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Characterization of a new material based on silver nanoclusters synthesized in
polymethacrylic acid for the infiltration of dental structures affected by caries
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| ABSTRACT

Objective: To characterize the physical and biological properties of a solution of silver nanoclusters (AgNCls)
synthesized in polymethacrylic acid (PMAA) for the infiltration of dental structures affected by caries. Materials
and methods: AgNCls were synthesized in PMAA via photoreduction of AgNOs. The physical properties
evaluated were: color change (measured by spectrophotometer), shear bond strength (SBS) of glass ionomer
cement (GIC) to demineralized dentin, surface hardness (measured using the Vickers hardness test), and
penetration depth of silver ions (tracked using scanning electron microscopy with energy-dispersive X-ray
spectroscopy [SEM-EDS]). Biological properties included antibacterial activity (minimum inhibitory concen-
tration [MIC], minimum bactericidal concentration [MBC], and colony-forming unit [CFU] count) against
Streptococcus mutans and Lactobacillus acidophilus, and cytotoxicity in pulp cells (using the MTT assay). Silver
diamine fluoride (SDF) at 38% was used as a reference, and specific statistical analyses were performed. Results:
Surfaces treated with AgNCls in PMAA exhibited color stability and high microhardness and SBS values for
the GIC. A consistent presence of silver was detected throughout the entire depth of the lesion. The antibac-
terial effect was significant against CIM and CBM, starting at dilutions of 1.25% and 2.5%, respectively. Cell
viability remained high, ranging from 92% to 89% (from 24 to 72 h). Conclusions: The AgNClIs solution in
PMAA did not cause staining, improved the SBS of the GIC, restored surface hardness, exhibited acceptable
cytotoxicity, and demonstrated an excellent antibacterial effect, with silver ions penetrating the full depth of
the lesion in dental structures aftfected by caries.

Keywords: noninvasive treatment; dental caries; polymethacrylic acids; medical nanotechnology.

| RESUMO

Objetivo: Caracterizar as propriedades fisicas e biologicas de uma solugdo de nanoclusteres de prata (AgNcls)
sintetizados em 4cido polimetacrilico (PMAA) para a infiltracio de estruturas dentdrias afetadas por cérie.
Materiais e métodos: Os AgNcls foram sintetizados em PMAA por meio da fotorreducao de AgNOs. As pro-
priedades fisicas avaliadas foram: mudanca de cor (por espectrofotdmetro), resisténcia adesiva ao corte (SBS) do
cimento iondémero de vidro (GIC) na dentina desmineralizada, dureza superficial (medida pelo teste de dureza
de Vickers) e profundidade de penetra¢do do {on prata (rastreada por microscopia eletronica de varredura com
espectroscopia de energia dispersiva de raios X [SEM-EDS]). As propriedades bioldgicas incluiram o efeito
antibacteriano (concentracio inibitéria minima [CIM], concentracio bactericida minima [CBM] e contagem
de unidades formadoras de colonias [UFC]) em Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophilus, e a citotoxicidade
em células pulpares (por meio do ensaio MTT). Utilizou-se fluoreto de diamino de prata (SDF) a 38% como
referéncia e foram aplicadas anélises estatisticas especificas. Resultados: As superficies tratadas com AgNCls
em PMAA apresentaram estabilidade de cor e altos valores de microdureza e de SBS do GIC. Foi detectada uma
presenca constante de prata em toda a profundidade da lesdo. O efeito antibacteriano foi significativo com CIM
e CBM, a partir de diluicdes de 1,25% e 2,5%, respectivamente. A viabilidade celular manteve-se alta, entre 92%
€ 89% (de 24272 h). Conclusées: A solucio de AgNCls em PMAA nio provocou coloragio, melhorou a SBS do
GIC, recuperou a dureza superficial, apresentou citotoxicidade aceitdvel e um excelente efeito antibacteriano,
com penetracdo de ions de prata em toda a profundidade da lesdo das estruturas dentarias afetadas pela carie.

Palavras-chave: tratamento néo invasivo; carie dentdria; dcidos polimetacrilicos; nanotecnologia médica.

| INTRODUCCION

La caries dental constituye la enfermedad crénica no
transmisible mas prevalente a nivel mundial (1). Los
enfoques contemporaneos para el manejo de las lesiones
provocadas por caries priorizan estrategias minima-
mente invasivas orientadas a preservar la estructura
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dentaria y favorecer los procesos de remineralizacién.
En este contexto, el fluoruro diamino de plata (SDF,
del inglés silver diamine fluoride) ha demostrado ser un
agente cariostatico eficaz para detener la progresion de
las lesiones cariosas (2). El incremento de la dureza su-
perficial de la dentina afectada y su accién antibacteriana
sobre el biofilm cariogénico representan los principales
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atributos clinicos de este material, especialmente cuando
se emplea en concentraciones del 38 %.

A partir de 2013, el interés cientifico en torno al SDF
experimentd un crecimiento exponencial. En 2014, la
Administracién de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA) aprobé su uso como dispositivo
médico de clase II para el tratamiento de la hipersen-
sibilidad dentinaria. Adicionalmente, su eficacia como
alternativa de tratamiento no restaurador de lesiones de
caries, tanto en denticién primaria como permanente,
ha sido ampliamente documentada en publicaciones de
alto impacto (3).

