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Abstract

Objective: to evaluate the effect of AlphaSan® on C. albicans adhesion to acrylic and polyamide resins. Methods: 2 x 2 mm
squares were made with acrylic resin (AR) and polyamide resin (PR). Four study groups (n=12) were established: Group A:
AR without AlphaSan®, Group B: AR with AlphaSan®, Group C: RP without AlphaSan®, Group D: RP with AlphaSan®.
All groups were incubated in BHI broth with C. albicans ATCC at 36°C for 48 hours. Quantification of fungal adherence was
performed by confocal microscopy (CM) and by means of an aqueous solution of crystal violet (CV), measuring the absorbance
at 570 nm. Results: In the quantification of C. albicans adherence with CM, a 50% decrease (p =0.03) was observed between
the treated groups (B and D) in relation to those not treated with AlphaSan® (A and C). No significant difference in C. albicans
adherence was found between groups B and D (p > 0.5). C. albicans adherence, by CV, decreased by 55% (p= 0.01) in AR
with AlphaSan® compared to AR without AlphaSan®. On the other hand, it was observed that fungal adherence decreased by
61% (p=0.01) in RP with AlphaSan® compared to RP without AlphaSan®. No significant difference was observed between
the samples treated with the antifungal studied (p >0.05). Conclusion: Fungal adherence to the materials treated with
AlphaSan® was limited to 50%, this would be due to the fact that the fungus presents a rigid cell wall (glucans and chitin),
which provides a physical barrier for the penetration of different compounds. Consequently, it could be assumed that
AlphaSan® would act on the cell wall, which would result in 50% of the fungi being able to adhere to the dental materials.

Key words: dental materials, AlphaSan®, Candida albicans



https://revistas.unc.edu.ar/index.php/RevFacOdonto

Vera et al. RevFacOdont 33(2)2023

Resumen

Obijetivo: evaluar el efecto de AlphaSan® sobre la adhesion C. albicans a resinas acrilicas y poliamidas. Métodos: se realizaron
cuadrados de 2 x 2 mm con resina acrilica (RA) y con resina de poliamida (RP). Se establecieron 4 grupos estudios (n=12):
Grupo A: RA sin AlphaSan®, Grupo B: RA con AlphaSan®, Grupo C: RP sin AlphaSan®, Grupo D: RP con AlphaSan®.
Todos los grupos se incubaron en caldo BHI con C. albicans ATCC a 36°C durante 48 horas. La cuantificacion de la adherencia
fangica se realizé6 por microscopia confocal (MC) y mediante una solucion acuosa de cristal violeta (CV), mediendo la
absorbancia a 570 nm. Resultados: En la cuantificacion de la adherencia de C. albicans con MC, se observd una disminucion
del 50% (p =0,03) entre los grupos tratados (B y D) en relacion a los no tratados con AlphaSan® (A y C). No se encontrd
diferencia significativa de la adherencia de C. albicans entre los grupos By D (p > 0,5). La adherencia de C. albicans, mediante
CV, disminuy6 en un 55% (p= 0,01) en la RA con AlphaSan® comparada con RA sin AlphaSan®. Por otro lado, se observo
que en la RP con AlphaSan® disminuyo la adherencia flngica en un 61% (p =0,01) en relacion a la RP sin AlphaSan®. No se
observo diferencia significativa entre las muestras tratadas con el antiflgico estudiado (p >0,05). Conclusién: La adherencia
fangica en los materiales tratados con AlphaSan®se limitd a un 50%, esto se deberia a que el hongo presenta una pared celular
rigida (glucanos y quitina), que proporciona una barrera fisica para la penetracion de diferentes compuestos. En consecuencia,
podria suponerse que el AlphaSan® actuaria sobre la pared celular, lo que se traduciria que un 50% de los hongos sean capaces
de adherirse a los materiales dentales.

