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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue investigar en qué medida la incorporacién de
nanoparticulas de oxido de zinc (NPs ZnO) en polimetilmetacrilato (PMMA) puede
ser citotoxico para las células in vitro (NIH/3T3), ademas de evaluar si la
modificacion superficial para lograr una mejor dispersion de las nanoparticulas
cambia la citotoxicidad. El primer grupo sin modificacion se presenta como PMMA
con nanoparticulas de 6xido de zin en las en concentraciones de 0.1, 0.3y 0.5 %,
el segundo grupo se realizé con modificacidon superficial del PMMA para conseguir
un efecto de dispersidbn de las nanoparticulas en la matriz polimérica, en
concentraciones de 0.1, 0.3 y 0.5 % de nanoparticulas de 6xido de zinc. Se evalué
mediante ensayo in vitro de reduccion de sales de tetrazolio (MTT). Los resultados
arrojaron, tanto para la muestra sin modificacion y de incorporacién de 0.1 %m de
NPs ZnO y los modificados con incorporacion de 0.3 y 0.5 %m de NPs ZnO no
mostraron ningun efecto citotoxico del 6xido de zinc en comparacién con el grupo
de control (células sin tratamiento). Se observo efecto citotoxico en la concentracion
de nanoparticulas al 0.5 %m de 64.02%, y para la concentracion de 0.5%m de
53.1%, las cuales fueron significativas en comparacién con el grupo control. El grupo
sin y con modificacion a la concentracion del 0.5 %m redujeron significativamente
la viabilidad celular en comparacién con el grupo control (p <0.05). Por lo tanto, de
acuerdo con los resultados y la norma ISO 10993- 5:2009, se sugiere una seguridad
en el uso de nanoparticulas de ZnO como material aditivo para base de dentaruras
postizas sin ejercer un efecto citotéxico sobre las células del huésped,
principalmente las modificadas con concentraciones de NPs ZnO hasta de un
0.3%m en la matriz de PMMA.

Palabras claves: PMMA; NPs ZnO; citotoxicidad

61



:) o = = Direccion de Investigacion y Posgrado
"\ Y’ ) C] en C]AC] erta CienciAcierta No. 77 enero-marzo de 2024
p\j Recepcion de articulo 22 de febrero de 2023.
N— Articulo aceptado 12 de mayo de 2023

ISSN: 2683-1848

(c\( N Universidad Autonoma de Coahuila

ABSTRACT

The objective of this work was to investigate to what extent the incorporation of zinc
oxide nanoparticles (ZnO NPs) in polymethylmethacrylate (PMMA) can be cytotoxic
to cells in vitro (NIH/3T3), in addition to evaluating whether the surface modification
to achieve better dispersion of the nanoparticles changes the cytotoxicity. The first
group without modification is presented as PMMA with zinc oxide nanopatrticles in
concentrations of 0.1, 0.3 and 0.5%, the second group was made with PMMA
surface modification to achieve a dispersion effect of the nanoparticles in the
polymer matrix. , in concentrations of 0.1, 0.3 and 0.5 % of zinc oxide nanopatrticles.
It was evaluated by means of an in vitro assay for the reduction of tetrazolium salts
(MTT). The results showed, both for the sample without modification and
incorporation of 0.1 %m of ZnO NPs and those modified with incorporation of 0.3
and 0.5 %m of ZnO NPs did not show any cytotoxic effect of zinc oxide compared to
the control group (cells without treatment). A cytotoxic effect was observed in the
concentration of nanopatrticles at 0.5%m of 64.02%, and for the concentration of
0.5%m of 53.1%, which were significant compared to the control group. The group
without and with modification at the concentration of 0.5 %m significantly reduced
cell viability compared to the control group (p <0.05). Therefore, according to the
results and the ISO 10993-5:2009 standard, a safety in the use of ZnO nanoparticles
as an additive material for denture base is suggested without exerting a cytotoxic
effect on the host cells, mainly those modified with concentrations of ZnO NPs up to
0.3% m in the PMMA matrix.

