de Candida Albicans al polimetilmetacrilato (PMMA) entre las marcas
Triplex y Vitacryl presentan resultados similares, tienen una diferencia promedio de
1.06, que no es estadisticamente significativa, P > 0.05.

Al comparar las correlaciones de energia superficial con adherencia de Candida
Albicans no se encuentra diferencias significativas (P > 0.05). Para ambas marcas de

resina es muy alta la correlacion (0.956 y 0.95).
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VIl. Recomendaciones

Al no existir un protocolo establecido del proceso de elaboracion de muestras,
incubacidn, coloracion y recuento de colonias, las recomendaciones estan realizadas en base a
la metodologia de experimentacion.

Si bien es cierto, las medidas para la elaboracion de muestras de PMMA estan en funcion
a las dimensiones de un tubo de ensayo convencional y la elaboracion de las mismas en
funcion a las especificaciones del fabricante, no existe un patron para el pulido. Los pulidos
de prétesis totales o parciales convencionales, se realizan de distinta forma para la cara
externa e interna, ya que la parte interna debe ser la que méas adaptada se encuentre a la
mucosa del paladar, éste criterio de pulido se sugiere que sea respetado para estudios en
muestras de resina acrilica en posteriores estudios in vitro.

En el procedimiento de incubacion, cuando las muestras de resinas acrilicas estén
sumergidas en el medio, estas deberian estar suspendidas a través de algun dispositivo, ya que
si se las deja sumergirse del todo en el caldo, la placa se hundira hasta el fondo del recipiente
lo que haré que solo una cara de la muestra tenga mayor contacto con el caldo de cultivo,
mientras que la otra cara estara en contacto directo con el recipiente.

Otra recomendacion del proceso de incubacion es que para que el cultivo tenga las
células suspendidas todo el tiempo de incubacion, se debe utilizar un shaker que le dé
movimiento suficiente para que las células estén suspendidas y pueda estar en contacto
uniforme con la muestra de resina acrilica.

Con respecto a la coloracion, la ubicacion y utilizacion de naranja de acridina liquida fue

una de las mayores dificultades que se encontraron al ejecutar la presente investigacion,
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siendo ésta no imprescindible para la coloracién de colonias de Candida Albicans, por lo que
se recomienda poder utilizar otro tipo de colorante.

Ademas, la naranja de acridina nos tifie las células viables y no viables, por lo que en
posteriores investigaciones se podrian utilizar métodos anexos al ya descrito, como el conteo

de células a través de la maquina de centelleo.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1. Gonidmetro de contacto

Anexo 2. Micropipeta instalada en el goniémetro de
contacto

65,7 + 3.2°

Anexo 3. Angulo de contacto entre el
glicerol y una muestra de Vitacryl
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40,4 £4,6°

Anexo 4. Angulo de contacto entre el
formamida y una muestra de Triplex

Anexo 5. Cultivo de Candida
Albicans en Caldo Sabouraud y
comparado con la Escala de
MacFarland 05

Anexo 6. Cultivo de Candida
Albicans en Agar Sabouraud. Se
muestran levaduras en crecimiento
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Anexo 7. Coloracion de muestras
con naranja de acridina al 0,003%

Anexo 8. Microscopio de
fluorescencia.

Anexo 9. Células de Candida
Albicans en la muestra de Vitacryl,
coloreadas con naranja de acridina
al0,003%, vistas con microscopio
de fluorescencia (10x).
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Anexo 10. Células de Candida
Albicans en la muestra de
Triplex, coloreadas con naranja
de acridina al 0,003%, vistas con
microscopio de fluorescencia
(10x).

Anexo 11. Células de Candida
Albicans en forma de
pseudohifa, tomada de una
muestra de acrilico. Vista con
microscopio de fluorescencia
(40x)

Anexo 12. Células de Candida
Albicans en forma de levadura,
tomado del cultivo en el caldo
de sabouraud y puesto en un
portaplaca.
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