Palabras clave: materiales dentales, AlphaSan®, Candida albicans

Introduccion

En odontologia, en el area de las prétesis
removibles y otras restauraciones dentales, uno
de los objetivos de importancia es prevenir la
adhesion de microorganismos a estas superficies
y su posterior diseminacién para evitar la
produccion de las enfermedades orales * 2,

En las personas adultas se observa una elevada
prevalencia de edentulismo. Para rehabilitar a
estos pacientes, generalmente se confeccionan
prétesis removibles (PR), que constituyen un
cuerpo extrafio al que se deben adaptar las
mucosas Y los tejidos blandos. Muchas veces, la
higiene deficiente, las porosidades de las
superficies, los desajustes y la presién negativa
en la zona de contacto protesis-mucosa
favorecen la formacion de la biopelicula
microbiana, permitiendo la adhesion de
microorganismos . La adherencia de especies
microbianas a protesis dentales y a otros
materiales de restauracion dental y la
subsiguiente formacion de biopeliculas en estas
superficies, son factores que contribuyen a las
enfermedades orales y sistémicas relacionadas
con la biopelicula. **.

En los dltimos afios se han incrementado las
infecciones por el género Candida. Las especies
de este género, son hongos considerados
residentes habituales del microbiota oral.
Cuando ocurre un desequilibrio en el ambiente
bucal del huésped, el hongo pasa de ser
oportunista a patégeno provocando la
candidiasis °. Dentro de las diferentes especies

de Candida se encuentra Candida albicans (C.
albicans). La bibliografia reporta que alrededor
de 30% al 50% de las personas son portadoras de
este microorganismo y que la tasa aumenta con
la edad y en personas que portan proétesis
dentales ®.

Numerosos estudios han establecido una fuerte
correlacién entre Candida albicans y la
estomatitis protésica, enfermedad que afecta
hasta al 70% de los pacientes con protesis
removibles artificiales *°. C. albicans ha sido
estudiada en los procesos de adhesion la cual se
ha visto influenciada por factores, tales como la
rugosidad de la superficie, pelicula salival, la
energia libre de la superficie y el tipo de material
de la protesis 8,

En el procesado y manipulacion de la masa del
polimero de las protesis dentales se pueden
producir ciertos errores como: vaporizacion del
monomero por exceso de temperatura, falta de
homogeneidad en el momento de Ia
polimerizacion y presion inadecuada, dando
lugar a la aparicion de poros. Estos son aptos
para el crecimiento de diferentes tipos de
microorganismos, entre ellos C. albicans. °.

El antimicrobiano AlphaSan® RC 5000
(MillikenChemical)  contiene  ingredientes
activos de fosfato de sodio, plata, hidrégeno y
circonio. Es utilizado en la fabricacion de
materiales plasticos y otros articulos como
peliculas, fibras, materiales poliméricos vy
cerdmicos, a bajos niveles (0.1% a 2.0%) en peso
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del  producto  terminado. El  efecto
antimicrobiano de la plata se produce por la
inactivacién de proteinas, el desprendimiento de
la pared celular y la condensacién del ADN,
llevando asi a la destruccidn celular. AlphaSan®
es utilizado en equipos odontoldgicos
(mangueras conductoras de agua) y en envases
de plésticos que se encuentran en contacto con
alimentos, con el fin de suprimir el crecimiento
de bacterias, hongos y algas. Hasta el momento
los datos de toxicidad indican que los
ingredientes activos del AlphaSan® no son
toxicos para el ser humano °. No se ha
encontrado en la bibliografia aplicaciones
terapéuticas o preventivas de AlphaSan® a nivel
odontoldgico, como potencial material que
podria inhibir los microorganismos a nivel bucal
y no ser perjudicial para las células humanas. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
AlphaSan® sobre la adhesion C. albicans a
resinas acrilicas y poliamidas.

Métodos

Condiciones de crecimiento y preparacion del
inéculo

El estudio fue experimental in vitro. Se utilizé
una cepa de referencia de C. albicans ATCC
10231 (American Type Culture Collection), que
se sembr6 en un medio Agar Sabouraud
Glucosado (ASG) (Sigma Aldrich) y se incub6
durante 24 horas a 36°C con el fin de que las
levaduras se desarrollen completamente 2.