Key words: PMMA; NPs ZnO; cytotoxicity
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INTRODUCCION

El edentulismo es una enfermedad que afecta a la mayoria de la poblacion
de la tercera edad, se define como la condicion o estado oral sin ninguna pieza
dental. Existen tratamientos para contrarestar el problema, sin embargo es una
condicion irreversible (Cunha y Nadanovsky, 2007). Aunque la pérdida de dientes
ha ido disminuyendo con el paso del tiempo, el edentulismo sigue siendo una
enfermedad que no se ha podido erradicar por completo y de las mas importantes
en todo el mundo, especialmente entre los adultos mayores (Douglas y col., 2002).
Aunado a esto, la pérdida dental afecta el habla, la masticacion y llega a provocar
una mala estética la cual tiende por afectar la calidad de vida de los pacientes
(Stober y col., 2012; Emami y col., 2013).

Para poderles ofrecer una mejor calidad de vida, se les puede ofrecer a los
pacientes la colocacion de implantes para devolver funcionalidad y estética, sin
embargo no todos los pacientes son candidatos o cuentan con la solvencia
econdémica para poder recibir este tipo de tratamiento, por lo tanto se opta por
tratamientos como prétesis totales o parciales (Mohammed, 2020; Allen y McMillan,
2003).

Este tipo de tratamientos son fabricados en base a resina acrilica de
polimetilmetacrilato (PMMA), sin embargo, este material presenta algunos
inconvenientes en cuanto a las propiedades de la superficie, como rugosidad de la
superficie la cual puede ser colonizada por Candida Albicans (Gallegos y Bernal
Cahuata, 2018). Ademas, al entrar en contacto con la mucosa bucal puede actuar
como reservorio para la adherencia bacteriana. Se ha mencionado que los métodos
de limpieza mecanicos son inadecuados para reducir por completo los
microorganismos de la superficie de las dentaduras. Diferentes enfoques se han
tomado para disminuir la adhesion de microorganismos al usar diferentes
revestimientos, o incorporar aditivos antifungicos en el PMMA de la base de la

dentadura (Gallegos y Bernal Cahuata, 2018).
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Los nanomateriales han sido utilizados ampliamente en el campo de la
nanomedicina y las ciencias biomédicas debido a sus excelentes propiedades
fisicas y quimicas (Gomez-Quintero y col., 2012). Entre las nanoparticulas podemos
encontrar los oOxidos metalicos que son valiosos por sus caractéristicas
fisicoquimicas, ademas por su efecto antibacteriano (Mohammed, 2017). El 6xido
de zinc, un 6xido metalico, se usa ampliamente en odontologia como material de
cementacion restauradora, material de obturacion del conducto radicular vy
restauracion temporal. Este 6xido metdlico varia de tamafio de particula, con
tamafos que van desde micrémetros hasta nanémetros. Muchos de los estudios
demostraron la eficacia de estas particulas inhibiendo el crecimiento de hongos y
bacterias. La inhibicion dependié del tamafio de particula, la concentraciéon y el tipo
de microorganismos. Teniendo los mejores efectos antimicrobianos empleando
particulas pequefias menores a 150 nm de tamafio y altas concentraciones (1000
ug/mL) de ZnO (Kird y col., 2017). Las nanoparticulas liberadas del biomaterial
pueden penetrar en el tejido y ejercer el efecto terapéutico. Por lo tanto, para lograr
efectos terapéuticos y preventivos, la concentracion de ZnO liberado no puede ser
menor que la concentracién inhibitoria minima (CMI) relativa a los patégenos, pero
tampoco puede ser tan alta como para poder generar un efecto citotoxico en las
células huésped, como se demostro empleando cultivos primarios de células
humanas a partir de la mucosa nasal (Kumar y col., 2016; Kamonkhantikul y col.,
2017; Hackenberg y col., 2011). Otro de los problemas de usar nanoparticulas es la
aglomeracion por lo cual se utilizaron nanoparticulas modificadas que previamente
ya se han estudiado que mejoran la incorporacion de éstas en una matriz de PMMA,
sin embargo pueden incrementar la citotoxicidad de las nanoparticulas (Ramasamy
y col., 2014).