No obstante, el SDF presenta limitaciones relevantes,
entre las que destaca la intensa pigmentacién oscura de
la superficie tratada. Este efecto adverso compromete la
estética dental y con frecuencia resulta inaceptable para
los pacientes (4). Diversas estrategias han sido propues-
tas para mitigar la tincién, incluyendo la aplicacién de
yoduro de potasio (KI), fluoruro de potasio (KF) o el
recubrimiento posterior con materiales restauradores;
sin embargo, estas intervenciones no han demostrado
eliminar de manera consistente la tincién residual, que
contintia siendo una desventaja clinica significativa (5,
6). Estas limitaciones han impulsado la busqueda de tec-
nologias innovadoras capaces de conservar y recuperar
las estructuras dentarias afectadas sin generar altera-
ciones cromaticas. En este sentido, la incorporacién de
plata a escala nanométrica combinada con compuestos
fluorados ha mostrado potencial para reducir los efectos
estéticos indeseables asociados a la produccion de 6xidos
metalicos por fotorreduccion de este metal.

El desarrollo presentado en este estudio incorporé he-
rramientas de nanotecnologia para sintetizar nanorraci-
mos (nanocltsteres) de plata (AgNCls) en 4cido polime-
tacrilico (PMAA, del inglés polymethacrylic acid), con el
objetivo de superar las desventajas estéticas del SDF, sin
comprometer sus propiedades antibacterianas y remine-
ralizantes. Asimismo, como valor agregado, se planted
la hipétesis de que el empleo de un 4cido policarboxilico
como vehiculo de las nanoparticulas podria actuar como
promotor de adhesion de los cementos restauradores de
ionémero vitreo, de manera analoga a los acondiciona-
dores utilizados clinicamente.

Por lo anterior, el objetivo principal de este estudio fue
caracterizar las propiedades fisicas y bioldgicas de una
solucién de AgNCls sintetizados en PMAA. Para ello,
se evaluaron los cambios cromaticos y la microdureza
superficial de las superficies tratadas, la profundidad
de penetracién de la solucién en dentina desminerali-
zada y la resistencia de unién al cizallamiento (SBS, del
inglés shear bond strength) de cementos de iondémero de
vidrio (GIC, del inglés glass ionomer cement) restaurado-
res aplicados sobre dichas superficies. Adicionalmente,
se determind la actividad antibacteriana del compuesto

frente a patdgenos cariogénicos y su citotoxicidad en
células pulpares.

| MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio

Se plante6 un estudio observacional con disefio exper-
imental in vitro, en el cual se establecié una primera
etapa para describir la sintesis, la caracterizacién y la
estabilidad del complejo AgNCls/PMAA, seguido de la
evaluacion de su eficacia a través de las variables de sus
propiedades fisicas y bioldgicas.

Criterios de inclusion y exclusiéon

Para evaluar las propiedades fisicas, se utilizaron
terceros molares sanos obtenidos del Banco de Dientes
Humanos de la Facultad de Odontologia de la Univer-
sidad Nacional de Cérdoba (FO-UNC), mientras que,
para las propiedades biolégicas, se utilizaron cultivos
de células pulpares y cepas bacterianas de Streptococcus
mutans y Lactobacillus acidophilus.

Como criterios de exclusién, se descartaron aquellos
terceros molares que presentaron lesiones de caries,
grietas estructurales o defectos luego del proceso de
corte y estandarizacién.

Determinacion del tamano de la muestra

Para evaluar las propiedades fisicas se determind el
tamafio de la muestra utilizando una prueba bilateral
mediante la férmula de comparacién de proporciones,
considerando un nivel de significacién del 5 % y una
potencia estadistica del 80 %. Para tal fin, se tomaron
como referencia los resultados obtenidos en un estudio
que inform6 valores de SBS de GIC a superficies de
dentina tratadas con SDF (5), lo que dio como resultado
la necesidad de contar con muestras mayores o igual a
7 para cada grupo.

Definicién de las variables

Sintesis

Se determind la caracterizacién del complejo AgNCls/

PMAA mediante espectroscopia de fluorescencia y

absorcidn, y se evalud su estabilidad alo largo del tiempo.

Variables fisicas

1. Cambios de color: Se evalué la estabilidad de color
mediante el sistema CIE-L*a*b*, que interpreta
las lecturas en tres dimensiones: L (brillo), a (ro-

jo-verde) y b (amarillo-azul), determinando la
variacién total de color (AE).
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2. Resistencia adhesiva al corte (SBS): Se cuantificé la
fuerza de unién del material restaurador ala dentina
tratada, expresada en megapascales (MPa).

3. Dureza superficial: Determinada mediante la prueba
de microdureza Vickers (VHN) y expresada en
unidades de presion (MPa) para comparar la recu-
peracién estructural de la dentina.

4. Profundidad de penetracion: Cuantificada mediante
la concentracién de plata en porcentaje de peso/
volumen (% p/v) a diferentes niveles de profundidad.

Variables bioldgicas

1. Actividad antibacteriana: Evaluada a través de la
concentracién inhibitoria minima (CIM), la con-
centracion bactericida minima (CBM) y el recuento
de unidades formadoras de colonias (UFC/mL).

2. Citotoxicidad: Determinada por el porcentaje de via-
bilidad celular (%) mediante el ensayo colorimétrico
MTT en cultivos de células pulpares.

Procedimientos y técnicas

Todos los protocolos experimentales fueron aprobados
por la Secretaria de Investigacién y Desarrollo de la
Universidad Catdlica de Cérdoba, Argentina (subsidios
de investigacién SI-UCC) y por la Agencia Nacional
de Promocién de la Investigacidn, bajo el subsidio de
investigacion FONCYT-PICT2020 Serie A #00539
y PICT2019 N.° 241, CONICET-PIP, PRIMAR2017
(SeCyT-UNC).