Elaboracion de las muestras para el ensayo de
adherencia

Para la elaboracion de las muestras se utiliz6 una
resina acrilica convencional termocurada
(elaborada por calentamiento a alta temperatura)
y una resina de poliamida de alto impacto
(elaborada a inyeccion). El grosor de todas las
muestras se estandariz6 en 2 mm, lo que
representa el grosor medio de la zona central del
paladar en la regioén posterior. Se realizaron
muestras en forma de cuadrados de 2x2 mm
(n=12), con resina acrilica convencional
termocurada (n=6) y con resina de poliamida de
alto impacto (n=6). En la elaboracion de algunas
muestras se adicion6 el antimicrobiano
AlphaSan® RC 5000 con una concentracion de
0,5mg, teniendo en cuenta la etiqueta de su uso
(0,1% al 2,0% en peso del producto acabado-
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Milliken Chemicals EPA Reg. No. 11631-2). Se
establecieron 4 grupos de estudios:

Grupo A: 3 cuadrados de resina acrilica
termocurada sin AlphaSan®.

Grupo B: 3 cuadrados de resina acrilica
termocurada con el agregado de AlphaSan®.
Grupo C: 3 cuadrados de resina de poliamidas
sin AlphaSan®.

Grupo D: 3 cuadrados de resina de poliamida
con el agregado de AlphaSan®.

Todas las muestras se pulieron hasta conseguir
una superficie lisa, utilizando un cepillo blando,
piedra pomez y pasta de pulir. Luego se
mantuvieron en agua destilada estéril, por dos
dias para retirar los excesos de monoémero que
pudieran quedar después de la polimerizacion.
Posteriormente fueron esterilizadas con etanol al
95% y 1 h de iluminacién ultravioleta
(reticulador UV; Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA) antes de la inoculacién con C.
albicans.

Ensayo de adherencia

Todas las muestras se incubaron en caldo BHI,
con una suspension de C. albicans de 1 x 108
UFC/mL (escala de Mc Farland). Las
suspensiones se mantuvieron a 36°C durante 48
horas para lograr la adherencia flngica .

Cuantificacion de la adherencia de C. albicans

Las muestras se lavaron 3 veces con PBS
(solucion buffer fosfato) para remover las
células que no lograron adherirse. Luego se
fijaron con calor seco a 50°C por 1 hora. La
cuantificacion se realiz6 por dos métodos
diferentes:

[1]. Microscopia confocal de exploracién laser
(OLYMPUS LEXT OLS4000) (MCEL).
Esto se realiz6 en el laboratorio de
Microscopia Electrénica y Analisis por
Rayos X de FAMAF-UNC.

[2]. Solucién acuosa de cristal violeta (0.1%): se
sumergieron las muestras en esta solucion,
se incubaron a temperatura ambiente por 30
minutos y luego se lavaron 3 veces con
solucidon fisiologica estéril. Finalmente se
sumergieron en etanol 90%, para remover la
mayor cantidad posible de cristal violeta. Se
medi6 la absorbanciaa 570 nmen
espectrofotometro  UV/Visible  (Modelo
3100 PC. Numak). Se estandarizé6 a 1 la
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densidad éptica (DO) de las muestras sin
AlphaSan®*?,

Andlisis Estadistico

Se realizo el test estadistico de Kruskal Wallis,
considerando para la significacion estadistica un
p<0,05.

Resultados

En la cuantificacion de la adherencia de C.
albicans con MCEL, se observd una
disminucién estadisticamente significativa del
50% (p =0,03) entre los grupos tratados (B y D)
en relacion a los no tratados con AlphaSan® (A

y C) (Fig. 1).

CUANTIFICACION DE LA ADHERENCIA DE C. albicans CON MICROSCOPIA
CONFOCAL
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Figura 1: *Adherencia de C. albicans en resina acrilica
termocurada y poliamida con AlphaSan®. Prueba de
Kruskal Wallis considerando la mediana (rango) y un
p=0,03.

El volumen de la biomasa fangica adherida fue
expresado en umé. No se encontré diferencia
significativa de la adherencia de C. albicans
entre las muestras By D (p > 0,5).

