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La odontologia restauradora contemporanea se encuentra en continua evolucion
con el desarrollo de nuevos materiales, técnicas y conceptos. El cemento de
ionémero de vidrio (CIV) es uno de los materiales en constante innovacion, que
surge tras la reaccion de polvo de vidrio de silicato y acido polialquendico. En un
primer momento, este cemento dental pretendia ser para uso en restauraciones
estéticas para dientes anteriores, especialmente para cavidades de clase Il y V.
Pero al ver su adhesion a la estructura dentaria y su aplicacion especifica para la
prevencion e intervencion temprana de la caries, se extendié para otros usos
como: agente cementante, sellador de fosas y fisuras, recubrimiento pulpar y

restauraciones inmediatas que son las de mayor uso en odontologia pediatrica.

La caracteristica principal de estos materiales es la formacion de uniones quimicas
a la estructura del diente, son biocompatibles, liberan iones fluoruro para su
absorcién en esmalte y dentina, ademéas son capaces de absorber iones flior de

dentifricos, enjuagues bucales y soluciones aplicadas tépicamente.

Sin embargo, la literatura ha puesto en evidencia el hecho de que el fluoruro
liberado no es lo suficientemente potente para combatir los efectos de la
destruccién bacteriana, ademas de que existe una limitada durabilidad clinica de
estos materiales; debido a que presentan fragilidad y deficiente resistencia al
desgaste por lo que son propensos a fracturarse, asi como propiedades
superficiales inadecuadas. Actualmente han surgido materiales innovadores para

contrarrestar estos efectos indeseables y mejorar las propiedades antibacterianas

El proposito de esta investigacion fue incorporar y, por lo tanto, modificar con
nanoestructuras un cemento de iondmero de vidrio comercial para mejorar la
actividad antibacteriana del material, y con esto reducir la frecuencia y severidad

de la caries secundaria.



ANTECEDENTES GENERALES



CEMENTO DE IONOMERO DE VIDRIO (CIV)

El primer antecedente que se tiene de estos cementos fue el oxicloruro de zinc
inventado por Sorel en 1855. Este cemento fue pionero en odontologia en 1858,
pero no tuvo éxito clinico.’ Luego surgié el cemento de fosfato de zinc en 1878, y
més tarde fue modificado por Fleck en 1902.? El tercer cemento en este grupo fue
el cemento de silicato. De los tres cementos, éste dltimo fue el de mayor
importancia clinica y fue fundamental para el desarrollo del cemento de ion6mero
de vidrio. A pesar de su éxito, fue un material que present6 severas deficiencias y
por lo tanto no tuvo un buen éxito clinico.® Finalmente, los cementos de ionémero
de vidrio fueron inventados por Wilson y Kent en 1969, han sido ampliamente
utilizados en odontologia como materiales de restauracion debido a su adhesion
quimica a la estructura dental,” favorable coeficiente de expansion térmica lineal,

emisién dinamica de ion fluoruro® y baja citotoxicidad.’
Propiedades fisicas

A lo largo del tiempo, los componentes de los cementos de iondmero de vidrio han
presentado diversas modificaciones. Las propiedades fisicas de los silicatos
dentales varian con la relaciéon polvo/liquido; la mezcla se hizo mediante la
incorporacion gradual del polvo para minimizar el efecto de la reaccidén exotérmica
entre los componentes del cemento. Las propiedades de los cementos®

resultantes se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Propiedades de los primeros iondmeros de vidrio convencionales

Gama de Propiedades Valores

Tiempo de trabajo, 23°C / min 1.3-3.8

Tiempo de fraguado, 37°C / min 2.75-4.7
Resistencia a la compresion, 24 h / MPa 140-195
Resistencia a la traccion diametral, 24 h / MPa 9.0-19.3
Resistencia a la flexion, 24 h / MPa 8.9-30.0
Creep, 24 h /% 0.17-0.33
Material lixiviable en agua, 1 h /% 0.13-0.70
Opacidad, C0.7 0.44-0.85

Tomado de Prosser et al., 1984. >



Reaccidon quimica de los cementos de ionémero de vidrio

Los cementos de iondmero de vidrio (CIV), la mayoria presentan una composicion
polvo-liquido, el polvo actia como base y, estd compuesto por un vidrio de calcio-
flaor-alumino silicato. Al ser mezclado con el liquido que contiene los poliacidos se
produce la reaccién &acido-base que conduce al endurecimiento del material

mediante un sistema de intercambio i6nico.®

Polvo Liquido

Silice Acido poliacrilico

Oxido de aluminio
Fluoruro de aluminio
Fluoruro de calcio
Fluoruro de sodio

Acido itaconico
Acido maleico

Acido tartarico

Agua

Tomado de Anusavice et al., 1998.52

Esta reaccion de fraguado inicia cuando el liquido entra en contacto con el polvo.
Los iones de H+ atacan las particulas de vidrio y liberan Ca, Al y F que se
descompone en el vidrio por accién del acido, con la formacion de un gel de silice.
A continuacion, el Ca reacciona con los poliacidos y el Al. Esta sal metalica de
poliacrilato empieza a precipitar y se inicia la quelacion hasta el endurecimiento. El
agua es importante en el fraguado ya que actda como plastificante que reduce la
rigidez, durante su colocacion en el diente no debe desecarse ya que puede

contribuir a un material quebradizo y el exceso de agua favorece a su disolucién.®

Terminacién

Leprince et al., 2013. >



Propiedades del cemento de iondmero de vidrio

Las propiedades fisicas estan influenciadas por la forma en que se prepara el
cemento, incluye la relacion polvo: liquido, la concentracion del poliacido, el
tamafio de particula del polvo de vidrio y la fecha de elaboracién de los materiales.
Por lo tanto, es necesario tener cuidado al hacer generalizaciones sobre las

propiedades de estos materiales.®

La Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO, por sus siglas en inglés), la
norma actual para los cementos de ionémero de vidrio™ proporciona los valores
minimos para ciertas propiedades fisicas. Estos valores, que se muestran en el

cuadro 3, son los aceptables para que un material sea permitido en el mercado.

Cuadro 3. Requerimientos ISO para cementos de ionémero de vidrio de uso clinico

Propiedad I.V. de cementacion I.V de restauracion
Tiempo de fraguado/ min 2.5-8 2-6

Fuerza compresiva MPa 70 (minima) 100(minima)
Erosi6n acida (maxima)/mmh™ - 0.05
Opacidad, C 79 - 0.35-0.90

As soluble en acido/mg kg™ 2 2

Pb soluble en acido/mg kg™ 100 100

Tomado de la Norma ISO 9917-1"°

Clasificacion de los cementos de ionémero de vidrio

Con base en la norma 96 para cementos dentales basados en agua de la

Asociacion Dental Americana (Cuadro 4).