Todos los métodos se llevaron a cabo de acuerdo con las
directrices y regulaciones pertinentes. Asimismo, para
asegurar la calidad lingiiistica del manuscrito, se empled
la herramienta de inteligencia artificial Google Gemini
en la revisiéon gramatical y ortografica del texto. Todo el
contenido resultante fue supervisado, editado y validado
criticamente por los autores antes de su inclusién final.

Sintesis, caracterizacion y estabilidad del
complejo AgNCls/PMAA

La sintesis de la solucién AgNCls/PMAA se llevé a cabo
a temperatura ambiente mediante la fotorreduccién de
AgNO, en presencia de PMAA, utilizando una lémpara
de 355 nm de acuerdo con la literatura (7, 8). Para tal
fin, se prepararon soluciones acuosas utilizando agua
destilada de calidad Milli-Q®: se emple6 PMAA en
forma de sal s6dica al 30 % en peso en solucién acuosa
(Sigma-Aldrich®, Mw = 9500) y nitrato de plata (Sig-
ma-Aldrich®, >99,8 %), los cuales se mezclaron para
obtener una concentracién final de Ag* de 5x107* M, con
una proporcién molar de polimero PMAA en relacién
5:1(Ag":MAA). Esta relacién equivale a 5 iones Ag* por
cada unidad de MAA. Durante todo el procedimiento,
se controlaron y ajustaron las condiciones de pH, man-
teniéndolas en un rango 6ptimo de 5,5 a 6,5.
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La mezcla se preparé en un matraz completamente
sellado mediante un septum de teflén. Posteriormente,
se expuso a luz UV de 355 nm durante 1 hora. Finali-
zada la irradiacidn, el matraz fue envuelto en papel de
aluminio y almacenado a 4 °C. Se emple6 esta composi-
cién como referencia comparativa frente a la solucién
comercial de SDF al 38 % (Fagamin®, lote #8252 08/24,
Tedequim; Cérdoba, Argentina).

Lacomposicién delasolucién AgNCls/PMAA, cuya con-
centracién total de plata fue de 54 ppm, se emple6 como
referencia comparativa frente a la solucién comercial
de SDF al 38 % (248 400 ppm de plata). La estabilidad
de este complejo se evalu6 utilizando espectroscopia de
fluorescencia mediante el analisis de la matriz de ex-
citacién-emisién (EEM, del inglés Excitation-Emission
Matrix), registrando la intensidad de emisién durante
un periodo de 9 meses posteriores a la sintesis (9-12).

Propiedades fisicas
Preparacion de las muestras

Se obtuvieron 24 terceros molares no cariados del Banco
de Dientes (FO-UNC, Argentina), con Ordenanza 3/16
HCD y Resolucién 333/17 HCD. Los dientes se esterili-
zaron mediante radiacién gamma durante 24 h antes de
la seccién. Se obtuvieron bloques de dentina de 4 mm
de espesor mediante la eliminacién del esmalte oclusal
y el empleo de una maquina de corte de baja velocidad
(Buehler®; Alemania), con abundante refrigeracién
acuosa, realizando cortes perpendiculares al eje lon-
gitudinal del diente para obtener superficies planas
de dentina. Estos fueron posteriormente pulidos con
papel de carburo de silicio de grano 400 y recubiertos
con esmalte de ufias (Revlon®; Nueva York, EE. UU.),
exponiendo una ventana de 5x5 mm en la superficie de
la dentina oclusal parala produccién de dentina desmi-
neralizada con el objetivo de simular caries dental. Las
muestras se sumergieron durante 66 h en una solucién
compuesta por tampén de acetato 0,05 M y fosfato de
calcio 2,2 mM, ajustada a pH 5,0, con el fin de generar
una capa desmineralizada de aproximadamente 150 um
de profundidad que simulara una lesién de caries.

Cambios de color de las superficies tratadas

Constituyen el efecto secundario que se pretende
mejorar con la nueva formulacién. Se aplicé el sistema
de color CIE-L*a*b*. Las mediciones fueron replicadas
tres veces para obtener un valor medio. En tal sentido,
la AE perceptible por el 0ojo humano en restauraciones
dentales se establece generalmente cuando es superior
a1,0-1,2 en dicho sistema, aunque valores menores de
3,3 a menudo se consideran clinicamente aceptables.
Valores superiores a 3,7 son cominmente detectados
como un desajuste de color por observadores no en-
trenados.
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Los especimenes se dividieron en dos grupos de trata-
miento (A y B) y un grupo control (C) sin tratamiento
superficial (n = 8 para cada uno):

+ Grupo A: Tratado con AgNCls/PMAA. La solucién
se aplicé sobre la superficie desmineralizada
expuesta con un microcepillo durante 10 segundos,
luego se incub6 a 37 °C y 100 % de humedad relativa
durante 24 h.

+ Grupo B: Tratado con SDF al 38 %. La solucién se
aplicé sobre la superficie desmineralizada expuesta
con un microcepillo durante 10 segundos, luego
se incub6 a 37 °C y 100 % de humedad relativa
durante 24 h.

+ Grupo C: Control (sin tratamiento). Las superficies
desmineralizadas expuestas se dejaron sin tratar y
luego se incubaron durante 24 h a 37 °C y 100 % de
humedad relativa.