Por lo tanto, el objetivo de este estudio es el de determinar si la incorporarcion
de nanoparticulas de oxido de zinc modificadas al polimetilmetacrilato puede llegar

a ser citotoxico en células NIH/3T3 (fibroblastos de raton) in vitro.
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Material y métodos

Para el presente estudio se utilizé PMMA termocurado, mondmero acido
metilmetacrilico para termocuracion de la casa comercial Nic - Tone color rosa.
Siendo este el mas utilizado para la elaboracion de prétesis totales y parciales en el
ambito odontoldgico.
Se utilizaron nanoparticulas de ZnO, las cuales fueron sintetizadas en CIQA (Centro
de investigacion en Quimica Aplicada), donde fueron caracterizadas para llevar a
cabo esta investigacion. Las empleadas fueron obtenidas de la ATCC con el codigo
NIH/3T3 CRL-1658™ (células de fibroblastos de ratén).

Sintesis de las nanoparticulas de ZnO

Se colocaron 1x102 moles de acetato de zinc dihidratado (O2CCHz)2(H20):
disueltos en 225 mL de agua destilada. De forma separada se mezclaron 3x10-
moles de trietanolamina (CsH1sNO3) y 2x1023 moles n-propilamina (CsHsN) con
agitacion en 1275 mL de etanol (C,H¢O), hasta obtener una solucién homogénea.
Posteriormente ambas soluciones se mezclaron en un matraz de tres bocas
soportado por unas pinzas y colocado en un bafio de recirculacion y agitacion
constante 450 rpm, se dejo que la temperatura de reaccion alcanzara los 80° C, se
mantuvo dicha temperatura por 6 horas contando estas ultimas a partir de la primera
gota precipitada. El producto obtenido se centrifugé durante 6 min a 5000 rpm y se
lavo tres veces con etanol, para eliminar el exceso de reactivos que no terminaron
de reaccionar al momento de llevarse a cabo la sintesis de nanoparticulas.
Posteriormente se dejo secar el precipitado durante 68 h a temperatura ambiente
para después recuperar el producto sintetizado el cual tuvo un rendimiento del 88%.
Caracterizacion fisicoquimica de las NPs de ZnO

Difraccién de Rayos X (XRD)

Para evaluar las propiedades de las nanoparticulas de ZnO se realizé la

caracterizacion quimica empleando un difractometro Rigaku radiacion KaCu (25
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mA, 35 kV) a temperatura ambiente en un intervalo de barrido de 10 a 80 grados en
la escala 20©. A una velocidad de 0.02 grados/s. Cada muestra fue colocada en un
portamuestras de acero inoxidable con una capacidad de 0.3 g para su respectivo

analisis.

Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

Se utilizé un microscopio electronico de transmision FEI-Titan 80-300 kV(Cs=1.25
mm) operaterado a 300 kV para observar la morfologia y evaluar el tamafio de las
de las NZnO. Los polvos estudiados fueron evaluados dispersando un poco de la
muestra en etanol, de la cual posteriormente se colocé una pequefia gota en una
rejilla de cobre especial para realizar el analisis en el microscopio, dejando secar la

gota y por ultimo introducirla al microscopio para apreciar la estructura obtenida.

Espectroscopia de Infrarojo con transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros de infrarrojo de las nanoparticulas de ZnO se obtuvieron preparando
pastillas de KBr-nanoparticula. Por medio de esta técnica se identificé la estructura
guimica de las nanoparticulas, asi como la presencia de las especies absorbidas en
su superficie. Espectrofotometro Nicolet Magna 550, utilizando el método ATR en la
region de 4000 a 500 cm™.