Cuadro 4. Clasificacion de los cementos de iondmero de vidrio

Tipo | Cementacion
Tipo Il Restauradores
Tipo 1l Forros y bases

Tomado de las Asociacién Dental Americana (ADA)"™




De acuerdo a Nosas y cols., los materiales a base de iondmero de vidrio pueden

dividirse: segun su formulacion como fraguados quimicos o convencionales y

modificados con resina.'?

Clasificacion segln su uso

Cuadro 5. Clasificaciéon segln las indicaciones para su uso

TIPO

CARACTERISTICAS

USOS

Tipo I:
Cementacion

Gran fluidez (tamafio de particula muy
pequefio y su proporcién polvo/liquido
es baja (1.5:1) + Reaccién de fraguado
rapida.

-Coronas de acero inoxidable: material de
eleccién para cementado de coronas.

-Bandas de ortodoncia: ideal para disminuir
el riesgo de descalcificaciones.

Tipo II:
Restauracion

Se presentan con una relacion P/L de
3:1 o mayor para mejor resistencia al
desgaste y a la compresion, y se indican
en restauraciones en el que la carga
oclusal sea baja.

Tipo Il a: Quimiopolimerizables:

Es aconsejable proteger su superficie
con una resina fluida que proporciona el
fabricante. So6lo se deben realizar los
ajustes estrictamente necesarios y si es
posible demorarlo 24 horas,
transcurridas las cuales el material es
mucho mas estable.

— Tipo Il b: Estéticos modificados con
resina: Permiten el acabado y pulido de
la restauracion de inmediato.

—Tipo Il c: Reforzados con metal:

- Restauracién de clase 1 y Il

-Es controversial Su indicacion en
restauraciones de tipo | y Il con carga oclusal
gue no sean en denticion temporal, salvo que
se trate de obturaciones provisionales.
-Restauracion de clase Ill: En denticién
temporal son un material idoneo por liberar
flior en el punto de contacto, en denticion
permanente sélo se usan de modo “temporal”.
-Restauraciéon de clase V: Se pueden usar
en ambas denticiones como material de
obturacién y en lesiones cervicales no
cariosas.

-Técnica “TRA”: “técnica restauradora
atraumatica”. Implica la remocion del tejido
afectado por la caries manualmente y la
colocacion del CIV en la cavidad con una
proporcién P/L mas elevada para mejorar las
propiedades fisicas del material.

Tipo Il

base /forro

Se pueden unir directamente a la
estructura dentaria y material
restaurador para actuar como base que
absorbe la tensiébn causada por la
contraccion de  polimerizaciéon vy
deformaciones durante la carga oclusal.

-Forro o adhesivo dentinario: Presentan una
proporciéon P/L 1.5:1 que aumenta su fluidez y
mayor cantidad de &cido de la preparacion
penetra en la estructura dentinaria.

-Base cavitaria: “reemplazo de dentina” el
Clv.

Tipo IV:

Miscelanea:

Existen productos para distintos usos,
por ejemplo:

-Adhesivas: grupo de materiales para eliminar
las zonas retentivas de las preparaciones
protésicas.

-Selladores de fisuras: Alternativa en
determinadas situaciones: molares
permanentes que no estén completamente
erupcionados o sellado “temporal”.

Tomado de Nosas et al., 2006




Cementos de iondmero de vidrio convencionales

Es un material compuesto formado por una reaccion acido-basica entre soluciones
acuosas de acido poliacrilico y polvo de vidrio liofilizable.*?

Los tres componentes esenciales de los cementos de ionémero son silice, alimina
y fluorapatita, es decir, SiO,, Al,O3; y CaF, En la practica, fueron agregados
componentes adicionales para mejorar propiedades como la tasa de
configuracion, translucidez y resistencia final.’* Estos componentes, también se
han encontrado en el cemento de ionémero de vidrio moderno G338; més la
incorporacion de AlF;, NaAlFg y AIPO,.*°

El tamafio de la particula del polvo es dependiente de la aplicacion. Para
materiales de relleno el tamafio de la particula es de 50 micrémetros. Mientras que
para materiales de base es menor que 20 micrémetros. Estos se presentan
comunmente como una solucion acuosa de &cido polimérico y un polvo de vidrio
finamente dividido, que se mezclan por un método apropiado para formar una

pasta.'®

Cuadro 6. Ventajas y desventajas de los CIV convencionales

Ventajas Desventajas

-Liberacién de flior que favorece -Es muy soluble a la humedad, por lo cual
una actividad bacteriostatica. requiere aislamiento absoluto.

-Resistencia a la compresiéon mayor que el -Liberacién de flior por un corto periodo de
fosfato de zinc. tiempo.

-Biocompatibilidad. -Tiempo de duracion corto.

-El material se reabsorbe o destruye
gradualmente  mediante  hidrélisis o
procesos enzimaticos y se reemplaza por
tejido recién formado.

-Muy buena adhesion.

Tomado de Sidhu, 2016.°



Existen diferentes marcas comerciales de cementos de ionémero de vidrio de tipo

convencional, el siguiente cuadro muestra las marcas comerciales mas comunes

en odontologia pediatrica.

Cuadro 7. Cementos de iondmero de vidrio convencional

Marca Descripcion Composicién Propiedades
comercial
Ketac londbmero de El polvo de vidrio utilizado es muy -Liberacién de fldor.
Molar vidrio de alta fino y radiopaco de aluminio- -Alta resistencia a la flexion,
easy mix viscosidad calciolantano de vidrio fluorosilicato.  reduce el riesgo de fractura de la
indicado para Particulas mas pequefias de 9um y restauracion.

restauraciones un 10% son menores a 1um. -Excelente adhesion a esmalte y

posteriores de Relacion polvo-liquido 4.5: 1 dentina.

auto fraguado, Acido en el polvo 60%. -Alta resistencia a la compresion.

y facil mezcla  Acido en el liquido 40%. -Baja erosion a los &cidos,
mantiene una excelente integridad
marginal.

-Radiopaco.
-Nueva férmula de polvo
granulada que ofrece:
-Mas rapidez, facilidad en la
dosificacion, mezcla y uso.