Tras 24 h de incubacién, las muestras se analizaron
para detectar cambios de color iniciales después de la
aplicacion de los diferentes tratamientos y se sumer-
gieron nuevamente durante 6 dias més a 37 °C y 100 %
de humedad relativa. Las mediciones se realizaron con
un espectrofotémetro (CM-600D Konica Minolta®),
calibrado previamente. Para asegurar la reproducibili-
dad de los datos y evitar interferencias por la translucidez
de la dentina, todas las mediciones se llevaron a cabo
colocando las muestras sobre un fondo blanco mate.

Se registraron las diferencias de coordenadas de color
(AL, Aa, Ab) en cuatro momentos (RO, R1, R2, R3). La
AE total se calcul6 mediante la férmula:

D=

AE = ((AL)? + (Aa)* +(Ab)?)

Para la interpretacién de los resultados, se estableci6
un umbral de aceptabilidad clinica de AE = 3,7. Valores
superiores a este limite se consideraron cambios de color
perceptibles y clinicamente significativos. Finalmente, la
influencia de los tratamientos se evalué comparando los
resultados de los grupos A y B con los del grupo control
sin tratamiento (grupo C).

Resistencia adhesiva al corte

Se estableci6 la SBS como una variable relevante para de-
terminar la influencia del tratamiento superficial sobre
la capacidad de union del material restaurador (GIC). En
tal sentido, se evalud la resistencia a las fuerzas de cizalla
aplicadas sobre el cemento adherido a la superficie de
dentina tratada con los diferentes productos de estudio.

Los grupos A y B recibieron una segunda aplicacién
de AgNCls/PMAA y SDF al 38 %, respectivamente,
utilizando un microcepillo durante 10 segundos. In-
mediatamente después, se procedi6 a la colocacién de
un GIC convencional de alta viscosidad (Fuji IX Gold

Label®), el cual fue mezclado manualmente sobre una
loseta de vidrio durante 20 a 30 segundos, siguiendo
las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se
insertd el material en un molde cilindrico (4 mm de
didmetro x 3 mm de altura), colocado sobre las su-
perficies dentinarias desmineralizadas, tratadas o no
segun el grupo experimental. Durante el fraguado del
GIC, se colocé sobre el molde una losa de vidrio recu-
bierta con vaselina (Vaseline®), la cual se mantuvo en
posicién durante 5 minutos. Finalizado este tiempo,
las muestras fueron almacenadas a 37 °C y 100 % de
humedad relativa durante 24 h, previo a la realizaciéon
del ensayo mecanico.

La SBS se evalué en una mdquina de prueba universal
(Digimess®), aplicando una carga de cizalladura con una
cuchilla biselada a una velocidad de 1 mm/min hasta
conseguir la falla. Los valores se calcularon en mega-
pascales mediante la formula MPa = N/12,6 mm?. Fi-
nalmente, el tipo de falla (adhesiva, cohesiva o mixta)
se analizé con un microscopio léser confocal (Olympus
LEXT® OLS 4000) a 100x.

Dureza superficial

Se procuré determinar si la aplicacién de los diferen-
tes tratamientos sobre la superficie de dentina cariada
lograba recuperar o superar la dureza de la dentina sana.
Para ello, se realizaron cuatro cortes de 2 mm de grosor
a cada muestra, desde la region oclusal hasta la apical,
obteniéndose cuatro grupos de tratamiento:

« Grupo A: Tratado con AgNCls/PMAA. La solucién
se aplicé sobre la superficie desmineralizada
expuesta con un microcepillo durante 10 segundos,
luego se incubd a 37 °C y 100 % de humedad relativa
durante 24 h.

+ Grupo B: Tratado con SDF al 38 %. La solucién se
aplicé sobre la superficie desmineralizada expuesta
con un microcepillo durante 10 segundos, luego
se incub6 a 37 °C y 100 % de humedad relativa
durante 24 h.

+ Grupo C: Correspondié a una seccién de dentina
sana, protegida con esmalte durante la generaciéon
de caries artificial e incubada durante 24 ha37°Cy
100 % de humedad relativa.

« Grupo D: Control (sin tratamiento). La superfi-
cie desmineralizada expuesta se dejo sin tratar y se
incub6 durante 24 h a 37 °C y 100 % de humedad
relativa.

La dureza superficial se evalu6 mediante la prueba VHN,
realizada a temperatura ambiente con un durémetro
Microhardness Tester FM-300 (Future-Tech Corp.). Se
realizaron cinco indentaciones por muestra, aplicando
una carga de 100 g durante 10 segundos por cada uno.
Los valores promedio por espécimen fueron registrados
en Excel para su andlisis estadistico.
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Profundidad de penetracion

Su andlisis se justifica en tanto una de las incdgnitas en
la aplicacién de agentes cariostaticos es la capacidad de
penetrar en la totalidad de lalesién. Para tal fin, se intenté
determinar la trazabilidad de los iones metalicos en un
espesor minimo de 200 micras, que era el promedio de
desmineralizacion obtenida por medio de la generacién
de lesiones artificiales de caries.

La composicién elemental de las muestras se determiné
mediante EDS, acoplado a un microscopio electrénico
de barrido (SEM, del inglés scanning electron microscope)
(JSM 7800F, JEOL Ltd.). Las muestras se recubrieron
previamente con oro por pulverizacién catédica (23 mA
por 45 s) y las superficies se examinaron con el SEM
(5kV de tensién, aumento de 2500x a 20 000x).