La observacion de ambos materiales estudiados
mediante MCEL reveld, en las muestras sin
AlphaSan® una biomasa fungica abundante y
densa cubriendo toda la superficie de las mismas
(Fig. 2. Ay C). Mientras que en las muestras
tratadas con AlphaSan®, se observd una
disminucién de la adherencia de C. albicans en
zonas donde se concentrd el anti-fangico
utilizado (Fig. 2. By D).
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Figura 2: Muestras sin AlphaSan®: Acrilico termocurado
(A) y Poliamida (C). Muestras tratadas con AlphaSan®:
Acrilico termocurado (B) y poliamida (D), mediante
microscopia confocal de exploracion laser 428X.

Con respecto a la valoracion de la adherencia de
C. albicans mediante el ensayo con cristal
violeta, se observd que en la resina acrilica
termo-curada con el agregado de AlphaSan®
disminuy6 en un 55% (p= 0,01) en comparacién
de laresina acrilica termocurada sin AlphaSan®.
Por otro lado, se observd que en la resina de
poliamida con AlphaSan® disminuyé la
adherencia fangica en un 61% (p =0,01) en
relacién a la resina de poliamida sin AlphaSan®.
No se observé diferencia significativa entre las
muestras tratadas con el anti-fingico estudiado
(p >0,05) (Fig. 3).

CUANTIFICACION DE LA ADHERENCIA DE C. albicans
CON CRITALVIOLETA
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Figura 3: *Adherencia de C. albicans sobre resina acrilica
y poliamida con AlphaSan®. DO: densidad 6ptica. Prueba
de Wilcoxon: considerando la mediana (rango) y un p=0,01.

Discusion
Se han sefialado diversos mecanismos que

promueven la capacidad de adherencia por parte
de C. albicans a la superficie de acrilico de las
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prétesis dentales. Esta adherencia puede
suscitarse por intermedio del polimero
extracelular fangico 3, a través de la capa de
fibrillas unida a las manoproteinas de la pared
celular fangica *o por intermedio de las
proteinas de la saliva . En un estudio de
adherencia de C. albicans, realizado por
Chandra et al., observaron que este
microorganismo a partir de las 11 h de
inoculacion, empieza a aglutinarse en las areas
irregulares de la resina acrilica, lo cual crea
reservorios protegidos para el hongo. En nuestro
estudio se observaron resultados similares, en
nuestras muestras la adherencia fue a las 48 h 4,
En un estudio realizado por Koch et al. se
encontro asociacion estadisticamente
significativa en la proliferacion de C. albicans
segun el material que se utiliza para la
fabricacion de bases de la dentadura (p <0,001).
Concluyd que la adherencia y proliferacién del
hongo no aumenta, necesariamente, en los
materiales de base que se someten a temperatura
0 a ciclos térmicos para la polimerizacion de la
resina 6, En nuestro trabajo no se obtuvo este
tipo de asociacién, probablemente debido a la
forma de manipular los diferentes materiales
estudiados.

En nuestro estudio se observd una disminucién
de la adherencia fungica en forma irregular,
similar a excavaciones o puntos de perforacién
en las superficies donde actto el AlphaSan®.
La adherencia fangica en los materiales tratados
con el antiflngico se limité a un 50%. Esto se
deberia a que el hongo presenta una pared celular
compuesta aproximadamente por un 80 a 90% de
carbohidratos. Ademas, posee polimeros
microfibrilares de glucanos y quitina formando
un esqueleto rigido que proporciona una barrera
fisica a la célula para la penetracion de diferentes
compuestos o para la acciéon de enzimas
degradativas del entorno’. En consecuencia,
podria suponerse que el AlphaSan® actuaria
sobre la pared celular, lo que se traduciria que un
50% de los hongos sean capaces de adherirse a
los materiales dentales.

Nuestros  resultados  presentan  algunas
limitaciones; habria que evaluar el rendimiento
de este anti-fingico en un periodo de tiempo
determinado en pacientes con  protesis
removibles. De este modo se podrian realizar
recomendaciones clinicas sobre su uso®®,

Las proyecciones futuras para continuar este
trabajo serian investigar el mecanismo de accion,
a nivel celular, del AlphaSan® en relacion a la
biopelicula formada por Candida albicans sobre
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diferentes materiales de protesis dentales y
evaluar el efecto del AlphaSan® sobre otras
especies de Candida.
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