Preparacion del PMMA

Se prepararon 35 discos de resina acrilica termopolimerizable (PMMA). De los
cuales se hicieron 5 muestras para las diferentes concentraciones de
nanoparticulas, asi como también para las modificaciones las cuales se realizaron
para conseguiruna mejor dispersion, estas tambien se dividieron de acuerdo a su

concentracion de nanoparticulas.
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Tabla I. Muestras empleadas en el estudio

Muestra | Cantidad de | Cantidad de | Con o] sin
PMMA Nanoparticula | modificacion

PMMA | 7.5 mL | Ninguna Ninguna
(mondmero) +

0.60mg (activador)

0.1% 7.5 mL | 7.5ug Ninguna
(mondmero) +

0.60mg (activador)

0.3% 7.5 mL | 22.5ug Ninguna
(mondmero) +

0.60mg (activador)

0.5% 7.5 mL | 37.5ug Ninguna
(mondmero) +
0.60mg (activador)
0.1% 7.5 mL | 7.5ug Presente

(mondmero) +
0.60mg (activador)
0.3% 7.5 mL | 22.5ug Presente

(mondmero) +
0.60mg (activador)
0.5% 7.5 mL | 37.5ug Presente

(mondmero) +

0.60mg (activador)

Después se llevaron a un sonificador para dispersar las nanoparticulas mediante
ultrasonido. Posteriormente se mezcld con el polvo prepolimerizado en una

proporcion polvo/liquido de 3:1. Se siguieron las instrucciones del fabricante de la
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resina acrilica para la termopolimerizacion mediante un proceso de emuflado
utilizando yeso tipo 3 y tipo 2 como revestimiento y moldes de Silicona Z Labor
Zermarck en forma de discos. Las muflas se colocaron a bafio de agua en una
cubeta metalica a 74°C durante dos horas y después se elevo la temperatura a
100°C durante una hora. Los 20 discos fueron estandarizados en tamarfio y forma

asi como pulidos mediante un sistema de acabado para acrilicos.

Ensayo de citotoxicidad

Se evalud el efecto toxico de la incorporacion de nanoparticulas de 6xido de zinc
sobre las células de fibroblastos de raton (3T3) utilizando un formato de contacto
directo de acuerdo con las especificaciones de la norma I1ISO-10993-5: 2009. Para
la prueba de citotoxicidad, se preparo la suspension celular de 10,000 células/mL a
partir del cultivo de células. Lixiviados de las muestras se obtuvieron colocandolas
en medio DMEM suplementado (suero 10%, antibidtico-antimicético 1x, L-
glutamina 25mM y aminoacidos no esenciales 1x) por 24 horas. A partir de éstos,
fueron estimuladas las células sembradas en placas de 96 pocillos y se colocaron
en contacto directo con los lixiviados generada por las muestras (100 ul de
lixiviado). Se utilizaron 5 pocillos vacios con células en crecimiento para fines de
control (células sin estimular creciendo en DMEM).

La morfologia celular se observé visualmente con un microscopio (LabMed)
invertido evaluando la calidad de la monocapa celular alrededor de la muestra (10x).
La viabilidad celular se determiné utilizando la prueba de reduccion de sales de
tetrazolio (MTT) que se basa en la capacidad de la succinato deshidrogenasa
mitocondrial (SDH) para reducir el anillo de tetrazolio (color amarillo) en un
subproducto lineal llamado formazano (azul insoluble). La cantidad de formazan es
directamente proporcional al numero de células viables [6]. Después de que las
células fueron incubadas 24 horas con los lixiviados de las muestras, se retirg el

sobrenadante y se agregaron 10 pl de MTT (5mg/mL), para posteriormente incubar
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durante 5 horas y despues colocar 100 microlitros de DMS con la finalidad de
disolver los cristales de formazano. Por ultimo se llevo al lector de microplacas
(Microscan Thermofisher) y se ley6é a 570 nm. La densidad 6ptica se convirtié en un
porcentaje de viabilidad de las muestras comparando con los controles que
representan el 100 % de viabilidad. En relacion a la norma 1SO-10993-5: 2009 un
efecto citotoxico se considera cuando el dispositivo/material empleado induce

disminucién de la viabilidad debajo de 70%.