Para rastrear la penetracién de los iones de plata, se de-
finieron bandas de 50 pm desde la superficie hasta la
base de la lesién. Las mediciones se realizaron en tres
zonas por banda (20 000x y 5 kV), registrando un valor
elemental medio de plata (%peso/volumen). Se realizé
un andlisis cuantitativo incremental de 50 pm hasta
alcanzar los 400 pm (ocho subsegmentos).

Propiedades bioldgicas
Efecto antibacteriano

Se investigé la capacidad bactericida y bacteriostatica
de diferentes concentraciones del producto desarrollado
para compararla con los ya conocidos efectos del SDF
y, de este modo, poder evaluar su eficacia comparativa
con un producto. Para tal fin, se cultivaron cepas de S.
Mutansy L. acidophilus y se determinaron las siguientes
propiedades biolégicas: CIM, CBM y UFC.

1. Cultivo de microorganismos: Las cepas congeladas de S.
mutansy L. acidophilus se sembraron en agar sangre'y
se incubaron a 37 °C durante 24 h en una atmosfera
compuesta por 85 % de N, 5% de CO, y 10 % de H..
Se inocul6 una sola colonia en 10 mL de caldo BHI
y se incub6 durante 24 h bajo las mismas condicio-
nes. Las células se recogieron por centrifugacién,
se lavaron en una solucién salina y buffer de fosfato
(PBS, del inglés phosphate buffered saline) (pH 7,2),
se midi6é su densidad éptica (DO) a 660 nm y se
realizaron diluciones seriadas hasta 107 en PBS (13).

2. Concentracién inhibitoria minima (CIM): Se prepara-
ron diluciones seriadas de AgNCls/PMAA (54 ppm a
0,1 ppm de plata) y de SDF (248 400 ppm a 485 ppm
de plata). En placas de 96 pocillos, se afiadieron
100 uL de cada dilucién, 100 pL de cultivo bacte-
riano y 100 uL de caldo BHI. Se incluyeron controles
positivos y negativos. La CIM se determind regis-
trando la DO inicial y midiendo el crecimiento a
660 nm tras 24 h de incubacién anaerébica a 37 °C.
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3. Concentracion bactericida minima (CBM): La CBM se
determiné mediante la prueba de difusién en agar
(ADT, del inglés Agar Diffusion Test). Se sembraron
por separado alicuotas de 10 uL de los pocillos
tratados (24 h de incubacién anaerdbica) en placas
de agar BHI. Las placas se incubaron 48 h a 37 °C
con la finalidad de verificar la presencia o ausencia
de bacterias.

4. Unidades formadoras de colonias (UFC): Se extrajo
una alicuota de 10 pL de la dilucién de AgNCls/
PMAA, se sembr6 en placas de agar BHI y se distri-
buyé uniformemente. Las placas se incubaron 48 h
237 °C. Las UFC/mL de ambas cepas mencionadas
se cuantificaron con un contador digital, repitiendo
las mediciones tres veces.

Citotoxicidad

Su determinacién se justifica en tanto que, para que
el producto sea factible de aplicacién clinica, debe
demostrar no ser toxico ni irritante para los tejidos y/o
estructuras circundantes. Para esta comprobacién, se
utilizaron cultivos de células pulpares, ya que son mads
susceptibles a la irritacién por su proximidad con el
fondo cavitario en lesiones dentales por caries. Se se-
leccion la prueba MTT para evaluar esta propiedad.

1. Cultivo celular: Se obtuvieron células de la pulpa
dental (DPSC, del inglés dental pulp stem cells) de un
proveedor comercial y se cultivaron en un medio
esencial minimo a (a-MEM), suplementado con
10 % (v/v) de suero bovino fetal (FBS) y 1 % (v/v)
de penicilina/estreptomicina (P/S). Las células se
incubaron a 37 °Cy 5 % de CO,. Para garantizar un
crecimiento 6ptimo, el medio de cultivo se cambid
cada 3-4 dias hasta que las células alcanzaron la con-
fluencia.

2. Prueba MTT: Las DPSC se sembraron en placas de
96 pocillos (7000 células/pocillo) y se incubaron
durante 24 h. Luego se sustituy6 el medio por
200 pL de medio fresco con diferentes concen-
traciones de AgNCI/PMAA (de 20 % a 0,03 %,
por dilucién seriada). El SDF al 38 % se us6 como
control positivo. Las placas se incubaron durante
24 h y 72 h. Tras la observacién morfoldgica por
microscopia invertida, se midié la funcién mito-
condrial mediante el ensayo MTT. Se aniadieron
20 uL de MTT (5 mg/mL) y las muestras se
incubaron durante 4 h. Posteriormente, se afiadio
100 uL de dimetilsulfé6xido (DMSO) vy las placas se
mantuvieron en oscuridad. Un lector ELISA cuan-
tificé la DO en 570 nm. El ensayo se realizé por
triplicado en tres experimentos independientes. El
porcentaje de viabilidad celular se calculé como:

DO de las células tratadas

Viabilidad (%) =
DO de las células no tratadas

x 100
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Plan de analisis

Los datos fueron procesados mediante el software SPSS
20.0. Se establecié un nivel de confianza del 95 % y una
significancia estadistica de p < 0,05. El andlisis se estruc-
turé de la siguiente manera:

Propiedades fisicas

1. Cambios de color: Se evalué la estabilidad de color
mediante la comparaciéon de las coordenadas de
color en cuatro tiempos: inicial (R0), tras la des-
mineralizacion (R1), alas 24 h (R2) y alos 7 dias de
tratamiento (R3). El analisis estadistico se realizd
mediante la prueba t de Student para muestras re-
lacionadas, utilizando la lectura R1 como valor de
referencia para determinar la significancia de los
cambios producidos por los agentes terapéuticos
(AgNCls/PMAA y SDF).