GC Fuji Il Cemento Polvo: vidrio de aluminosilicato -Mejora la estética.

restaurador de Liquido: &cido poliacrilico, 2- -Méas fuerte, lo que asegura una

iondbmero de Hidroxietilmetacrilato, Dicarbonato mayor longevidad.

vidrio trimetilhexametileno. -Radioopaco.

radiopaco -Biocompatible.

Reporte de las Fichas técnicas proporcionados por los fabricantes.

17 16
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Modificacion de los cementos de iondmero de vidrio

A través del tiempo, los cementos de ionémero de vidrio han experimentado
numerosos cambios con el fin de mejorar sus propiedades clinicas. Estos
cementos se crearon con la finalidad de ofrecer mejor estética y estabilidad
guimica. Para mejorar su capacidad de adhesion, se utilizé el primer o imprimador
para remover el lodillo dentinario y asi mejorar el ingreso del ionGmero que tiene
una consistencia viscosa y como resultado forma una mejor capa hibrida.
Presenta dos tipos de endurecimiento, la tipica reaccién del ion6mero de tipo

acido-base y la de las resinas fotoactivadas.*®

Actualmente, los cementos de iondmero de vidrio se han modificado con

diferentes materiales a base de resina,*® antibiéticos?>?

y mas recientemente el
uso de nanoestructuras.?

Cuadros 8.1y 8.2 lonébmeros de vidrio modificados con diferentes nanoestructuras.

Cuadro 8.1 Cementos de iondmero de vidrio modificados

GC Gold lonomero de vidrio | * Particulas pequefias que proporcionan cualidades
Label Light- restaurador, estéticas y un pulido excelente.
Cured reforzado, radiopaco, | * Mayor carga de relleno para una resistencia a la abrasion
Universal fotocurable. considerablemente mejorada.
Restorative * Buena radiopacidad para facilitar el diagndstico

postoperatorio.
* Autoadhesivo e hidréfilo.

Fuji PLUS Cemento de * Adhesion quimica a la estructura dental, asegura un
(EWT) ionomero de vidrio | sellado marginal excelente.
modificado con * Solucién resistente a la humedad cuando no pueda
resina. garantizarse una superficie seca.

* Solucién biocompatible con la pulpa y sensibilidad
postoperatoria.

11



Cuadro 8.2 Cementos de ionémero de vidrio modificados con nanoparticulas

Ketac
N100-3M
ESPE

I.V. con
clorhexidina

y
antibiéticos

Tio,

I.V. con GF

Nano-ionémero
restaurador de foto
polimerizacién, en

presentacion clicker,
pasta: pasta; para
restauraciones directas.

Cementos de iondme

I.V. convencional (Fuji

IX) modificado con
antibiéticos y
clorhexidina

Cementos de iondmero

[.V.complementado con
particulas de

nanofilamento de 6éxido
de zinc (ZnO) al 5% (p /
p).

Cementos de ionémero de vidrio modificados con Oxido de Titanio (TiO?)

lonébmero de vidrio
convencional preparado
con nanoparticulas de
diéxido de Titanio.
Cementos de ionémero d
lonbmero de vidrio
convencional

modificado con grafeno
fluorado (GF).

*Primer: Agua, HEMA,
Copolimero de acido
polialquenoico. Fotoiniciadores
* Pasta A. Basada en Resina:
Vidrio de fluoroaluminosilicato,
Nanorrellenos de silano vy
zirconia, resinas de metacrilato
y dimetacrilato.

* Pasta B. Basada en Agua:

Copolimero de acido
polialguenoico.

Nanoclusters de zirconia,
silano.

Nanorrellenos de silano,
(HEMA).

ro de vidrio modificados con

Diacetato de clorhexidina y
antibidticos (ciprofloxacina,
metronidazol y minociclina).

I.V. comercial (Fuji I1X)

I.V. convencional (Fuiji 1)
Particulas de ZnO nanosféricas
(tamafio medio de 20 nm);
Particulas de ZnO nanoflowers
(2 nm de grosor de pétaloy 2 p
de diametro de pétalo);
Particulas de ZnO (espesor <20
nmy longitud mayor a 1 ).

* IVC FX-Il, 3% o 5% (p/p) de
nanoparticulas de TiO2,

fase de anatasa, tamafio de
particula <25 nm.

e vidrio modificados con Grafeno
Oxido de grafeno.

I.V. comercial: polvo con 6xido
de silicio, cloruro de calcio,
fluosilicato de sodio y fosfato de
aluminio. Liquido con acido
poliacrilico, &cido tartarico y
agua desionizada.

de vidrio modificados con Oxido de Zinc (ZnO)

* Excelente estética y mejor
pulido.

* Rapido y facil de mezclar
* Alta liberacién de fldor.
*Resistencia al desgaste
mejorada.

* Alta resistencia flexural.
*Fotopolimerizacion por
capas.

* Radiopaco.

antibioticos
*  Mejores
bactericidas.
* Adecuada resistencia a

la compresién.

propiedades

* Disminuciéon de la dureza
superficial.
*Adecuado médulo flexural.

* Biocompatibilidad
* Efectos proinflamatorios
en altas concentraciones
de TiO,.

Fluorado (GF)

*Aumento de microdureza.

* Aumento de la resistencia

a la compresion.

*Mejores propiedades
bactericidas.

* Liberacion de ion fluoruro.

*Recuperado de Fichas técnicas de los fabricantes

20,21, 23,24
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NANOTECNOLOGIAS

Segun la definicidn oficial de la Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (NNI, por
sus siglas en inglés), la nanotecnologia entrafa “investigacion y desarrollo
tecnolégico a escala atdmica, molecular o macromolecular, de un orden de
longitud de aproximadamente 1 a 100 nm, para acceder a una comprension basica
de los fenbmenos y materiales a nanoescala y para crear y utilizar estructuras,
aparatos y sistemas que revistan nuevas propiedades y funciones justamente por

ser de pequeno y/o mediano tamanio”.?®

Oxido de Grafeno

Es un material bidimensional (2D) que contiene atomos de carbono dispuestos en
una configuracion geométrica del tipo hexagonal (HCP), que tiene gran
parecido a un panal de abeja, se ha estudiado ampliamente para mejorar el
rendimiento de otros materiales debido a sus propiedades Unicas, tales como
excelentes propiedades mecéanicas debido a su resistencia a la rotura de 42 N/ m
y modulo de Young de 1.0 TPa, estabilidad quimica extrema, biocompatibilidad
superior, buenas propiedades antibacterianas, propiedades tribolégicas favorables
ala friccion®®y estabilidad térmica en un rango de 480-520°C.*"
Recientemente, se ha demostrado en la literatura cientifica que materiales
basados en el grafeno (GM) como el 6xido de grafeno (GO) han sido probados
contra patégenos dentales que demuestran de esta manera, la posibilidad de ser
incorporados en ciertos materiales dentales. El efecto antimicrobiano y antibiofilm
de estos materiales se pueden atribuir a tres principales diferentes mecanismos
originados por la interaccién directa entre las células GM y las bacterias.?®
También se descubrié que el grafeno no es toxico para los osteoblastos humanos
y las células estromales mesenquimales, resulta ser adecuado para la adhesion y

la proliferacién de los osteoblastos.?
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Oxido de Titanio