Anélisis estadistico

Los efectos del porcentaje de incorporacion de nanoparticulas de 6xido de zinc y el
tiempo de incubacién sobre la viabilidad celular se evaluaron utilizando el ANOVA
bidireccional con software estadistico (GraphPad Prism 5.0). Se utilizé el analisis
post hoc de Tukey para definir diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos. La significancia estadistica se establecio en p <0,05.

Resultados

Caracterizacion de las Nanoparticulas

En la figura 1 se muestra el patron de difraccién de rayos X del ZnO obtenido de la
base de datos del equipo (JCPDS). La muestra para el estudio fue obtenida a partir
del uso de etanol a 80 °C. En el difragtograma se observan los picos caracteristicos
del 6xido de Zinc, que corresponden a la estructura hexagonal tipo wurtzita de la

estructura del ZnO.

69



Universidad Autdnoma de Coahuila

:) o = = Direccion de Investigacion y Posgrado
J9 .) ‘ 'len C]AC] erta ClenqlAuerta No. 77 enero-marzo de 2024
Recepcion de articulo 22 de febrero de 2023.

Articulo aceptado 12 de mayo de 2023
ISSN: 2683-1848

(ion
' (110) (103)
(112)
I H 102y |
Estandar ZnO

Intensidad (u.a.)

T T T T —a Sammn
20 30 40 50 60 70 80

20
Figura 1. Difractograma de las nanoparticulas de 6xido de Zinc.
Espectroscopia de Infrarrojo
En la Figura 2 se muestran los resultados obtenidos del analisis de FTIR realizado
a las nanoparticulas de ZnO, donde se observa una banda mas intensa a los 500

cm? correspondiente al enlace ZnO, caracteristico de este tipo de nanoparticulas.
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Figura 2. Espectro de infrarrojo de las nanoparticulas de ZnO.

En la Figura 3 se puede apreciar la micrografia TEM tomada a las nanoparticulas
de ZnO sintetizadas mediante hidrélisis quimica, en donde se obserca que las

nanoparticulas presentaron una morfologia hexagonal. Las nanoparticulas de ZnO
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presentaron un tamafo de 2.1 micras. No apreciando porosidad en la superficie de

la nanoparticula.

Figura 3. Micrografia TEM de las nanoparticulas de ZnO.

Ensayo de citotoxicidad de las peliculas de PMMA incorporando a las
nanoparticulas

La viabilidad celular de los materiales bajo estudio fue obtenida mediante el ensayo
MTT y microscopia Optica para observar la morfologia de las células (NHI/3T3)
(Figura 4). De acuerdo con las caracteristicas morfolégicas en el campo claro tienen
un crecimiento normal cubriendo toda la superficie con la monocapa de células (100
% de confluencia celular). En el control, que es el PMMA sin nanoparticulas las
células tienen una morfologia normal, pero presentan espacios con lo cual se
observa un retraso en el crecimiento, alcanzando el 50% de confluencia celular. En
las células que estuvieron en contacto con las muestras con nanoparticulas
podemos observar como las células cambian con las concentraciones de 0.3y 0.5
%m. Las células se observan sin forma regular y con baja adherencia y con baja
confluencia celular, lo que sugiere que existen efectos citotoxicos que producen la
muerte celular. Estos mismos fendmenos los podemos observar en las células que

estuvieron en contacto con las nanoparticulas modificadas y este cambio se observa
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que va en relacion a la concentracion. A mayor contenido de NPs de ZnO en las

resinas de PMMA los efectos citotoxicos para los fibroblastos incrementan.