Resistencia adhesiva al corte: Se utiliz6 ANOVA y
prueba post hoc de Schefté, estableciendo un nivel
de significancia del 95 % (p < 0,05).

Dureza superficial: Las diferencias entre los grupos de
tratamiento se evaluaron mediante ANOVA, com-
plementada con la prueba post hoc de Bonferroni
para identificar los grupos con diferencias estadis-
ticamente significativas (p < 0,05).

Profundidad de penetracion: Para comparar las
opciones de tratamiento en cada profundidad,
se aplicé la prueba t de Student (p < 0,05). Para
analizar las diferencias en la concentracién de plata
através de todas las profundidades de penetracion,

se utilizé la prueba de Student-Newman-Keuls
(SNK) (a = 0,05).

Propiedades bioldgicas

1. Efecto antibacteriano: Los respectivos tratamientos
fueron comparados con un grupo control sin trata-
miento mediante ANOVA (p < 0,05).
Citotoxicidad: Los grupos se compararon usando
las pruebas de Mann-Whitney y chi-cuadrado. Las
comparaciones intragrupo se realizaron con las
pruebas de Wilcoxon y McNemar, estableciendo
un nivel de significancia del 95 % (p < 0,05).

| RESULTADOS

Sintesis, caracterizacion y estabilidad del
complejo AgNCls/PMAA

Los AgNCls/PMAA estdn compuestos por 3 a 5 &tomos
de plata, con un tamafno menor a 1 nm, por debajo del
limite de resolucién del microscopio de fuerza atémica;
por ello, solo fue posible observar la rugosidad del
sustrato (14, 15).

La figura 1A resume la sintesis y la caracterizacién espec-
troscopica. El mapa EEM y los espectros UV-Vis confir-
maron una tnica sefial (Aexc/Aem = 520 nm/630 nm), lo
que indica que estos AgNCls de 3-5 4tomos constituyen las
unicas particulas fluorescentes presentes en la solucién.

En relacién con la estabilidad, las posiciones de las bandas
de absorcién y emision, asi como la intensidad de fluores-
cencia, permanecieron invariables durante un periodo de
9 meses (figura 1B). Estos resultados indican que los nano-
clisteres conservaron su tamafio y estructura originales,
evidenciando una elevada estabilidad temporal y resis-
tencia a la coalescencia, incluso en presencia de oxigeno.

Excitacién,
A, =630 nm

Emision,

— Absorcién A =520 nm

Excitacién

— Emisién

T T T T T T
450 500 550 600 650 700

Longitud de onda (nm)

T
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T
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Sintesis: Absorcion (negro), excitacién registrada a
A, = 630 nm (azul) y emision registrada a A__= 520 nm
(rojo), de la solucién de AgNCls/PMAA (54 ppm de plata).
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Estabilidad: Intensidad de fluorescencia de la solucion
de AgNCls/PMAA (54 ppm de plata) durante un periodo
de 9 meses. u. a.: unidades arbitrarias.

Figura 1. Sintesis y estabilidad de los AgNCls/PMAA.
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Propiedades fisicas
Cambios de color

Se observa que el grupo A (AgNCls/PMAA) presentd
estabilidad de color (p = 0,24) en la dentina desmine-
ralizada a las 24 h y a los 7 dias. Por el contrario, se
observaron cambios de color significativos en el grupo
B (SDF) (p = 0,02) tras su aplicacion en las superficies
de dentina desmineralizada (tabla 1).

Resistencia adhesiva al corte

Los valores de SBS fueron significativamente mayores
(p < 0,01) en el grupo A (AgNCls/PMAA) en com-
paracion con el grupo B (SDF) y el grupo C (control)
(p < 0,05). No se hallaron diferencias significativas
entre los grupos By C (p > 0,05) (tabla 1). Las muestras
control y tratadas con SDF presentaron fallas adhesivas,
mientras que en el grupo de AgNCls/PMAA se obser-
varon fallas mixtas en 3 de las 8 muestras.

Tabla 1. Cambios de color y resistencia adhesiva al corte de los grupos de tratamiento.

Cambios de color*

Resistencia adhesiva al corte**

A 8 44429
B 8 83+2,6
C 8 22+13

29+17
12,6 +3,8

2,7£1,6

p (t-Test) SBS (MPa) ANOVA (p-value)
0,24 10,4 +2,7° 0,003
0,02 33+1,3° 0,05
0,68 4,0+0,4° 0,05

* Diferencias medias de color y desviaciones estdndar de los grupos de tratamiento entre la aplicacion del tratamiento superficial y las lecturas
posteriores. ** Diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas. AE: diferencia de color.

Dureza superficial

El andlisis de microdureza Vickers revel6 diferencias es-
tadisticamente significativas entre los grupos evaluados
(ANOVA:F (3,28) =114,73; p=0,0001). Las comparacio-
nes multiples mediante el test de Bonferroni mostraron
que el grupo A (AgNCls/PMAA: 111,2 + 8,2 MPa) y el
grupo C (Dentina sana: 103,3 + 7,2 MPa) obtuvieron los
valores de dureza mas elevados, sin diferencias signifi-
cativas entre ellos (p > 0,05), pero siendo significativa-
mente superiores (p = 0,001) a los grupos B (SDF: 72,3
+ 6,4 MPa) y D (lesion artificial sin tratamiento: 50,5 +
3,0 MPa). Estos resultados confirman que el tratamiento
con AgNCls/PMAA permite alcanzar niveles de micro-
dureza similares a los de la dentina sana.