Los nanomateriales de dioxido de titanio (TiO,) actualmente encuentran amplias
aplicaciones tecnolégicas que incluyen pigmentos, cosméticos, condensadores
ultradelgados, células fotovoltaicas y fotocatalisis. El compuesto tiene tres
polimorfos cristalinos mas comunmente encontrados: anatase, brookita y rutilo.
Las tres estructuras cristalinas estan formadas por octaedros de TiOg
distorsionados, pero de diferentes maneras. La fase de rutilo adopta una

estructura tetragonal, la anatase tetragonal, en cuanto a la brookita de octaedro.*

La aplicacién practica de TiO, depende en gran medida de la estructura cristalina,
la morfologia y el tamafio de los cristalitos. Cada modificacién cristalina de TiO;
tiene diferentes propiedades fisicoquimicas, como densidad, indice de refraccion y
reactividad fotoquimica. Rutila tiene la densidad mas alta y el indice de refracciéon
entre las tres fases y, por lo tanto, ha sido ampliamente utilizado en las industrias
de pigmentos y cosméticos. Anatasa generalmente muestra mejores rendimientos
gue su contraparte de rutilo en aplicaciones fotocataliticas, probablemente debido
a la mayor vida de las portadoras de hidrogeno y electrones fotosensibles en la
red anatasa. La fase de brookita es la menos estudiada en muchos aspectos de
sus propiedades, principalmente debido a las dificultades encontradas para
obtener su forma pura. El tamafio de la particula es de -~21 nm. El tamafio, la
forma y la sintesis controlada de fase de nanocristales TiO, ha sido durante
mucho tiempo uno de los temas principales en la investigacion de TiO,. Chen y
Mao>'han dado recientemente una excelente explicacién de los nanomateriales de

TiO, con respecto a sintesis, propiedad, modificacion, y aplicacion.
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Fosfato de plata e hidroxiapatita
El fosfato de plata presenta biocompatibilidad, propiedades bactericidas debido a
la liberacion lenta de iones Ag™ y actividad fotocatalitica.

Modificacion usando Nano-Apatita.- Debido a que su quimica es similar a la del

hueso mineralizado y los tejidos dentales, la hidroxiapatita se ha utilizado en
muchos campos de la odontologia, como la prevencion de caries, ya que los
cristales de nanohidroxiapatita (nHAp) pueden favorecer la remineralizacion del
esmalte.?

La Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) ha revelado que
la adicién de apatita al polvo CIV aumenta la cristalinidad del CIV, para mejorar asi
la estabilidad quimica y la insolubilidad en agua. Tales modificaciones dan como
resultado mejores tasas de longevidad que los CIV disponibles comercialmente.
Se espera que los CIV que contienen nano-apatita tengan una union superior a la
superficie del diente debido a la posibilidad de formacion de fuertes enlaces
ionicos entre los cristales / particulas de apatita en el cemento y los iones de calcio
en la estructura del diente. Ademas, disminuir el tamafio de particula de las
apatitas de escala micrométrica a nanémetrica aumenta notablemente el area de
superficie y la infiltracién de los cristales en la dentina desmineralizada asi como
poros de esmalte; esto puede mejorar la unién en la interface de iondémero

dental.®
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BACTERIAS

Las bacterias orales pertenecen a una comunidad compleja de numerosas
especies que participan en la formacion de la placa bacteriana (biofilm o
biopelicula) con todas sus funciones, interacciones y propiedades. Varios
microorganismos se incluyen en la patogénesis de la caries dental (Streptococcus
del grupo mutans, Lactobacillus spp y Actinomyces spp) de los cuales,
Streptococcus mutans es el agente mas importante asociado a ella. La caries y la
periodontitis son causadas por un desequilibrio en las poblaciones bacterianas de
biopeliculas que se forman naturalmente y ayudan a mantener el estado normal de

la cavidad oral.*

Streptococcus mutans

El Streptococcus mutans (S. mutans) es un patégeno etioldgico principal de la
caries. Es un coco gram positivo, dispuesto en cadena, no modvil, catalasa
negativa, productor rapido de acido lactico con capacidad de cambiar un medio de
pH 7 a pH 4.2, aproximadamente en 24 horas. Fermentador de glucosa, lactosa,
rafinosa, manitol, inulina y salicina con la produccion de acido. Normalmente no
desamina la arginina para producir amoniaco. El habitat natural de S. mutans es la
boca humana. En cavidad oral, las colonias se adhieren muy cerca de la superficie

del diente e igualmente se puede recuperar en lesiones cariosas.>*
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS
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Diferentes reportes en la literatura han evaluado la sintesis de los iondmeros de
vidrio con el uso de diferentes sustancias como los antibiéticos. Yesilyurt et al., %
evaluaron los efectos antibacterianos, propiedades fisicas y de adhesion. Los
resultados, demostraron que los ionémeros de vidrio que contienen mezclas de

antibioticos son efectivos para inhibir las bacterias asociadas con la caries.

Marti et al.,?

evaluaron el efecto de diferentes concentraciones de digluconato de
clorhexidina (CHX) en la actividad antimicrobiana contra S. mutans y L.
acidophilus, observaron que la adicion de CHX promovié la formacion de un halo

de inhibiciébn en ambas cepas bacterianas para todas las concentraciones.

Por otra parte, Mittal et al., > evaluaron la eficacia antimicrobiana y la resistencia a
la compresion del iondmero de vidrio convencional con clorhexidina y antibidticos
a diferentes concentraciones. Sintetizaron el iondmero de vidrio con diacetato de
clorhexidina y antibioticos (ciprofloxacina, metronidazol y minociclina)
incorporandolos al CIV comercial (Fuji IX). Inocularon las muestras en S. mutans,

y concluyeron su eficacia en la inhibicién de las bacterias.