Células sin tratamiento Células en PMMA sin

nanoparticulas
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Nanoparticulas 0.1% Nanoparticulas 0.3% Nanoparticulas 0.5%

Nanoparticulas 0.1% Nanoparticulas 0.3% Nanoparticulas 0.5%
Modificadas Modificadas Modificadas

Figura 4. Micrografias de campo claro de fase invertida de las células (NHI/3T3)
tratadas con PMMA con nanopatrticulas de 6xido de Zinc con y sin modificar.

En la figura 5 se muestran los resultados del ensayo de MTT se observa que la
citotoxicidad esta relacionada con la concentracion de las NPs de ZnO, ya que a la

mayor concentracion de 0.5 %m se observa la mayor muerte de las células.
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Figura 5. Viabilidad Celular. Las células 3T3 fueron estimuladas con los acrilicos
incorporando las nanoparticulas de ZnO a diferentes concentraciones. Los
experimentos fueron realizados con 5 réplicas cada uno.

El efecto citotoxico mas significativo sobre la viabilidad celular fue producido
por el grupo de muestra modificado, con un porcentaje 53.18 % de viabilidad (M
0.5%) mientras que el grupo con menor efecto significativo fue la muestra con
incorporacion de nanopatrticulas al 0.1% sin modificacién ( 0.1%) con 89.39 % de

viabilidad, comparado con respecto al control (células creciendo en DMEM).

Discusion

El objetivo de la presente investigacion fue el de evaluar los efectos citotoxicos de
la incorporacioén de nanoparticulas de oxido de zinc en peliculas de PMMA sobre
los fibroblastos in vitro para su posterior incorporacién en bases para dentaduras.
Con los estudios fisicoquimicos se logro caracterizar las nanoparticulas de éxido de

Zinc. El presente estudio mostré que los niveles de citotoxicidades aumentaron a
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mayor concentracion de nanoparticulas sin tomar en cuenta la modificacion. El valor
mas alto de citotoxicidad fue dado por la muestra con modificacion con
concentracion de 0.5%. Los resultados obtenidos indicaron que el 6xido de zinc no
es un material inerte y puede provocar respuestas bidlogicas. Estos resultados son
similares a los logrados por Paszek y col. (2012) en el que se observo el efecto
citotoxico sobre las células endoteliales humanas de los vasos sanguineos a la
concentracion de nanoparticulas de ZnO de 30 mg/L. Asi mismo los resultados del
presente estudio tambien se asemejan a los obtenidos por Cierech y otros, en el
qgue los resultados demostraron que la viabilidad de las células disminuyeron
significativamente al aumentar las concentraciones de nanoparticulas (Cierech y
col.,, 2019; Sirelkhatim y col., 2015).

Es por esto que se implementdé el uso de microscopia, en la que la
observacion de la morfologia de las células y su estructura reveld un efecto adverso
de las nanoparticulas de 6xido de zinc para los grupos sin modificacion a medida
que disminuia la concentracion de nanoparticulas. Por lo tanto, se confirma los
resultados que se obtuvieron mediante el ensayo por MTT. Es relevante el hallazgo
gue tanto en el estudio de imagén como en el ensayo por MTT, los grupos tanto con
0 sin modificacion con concentraciones de 0.1 %m, 0.3 %m no revelaron efectos

adversos de las nanoparticulas en las células.

CONCLUSIONES

La incorporacion de nanoparticulas de ZnO en resinas de PMMA a la
concentracion de 0.5 %m fueron citotdxicas en las células NHI/3T3 como se
demostré tanto en la actvidad mitocondrial de la célula correlacionado con la
morfologia. Por lo tanto, se sugiere el uso de nanoparticulas como material aditivo
para base de dentaruras postizas sin ejercer un efecto citotéxico sobre las células,
principalmente las modificadas con concentraciones de nanoparticulas de o6xido de
zinc al 0.3 %m que fueron las que exhibieron una menor citotoxicidad y mayor

viabilidad celular.
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