Profundidad de penetracion

Los analisis con espectroscopia de energia dispersiva
de rayos X (EDS) confirmaron la ausencia de plata en
la dentina sana (grupo C) y en el grupo control (dentina
desmineralizada no tratada) (grupo D). En los grupos
Ay B, la plata se verific6 hasta 400 um, cuantificada en
porcentaje en peso. La figura 2 muestra que el grupo B
(SDF al 38 %) fue la que tuvo mayor presencia de plata
en la superficie (0 a 50 um), mientras que el grupo A
(AgNCls/PMAA) mantuvo cantidades significativas y
constantes de plata a lo largo de toda la profundidad
(0 2 400 pm).
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Propiedades bioldgicas
Efecto antibacteriano

1. Concentracion inhibitoria minima: La figura 3 muestra
que la inhibicién del crecimiento bacteriano
aumenta con la concentracién de AgNCls/PMAA
hasta la dilucién 1:16 (1,25 %; 3,4 ppm de plata),
donde se alcanza una meseta. Este bajo valor de CIM
confirma el fuerte efecto antibacteriano de AgNCls/
PMAA sobre ambas cepas utilizadas (S. mutansy L.
acidophilus).

2. Concentracion bactericida minima: Tras observar el
crecimiento en las placas de agar, se determiné que
la CBM para ambas bacterias cariogénicas corres-
pondié a una dilucién de 1:8 (2,5 %). Este valor re-
presenta la concentracién mas baja necesaria para
eliminar la mayor parte del in6culo bacteriano.

3. Unidades formadoras de colonias: Se determinaron
las UFC de S. mutans y L. acidophilus para AgNCls/
PMAA y SDF a una dilucién comparativa de 1:16.
El recuento de UFC/mL en el grupo de AgNCls/
PMAA (4,3 £ 0,4 para S. mutans; 6,3 + 0,3 para L.
acidophilus) fue significativamente menor que en los
controles (13,7 + 1,6 y 15,9 + 0,8, respectivamente;
p < 0,01). Para SDF, ala misma dilucién, se obtuvie-
ron 8,6 UFC/mL para S. mutansy 9,5 UFC/mL para
L. acidophilus. La solucién AgNCls/PMAA demostrd
ser mds eficaz que el SDF, a pesar de que su concen-
tracién de plata (6,75 ppm) es 4600 veces menor (15
525 ppm) a la misma dilucién.
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Citotoxicidad la tabla 2. Se observa que la densidad celular aumenta
Los resultados de los experimentos de viabilidad celular ~ a medida que disminuye la concentracién del extracto
a diferentes concentraciones de AgNCIs/PMAA y  del material.

SDF, tras 24 h y 48 h de incubacién, se presentan en

2,5
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Profundidad de penetracién
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Figura 2. Penetracién de iones de plata a diferentes profundidades de la dentina tratada, medida mediante EDS.
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Figura 3. Grifico de lineas que muestra la densidad éptica de S. mutansy L. acidophilus frente a diferentes concen-
traciones de AgNCls/PMAA. Factores de dilucion de la solucion: 20 % (1); 10 % (1:2); 5 % (1:4); 2,5 % (1:8); 1,25 %
(1:16); 0,03 % (1:512).
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Tabla 2. Resultados de MTT tras periodos de incubacién de 24 h y 48 h
para AgNCls/PMAA y SDF en diferentes concentraciones.

_” Concentracién de Ag (ppm) A 24 h (media + DE) A 48 h (media + DE)
Pilucion AgNCs/PMAA AgNCs/PMAA AgNCs/PMAA

1 54,00 248 400 40,7 £0,01 19,2 £ 0,09 38,6 £ 0,05 21,4 £ 0,07
1:2 27,00 124 200 40,5+ 0,01 45,3+ 0,03 37,5+ 0,06 40,4 £ 0,03
1:4 13,50 62100 47,7 £ 0,07 46,3+ 0,03 46,4 £ 0,05 39,9 £ 0,04
1:8 6,75 31050 46,6 £ 0,05 49,3+ 0,05 43,7 £ 0,06 43,7 £ 0,07
1:16 3,40 15525 49,2 £ 0,06 52,9+£0,07 47,4 £0,04 44,2 £ 0,05
1:32 1,70 7762 53,3+ 0,08 55,5+ 0,09 50,3 + 0,01 49,5+ 0,02
1:64 0,85 3882 55,0+ 0,03 57,8 + 0,06 53,8 + 0,07 52,7 + 0,03
1:128 0,42 1941 63,0 0,05 59,6 + 0,01 61,2 + 0,01 58,5+ 0,05
1:256 0,21 970 78,7 £ 0,09 67,8 £ 0,07 75,6 £ 0,05 64,4+ 0,03
1:512 0,10 485 87,9 £ 0,01 80,0 £ 0,07 88,1+ 0,09 78,3 £ 0,03

DE: desviacién estandar.

| DISCUSION

La evaluacién integral de las propiedades fisicas y bio-
l6gicas posiciona al AgNCls/PMAA como una alterna-
tiva potencialmente superior al SDF. En primer lugar,
destaca su estabilidad cromatica: a diferencia del SDF,
no produjo cambios de coloracién clinicamente signi-
ficativos en la dentina desmineralizada. Este aspecto
representa una ventaja clinica relevante, al superar
una de las principales barreras estéticas asociadas al

uso del SDF.