Estudios han incorporado diferentes nanoparticulas al cemento del ionGmero de
vidrio para evaluar otras propiedades, como el médulo flexural y la resistencia
mecénica, Weng et al., * realizaron la sintesis y caracterizacién de un ionémero
de vidrio compuesto por poli (&cido acrilico-co-acido itaconico) en forma de estrella
fotocurable, realizaron también pruebas de resistencia mecanica. Concluyeron que
los poliacidos en forma de estrella mostraron viscosidades significativamente mas

bajas en agua en comparacion con los poliacidos lineales.

Gupta et al., % prepararon una mezcla de biomateriales ZnO y HAP en un
nanocompuesto que se puede incorporar directamente en el iondmero de vidrio
restaurador para mejorar sus propiedades mecanicas y antibacterianas.
Investigaron también, las propiedades antimicrobianas para E. Coli DH5 y S.
mutans; observaron, que el material compuesto retardaba significativamente la

actividad microbiana.
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Chen et al.,* realizaron un estudio para sintetizar las particulas de fosfato de
calcio agregadas al metal para probar las propiedades antibacterianas del
iondbmero de vidrio convencional, ademas de su fuerza compresiva, concluyeron
gue la incorporacién de Ag-DCPA y Ag-HA al 10% o 20% podrian mejorar las

propiedades antibacterianas del 1.V, para mantener sus propiedades fisicas.

Paiva et al.,'* desarrollaron la fotorreduccién en un paso de nanoparticulas de
plata (AgNP) en el ionédmero de vidrio convencional con actividad antibacteriana; y
también evaluaron su manejo y propiedades mecanicas. Concluyeron que la
preparacion de nanoparticulas de plata en una solucidén de poliacrilato permite la
produccion de cementos bioactivos con parametros adecuados para su uso clinico

y gran potencial de aplicacion biomédica.

El- Wassefy et al.,*® estudiaron el efecto de la incorporacién de nanoparticulas de
plata en concentraciones de 0, 3 y 5% al cemento de ionébmero de vidrio en la
biopelicula Staphylococcus aureus; observando la limitacion de dicha biopelicula,
con un efecto insignificante en las propiedades mecéanicas y una influencia notable
en su coloracion, que restringen su uso en areas donde la estética no es motivo de

preocupacion.

Garcia et al.,* investigaron la posible citotoxicidad y efecto proinflamatorio de
ionomero de vidrio convencional preparado con nanoparticulas de dioxido de
Titanio (TiO,), y se comprobaron sus efectos pro-inflamatorios en altas
concentraciones de TiO,,

Actualmente han surgido nuevas modificaciones al cemento de ionémero de vidrio
convencional con la incorporacion de nanoparticulas; tal es el caso de
Panahandeh et al. **incorporaron nanoparticulas de 6xido de zinc con tres
morfologias diferentes a un cemento de ionémero de vidrio convencional, y
evaluaron sus propiedades mecénicas en busca de mejoras; concluyeron que la
incorporacion de dichas nanoparticulas de 6xido de zinc disminuyeron la dureza
superficial del cemento del iondmero de vidrio convencional y no produjeron

cambios en su moédulo flexural.
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Sun et al.,?® incorporaron grafeno fluorado (GF); un material que tiene amplio auge
en la tecnologia actual por sus multiples propiedades benéficas al ser incorporado
a los materiales. Dicha modificacion se realizé en el cemento de ion6mero de
vidrio convencional, en el que lograron el aumento de la microdureza de Vickers y
la resistencia a la compresién. El recuento de colonia contra S. aureus y S. mutans
disminuy6 con el aumento del contenido de GF. Y la tasa antibacteriana de S.
mutans fue de 85.2% cuando el contenido de GF fue de 4% en peso. Ademas, la
propiedad de liberacion de ion fluoruro y la solubilidad no mostraron diferencias

significativas entre I.V. no reforzados y reforzados con GF.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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El iondbmero de vidrio es uno de los materiales de mayor uso en el area de
estomatologia pediatrica; por su aplicacion en la intervencion temprana de caries

desempeiia un papel importante en el manejo de los pacientes con alto riesgo.

Las principales ventajas que ofrecen estos materiales son: liberacion de flior que
favorece una actividad antimicrobiana, resistencia a la compresién mayor que

otros materiales ademas de ser biocompatibles.

Sin embargo, algunos reportes de la literatura han demostrado que el tiempo de
fotopolimerizado y las caracteristicas finales de los compuestos (HEMA) producen
alteraciones en la estructura del material. Esto genera mayor rugosidad en la
superficie del material y favorece la colonizacién bacteriana ademas de que
presentan varios inconvenientes: fragilidad debido a que son propensos a
fracturarse, deficiente resistencia al desgaste y propiedades superficiales
inadecuadas, también son sensibles a la humedad en la cavidad oral al ser
colocados. Estos aspectos mencionados restringen su uso para muchas

situaciones clinicas.? Es por ello que surge la siguiente pregunta de investigacion:

SEl ionébmero de vidrio modificado con nanoestructuras incrementa las

propiedades antibacterianas del ionémero de vidrio modificado con resina?
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JUSTIFICACION
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Los sistemas de cemento de ionémero de vidrio se han convertido en importantes

materiales de restauracion para uso en preescolares, nifios y adolescentes.

Sin embargo, la literatura ha demostrado que son materiales de poca durabilidad
en cavidad bucal asi como con una gran susceptibilidad a la adherencia
bacteriana; lo que conlleva a la aparicion de caries secundaria, la cual es una de

las razones mas comunes para el reemplazo de este tipo restauraciones.

Por lo que resulta importante incorporar nanoestructuras a estos materiales, con el
objetivo de incrementar, mejorar y modificar el ionébmero de vidrio para reducir la
frecuencia y severidad de la caries secundaria debido a la adherencia bacteriana y
poca durabilidad de estos materiales en boca. El impacto clinico que surgira a
partir de estas nuevas tecnologias sera la mejora en las propiedades

antibacterianas del material modificado.
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HIPOTESIS
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H1. El ionbmero de vidrio modificado con nanoestructuras presenta mayores

propiedades antibacterianas que el ionomero de vidrio modificado con resina.

HO. El ionébmero de vidrio modificado con nanoestructuras presenta propiedades

antibacterianas similares a las del iondmero de vidrio modificado con resina.
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OBJETIVOS
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar y modificar un ionédmero de vidrio con nanoestructuras para mejorar

las propiedades antibacterianas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar las nanoestructuras de 6xido de grafeno, 6xido de titanio y fosfato de
plata e hidroxiapatita mediante el Microscopio Electrénico de Barrido.