En cuanto alas propiedades adhesivas, los valores de SBS
del CIV fueron significativamente mayores en el grupo
AgNCls/PMAA en comparacién con el grupo tratado
con SDF. Ademis, el predominio de fallas mixtas en el
grupo experimental sugiere una mejor integracion entre
el material y el sustrato dentinario. Esta mejora podria
atribuirse al vehiculo empleado, el precursor polimérico
PMAA, el cual ha demostrado previamente su capacidad
de interactuar quimicamente con las fibras de colageno
de la dentina desmineralizada.

Este comportamiento también se refleja en la recu-
peracion de la dureza superficial, donde el grupo de
AgNCls/PMAA alcanzé6 valores similares o incluso
superiores a los de la dentina sana. En este sentido,
la hipétesis de que el PMAA pueda inducir modifica-
ciones en la organizacién o disposicién de las fibras
coldgenas abre una interesante linea de investigacién
futura. El acondicionamiento con este 4cido policar-
boxilico no solo favoreceria una mayor disponibilidad
de iones calcio capaces de unirse a los grupos carboxilo,
sino que ademas podria contribuir a la formacién de
una red estructural mas compacta y densa, con mejores
propiedades mecdnicas.
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El anélisis SEM-EDS confirmd, asimismo, la capacidad
de penetraciéon del material. Mientras que el SDF
mostré una mayor concentraciéon de plata restringida
principalmente a la superficie (0-50 pm), los AgNCls/
PMA A mantuvieron cantidades significativas y relativa-
mente constantes de plata a lo largo de toda la profun-
didad analizada. Este hallazgo resulta particularmente
relevante, ya que supera las limitaciones de penetracién
reportadas en estudios previos que emplearon precur-
sores poliméricos de mayor viscosidad, los cuales no
lograban infiltrarse mas alld de los 20 um, favoreciendo
asi una recuperacion potencial hasta la base de la lesién
cariosa (16).

Desde el punto de vista biol6gico, los resultados también
son alentadores en términos de eficacia y seguridad. Los
ensayos in vitro demostraron que la solucién actia como
un potente agente antibacteriano frente a bacterias ca-
riogénicas como S. mutansy L. acidophilus, incluso a con-
centraciones de plata significativamente inferiores a las
utilizadas en el SDF (17, 18). Esto sugiere que la actividad
cariogénica podria ser controlada sin comprometer la
biocompatibilidad.

La seguridad del compuesto se ve reforzada por la ob-
servacion de que la citotoxicidad de los AgNCls/PMAA
disminuye segin la concentracién. Este perfil resulta
particularmente favorable para el desarrollo de bio-
materiales clinicamente aplicables y podria atribuirse
al menor tamaiio de los nanocldsteres en comparacién
con las nanoparticulas de plata convencionales, lo que
sugiere un comportamiento biolégico mas controlado
(19-21).

Una limitacién inherente a este estudio radica en su
disefio in vitro, que no permite reproducir completa-
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mente la complejidad del entorno oral. El modelo de caries
estatico empleado no contempla los ciclos dindmicos de
desmineralizacién y remineralizacién modulados por las
fluctuaciones del pH salival yla capacidad buffer de la saliva
in vivo. Asimismo, la ausencia de biofilm adquirida y de
proteinas salivales constituye una limitacién adicional,
dado que estos componentes regulan el intercambio
i6énico yla energia superficial, factores que podrian influir
tanto en la efectividad del AgNCls/PMAA como en su
interaccién con los materiales restauradores.

Ademais, laresistencia adhesiva fue evaluada utilizando un
unico tipo de cemento de ionémero vitreo de alta viscosi-
dad. Considerando que las interacciones quimicas entre el
PMAA vy el sustrato podrian variar segin la composicién
del material restaurador, los resultados no pueden ex-
trapolarse de manera generalizada a otras formulaciones.
Del mismo modo, la ausencia de cargas mecanicas ciclicas
refleja un comportamiento bajo condiciones ideales, po-
tencialmente diferente del entorno clinico real. En con-
secuencia, seran necesarios estudios in vivo para validar
la seguridad y eficacia clinica de esta solucién.

A pesar de estas limitaciones, los hallazgos obtenidos en
este modelo controlado proporcionan una base sélida
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Financiamiento:

que respalda el potencial terapéutico del material. Las
propiedades fisico-quimicas, mecinicas y biolégicas
observadas sugieren que el complejo AgNCls/PMAA
podria superar varias de las limitaciones asociadas a los
tratamientos basados en SDF y representar un avance
significativo en el campo de la odontologia minima-
mente invasiva.

| CONCLUSIONES

Este estudio in vitro confirma la viabilidad y el alto
potencial de la formulacién de AgNCls en PMAA como
una alternativa prometedora y superior al SDF al 38 %
para el tratamiento no invasivo de la caries dental. No
solo elimin el inconveniente estético de la tincién en
la dentina, sino que también logré mejorar la adhesiéon
de los cementos restauradores a la superficie tratada y
restaurar la dureza superficial de la dentina a niveles com-
parables o superiores ala dentina sana. A nivel biolégico,
demostro tener menor citotoxicidad en células pulpares
y un potencial efecto antibacteriano contra S. mutansy
L. acidophilus. Ademads, la alta estabilidad de los nano-
clasteres a largo plazo permitiria su almacenamiento
sin comprometer sus propiedades.
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