Analizar las nanoestructuras de oxido de grafeno, dioxido de titanio y fosfato de
plata e hidroxiapatita mediante el analisis quimico elemental por Espectroscopia
de Dispersion de Energia de Rayos X.

Identificar las fases cristalinas de las nanoestructuras por Difraccion de Rayos X.
Determinar las propiedades antibacterianas de los materiales mediante la
medicion de halos de inhibicion.

Determinar la liberacién de fluoruro del CIV modificado con fosfato de plata e
hidroxiapatita.

Determinar la porosidad del CIV modificado con fosfato de plata e hidroxiapatita

mediante Microtomografia computarizada de Rayos X (Micro CT).
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MATERIALES Y METODOS
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d)

DISENO DE ESTUDIO: Experimental, in vitro.
POBLACION: lonémeros de vidrio (GC Fuji Il LC), lonémeros de vidrio
modificados con oOxido de grafeno, di6éxido de titanio, fosfato de plata e
hidroxiapatita.
MUESTRA: Muestreo no probabilistico por conveniencia.
UBICACION ESPACIO-TEMPORAL: Direcciébn de Innovacion vy
Transferencia del Conocimiento (DITCO), éarea de Ilaboratorio de
Microbiologia de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. En el
periodo mayo 2018 a diciembre 2019.
CRITERIOS DE SELECCION:
-Criterios de inclusion:

e Muestras que presenten superficie homogénea.

e Incorporacion adecuada de las diferentes nanoestructuras.
-Criterios de exclusion:

e Muestras que presenten algun dafio durante su preparacion.
-Criterios de eliminacion:

e Todas aquellas muestras que se hayan contaminado con alguna otra

particula.

e Muestras que se rompan.
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VARIABLES
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Cuadro 9. Variables del estudio

Variable

Definicién conceptual

Definicion operacional

Escalay Categoria

Tratamiento
estadistico

Es una estructura

Se incorpor6é al polvo

de tamafio . Cualitativa,
) . del IV convencional a .
Nanoestructuras intermedio entre las | . nominal, .
(Independiente) estructuras molecul diferentes olicotdmica No aplica
P ares v microscopica concentraciones 5, 10 P
y PIca |y 200.
S.
Se caracterizaron las
Caracterizacion | Descripcion de las | nanoestructuras
de las diferentes mediante SEM sobre I .
Cualitativa No aplica
nanoestructuras | nanoestructuras una muestra de cada
grupo.
Cuantificacion  del
orcentaje atémico i
o b ! Se cuantificé el o
Composicion de los elementos . L Cuantitativa, por
P L porcentaje atémico de . : .
guimica de las guimicos razon continua | No aplica
los elementos .
nanoestructuras | encontrados en las P (Porcentaje)
. guimicos.
diferentes
nanoestructuras
. _ Describir las fases | Se determinaron las
Cristalinidad de cristalinas fases cirtalinas
las Cualitativa No aplica
presentes en las | presentes por cada
nanoestructuras
nanoestructuras nanoestructura
Determinar la
capacidad
antimicrobiana i . .
Se midié la distancia o .
frente a S Cuantitativa, por | Mediay
. en milimetros del halo . T
Capacidad Streptococcus L razon, continda. DE.
. ; de inhibiciéon de : .
antibacteriana mutans en . (Distancia en Kruskall
C ..~ | crecimiento de la .
ionébmeros de vidrio . mm. del halo) Wallis
! bacteria empleada.
que han sido
modificados con
nanoestructuras.
Cuantificar la | Se cuantificé la | Cuantitativa, por
Liberacién de liberacion de | liberacion durante 55 | razén continua T para
fluoruro fluoruro mediante | dias en IV modificados (ppm) una
un potenciomeétro. con nanoestructuras. muestra
. Determinar la | Se determiné la
Porosidad : . .
presencia de poros | porosidad  mediante
de diferentes | Microtomografia Cualitativa No aplica
tamafos en los IV | computarizada de P
modificados. Rayos X (Micro CT).
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Previo al procedimiento definitivo, se realizaron diferentes pruebas piloto con la
finalidad de evaluar las diferentes caracteristicas propias de cada nanoestructura,
asi como también para observar su incorporacion y homogeneidad en el cemento
de ionémero de vidrio (GC Fuji Il LC). Se confeccionaron unos moldes de acrilico,
diametro de 6 mm, grosor 1.8 mm, posteriormente, se realizd la estandarizacion
del investigador principal para la manipulacion de las diferentes nanoestructuras,
asi como la incorporacion de estas en el cemento de iondmero de vidrio

convencional.
PREPARACION DE LA MUESTRA

Se obtuvo el peso original del cemento del ionémero de vidrio (GC Fuiji Il LC) con
el empleo de una balanza analitica (Adventurer Ohause). A partir del cemento de
ionédmero (GC Fuiji Il LC), todas las muestras fueron del mismo lote para evitar

variaciones en los compuestos de este. Fig. 1.

Después se formaron cuatro grupos con diferente nanoestructura. Grupo 1:
control, grupo 2: oxido de grafeno, grupo 3: diéxido de titanio y grupo 4: fosfato de

plata e hidroxiapatita a tres diferentes concentraciones 5,10 y 20%. Cuadro 10

Grupo 1. Grupo control: el procedimiento fue realizado de acuerdo con las

especificaciones del fabricante (Anexo 1).

Grupo 2. Se pesaron de acuerdo con los porcentajes (5, 10 y 20%) de polvo de
las nanoparticulas del 6xido de grafeno, y se complementd con el polvo del
iondmero de vidrio comercial (GC Fuji Il LC), hasta obtener la cantidad de 0.21

gramos que corresponde a una porcion de la marca comercial.

Grupo 3. Se pesaron de acuerdo con los porcentajes (5, 10 y 20%) de polvo de
las nanoparticulas del dioxido de titanio (ALDRICH, Chemistry), tamafio de
nanoparticula ~21 nm, metales base de 299.5%, (Lot# MKBL0267V) y se
complementé con el polvo del ionémero de vidrio comercial (GC Fuji Il LC), hasta
obtener la cantidad de 0.21 gramos que corresponde a una porcién de la marca

comercial.
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Grupo 4. Se pesaron de acuerdo con los porcentajes (5, 10 y 20%) de polvo de
las nanoparticulas de fosfato de plata e hidroxiapatita y se complementd con el
polvo del ionémero de vidrio comercial (GC Fuji Il LC), hasta obtener la cantidad de

0.21 gramos que corresponde a una porcion de la marca comercial.

Cuadro 10. Preparacion de muestras de iondmero de vidrio con

incorporacion de nanoparticulas

Fuente propia: iondmero de vidrio.

Proporciones:

e 1 cucharada de polvo/ 2 gotas de liquido.

e 0.21 g. de polvo/ 57 yl de liquido.

Porcentaje Polvo (0.21 g.) Ligquido (57 yl)
5 Nanoparticulas: 0.0105 g. 57 yl
V. 0.1995¢
10 Nanoparticulas: 0.021 g. ~70 0yl
V. 0.189 g.
20 Nanoparticulas: 0.042 g. ~70-75 yl
V. 0.168 g.

Se hizo el dispensado del polvo y liquido, en el que la relacion recomendada de
polvo/liquido es de 3.2/1.0 g. (1 cuchara rasa de polvo por 2 gotas de liquido).
Posteriormente se colocé 0.21 g. de polvo y 57 microlitros de liquido sobre el
blogue de papel encerado y se dividio el polvo en dos mitades. Con una espatula
de plastico se esparcio el liquido en una capa fina de 3 cm, se introdujo una mitad
del polvo en el liguido y se mezcl6é con trazos frotantes (como los materiales de
impresion) durante 10-15 segundos, finalmente se agrego el polvo restante y se
mezclo perfectamente hasta obtener una consistencia brillante. No se excedio de

los 20-25 segundos de tiempo total de mezclado.
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La mezcla se coloc6 en un molde de acero inoxidable, estandarizados a (6 mm de
diametro y 1.8 mm de grosor); se fotopolimerizd por ambos lados de la muestra
durante 20 segundos cada lado a distancia cero, se cubri6 cada lado de la

muestra con una banda celuloide durante el fotopolimerizado.

El ionémero de vidrio modificado con resina (GC Fuji Il LC, nimero de lote:
1611161) (Fig. 1) se mezclé en varias proporciones al 5, 10 y 20%, con las
diferentes nanoparticulas. Se pesaron las nanoparticulas en polvo y del ionbmero
de vidrio convencional en una escala digital (balanza analitica Adventurer Ohause)

(Fig. 2) Con una precision de 0,0001 g.

Figura 1. CIV Fuji I LC Figura 2. Balanza analitica
lonémero de vidrio modificado Calibracién de balanza analitica
con resina. (Adventurer Ohause) utilizada

para el pesado de polvo.

El polvo y las nanoparticulas se mezclaron con el uso de una espétula de plastico
en un papel de mezcla. Se realizaron los calculos necesarios para lograr cada
concentracion con un equivalente de 0.21g al 100%. (ANEXO 2) Se utilizé la
relacion polvo / liquido recomendada (P / L) de 2.7 / 1 g. para GC Fuiji Il LC en

todas las muestras preparadas.

Se emplearon diferentes moldes de acero inoxidable con un diametro de 6 mm de
diametro, grosor de 1.8 mm para cada uno de los grupos, que fueron etiquetados
de la siguiente manera: Grupol: control, Grupo 2A: éxido de grafeno al 5%,
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Grupo 2B: oxido de grafeno al 10%, Grupo 2C: oxido de grafeno al 20%, Grupo
3A: diéxido de titanio al 5%, Grupo 3B: diéxido de titanio al 10%, Grupo 3C:
diéxido de titanio al 20%, Grupo 4A: fosfato de plata e hidroxiapatita al 5%, Grupo
4B: fosfato de plata e hidroxiapatita al 10%, Grupo 4C: fosfato de plata e
hidroxiapatita al 20%, con la finalidad de evitar contaminacion cruzada entre las

diferentes nanoestructuras (Fig. 3).

Se realizd el pesado de polvo de las diferentes concentraciones (Fig. 4a). La

medicién del liquido se llevé a cabo con una micropipeta (Pipet4u) (Fig. 4b).

Los moldes se llenaron con el material y se cubrieron con una banda celuloide que
se presion6 suavemente para eliminar las burbujas de aire del cemento de
ionbmero de vidrio modificado (Fig. 4c). Se fotopolimeriz6 con la lampara
(Bluephase N100) por ambos lados de la muestra durante 20 segundos cada lado
a distancia cero, se cubrié cada lado de la muestra con una banda celuloide
durante el fotopolimerizado. Finalmente, las muestras se guardaron en una placa
de microtitulacion cubiertas con papel aluminio con la finalidad de terminar el

proceso de fotopolimerizacion de los ionédmeros de vidrios (comercial y los

modificados con las nanoparticulas).

Figura 3. Elaboracion Figura 4. Elaboracion de la muestra
de moldes. a) Pesado de polvo de CIV y de nanoparticulas con balanza
Diametro de 6 mm, analitica. b) Medicién de liquido con micropipeta C) Colocacién de
grosor de 1.8 mm. la mezcla en el molde para realizacion de la muestra.
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PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE LOS MEDIOS PARA
DETERMINAR LA CAPACIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS MATERIALES

Se hizo mediante la modificacion al método de difusion en agar Kirby-Bauer que
consistio en emplear 3 muestras y cada una por triplicado. Se hizo la preparacion
de las placas con el medio de cultivo, en el que se vertieron de 25 a 30 ml de agar
Mueller Hinton fundido en placas estériles de 100 mm de diametro, para obtener
una altura de 4 mm durante 24 hrs. (Fig.5).

Se templaron las placas durante 15- 25 minutos antes de su utilizacion. Se
limpiaron con papel y alcohol. Se rotularon con el tipo de agar, bacteria a utilizar,
en este caso se tratd de Streptococcus mutans (ATCC 35668), fecha y numero de
muestras (Mueller Hinton, S. mutans, 11-07-2018, 1-2-3-4) (Fig. 6)

Figura 5. (Mueller Hinton, Figura 6. Rotulacién
Streptococos mutans) Cada placa con el tipo de agar,
Placas utilizadas para realizar la S.M., fecha y numero de muestra
determinacion de la capacidad (4 por cada placa).
antibacteriana de cada grupo de
estudio.

Posteriormente se realiz6 la preparacion del inéculo, en el que se tomé una
colonia de Streptococcus mutans y se estri6 en toda la placa de cultivo, luego se
coloco la muestra sobre la placa y se incubo 24 horas a 36.5 +/-1°C. En cada
placa se colocdé 1 muestra de cada porcentaje de cada grupo y una muestra de
grupo control (un total de 4 muestras en cada placa), y de cada grupo se realiz6

un triplicado. (Figs. 7 a,b,c).
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Se observo si la muestra produjo un halo de inhibicibn de crecimiento de la
bacteria empleada y se midio la distancia en milimetros de dicho halo a las 24
horas. (Fig. 8).

Figura 7. Preparacion del inoculo
a) Estriado de S.M. en la placa de cultivo. b) Colocacion de las muestras sobre
la placa de cultivo c) Incubacidn 24 horas a 36.5 +/-1°C.

Figura 8. Medicién de halos de inhibicién
Se realizaron 4 mediciones por muestra de cada grupo G1 control, G2 10%, G3 15%, G4 20%.
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PROCEDIMIENTO PARA LA LIBERACION DE FLUORURO DE LOS
MATERIALES

Se realizaron las curvas de calibracion, se tomaron 5 muestras por cada grupo
(Control, y los CIV modificado con fosfato de plata e hidroxiapatita al 5%, 10% vy
20%), se colocaron en contenedores cerrados herméticamente con 5ml de agua
destilada y con una temperatura constante de 37 +/- 0,5°C hasta el momento de
la medicion que fue realizada a las 24 horas con un electrodo selectivo para iones
fluoruro conectado a un analizador de iones Orion 940, Expotech, Texas, EE.UU.
Después de cada medicion se enjuagaron las muestras con agua destilada y se
transfirieron a nuevos contenedores con agua destilada fresca a 37 +/- 0,5°C. Se
realizaron mediciones durante 55 dias consecutivos, los valores de fluoruro de los

grupos experimentales fueron expresados en ppm.

PROCEDIMIENTO PARA LA POROSIDAD DE LOS MATERIALES MEDIANTE
LA MICROTOMOGRAFIA COMPUTARIZADA DE RAYOS X

Las muestras fueron fijjadas en un contenedor de aluminio y se llevaron al
Microtomoégrafo Computarizado de Rayos X (Micro CT), se determind la presencia
de poros de diferentes tamafios de los grupos de estudio (control y CIV modificado
con fosfato de plata e hidroxiapatita al 5%, 10% y 20%) posterior a ser sumergidos
durante la prueba de liberaciéon de fluoruro. Se describieron las caracteristicas de

cada una de las muestras por un solo investigador experto en el tema.
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INSTRUMENTOS
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MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO (MEB)

Se emple6é una capa conductora, asi como un recubrimiento de oro para su
analisis. Las especificaciones del microscopio fueron: al Modo de Bajo Vacio (10
Pa de presion en la cadmara). En el Microscopio Electrénico de Barrido (MEB)
(JEOL, JSM-6510LV, Japo6n) a una magnificacion de 500X, 1000X y 2500X, con
un voltaje de aceleracion de 20kV. Se describieron las caracteristicas de cada una

de las muestras por un solo investigador experto en el tema.

ESPECTROSCOPIA DE RAYOS X POR DISPERSION DE ENERGIA (EDS)

Mediante el andlisis quimico elemental se analizaron las diferentes
nanoestructuras a una magnificacion estandarizada de 100x a una distancia de
trabajo de 10 mm y toda el area de la imagen fue seleccionada para determinar los
porcentajes atdbmicos (%at) de los elementos quimicos que componen cada una
de las nanoestructuras con el uso de un sistema detector de rayos X (Oxford
Instruments, 7582, Reino Unido) acoplado a un Microscopio Electrénico de
Barrido. Se describieron las caracteristicas de cada una de las muestras por un

solo investigador experto en el tema.

MICROTOMOGRAFIA COMPUTARIZADA DE RAYOS X

Para analizar la porosidad de los diferentes grupos, se empled un micro CT para
determinar el volumen del poro, asi como su tamafo individual para proporcionar
el porcentaje de porosidad y de grietas en el interior de cada muestra analizada,
sin necesidad de realizar ningan tipo de corte, evaluadas por el investigador

experto.

DIFRACCION POR RAYOS X (DRX)

Se determiné la presencia de fases cristalinas del cemento de iondmero de vidrio
comercial y de las nanoestructuras por Difraccion de Rayos X. Se describieron las
caracteristicas de cada una de las muestras por un solo investigador experto en el

tema.
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DIAGRAMA DE FLUJO
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120 muestras

[
| | I [

CIV Fuji Il FC Oxido de Titanio Grafeno Plata e hidroxiapatita
n=3 n=3 n=3 n=3

[ [ [ |
[

Caracterizaciéon mediante MEB

| | 1 |
CIV Fuji Il FC Oxido de Titanio Grafeno Plata e hidroxiapatita
n=2 n=2 n=2 n=2
T [ [ |

Analisis mediante EDS

| I 1 |
CIV Fuiji Il FC Oxido de Titanio Grafeno Plata e hidroxiapatita
n=1 n=1 n=1 n=1
C [ [ |

Identificacion mediante DRX

| I 1 |

CIV Fuji Il FC Oxido de Titanio Grafeno Plata e hidroxiapatita
n=12 n=12 n=12 n=12
T [ [ |

Determinacion de capacidad antibacteriana
mediante medicion de halos de inhibicion

CIV Fuji ll FC Plata e hidroxiapatita 10% Plata e hidroxiapatita 15% Plata e hidroxiapatita 20%
n=12 n=12 n=12 n=12

Determinacion de capacidad antibacteriana
mediante medicion de halos de inhibicion

Figura 9. Diagrama de la primera fase de la investigacion

Proceso para la caracterizacion, analisis quimico elemental, identificacion de fases cristalinas y
determinacion de la capacidad antibacteriana de las diferentes nanoestructuras y materiales
utilizados.
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20 muestras

|
[ I I ]

CIV Fuji Il FC Plata e hidroxiapatita 10% Plata e hidroxiapatita 15% Plata e hidroxiapatita 20%
n=5 n=>5 n=5 n=>5

Liberacion de fluoruro

I
2 ppm

I
10 ppm

Electrén de ion flaor

Potenciémetro

Determinacién de la
porosidad (Micro CT).

Figura 10. Diagrama de la segunda fase de la investigacion
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ANALISIS ESTADISTICO
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Se empleo el programa SSPS version 22.

Determinacion de la capacidad antibacteriana mediante la medicion de halos
de inhibicion

Se realizd la prueba de Kruskall Wallis (post hoc prueba del rango multiple
Duncan) para registrar la medicion de la distancia en milimetros del halo de
inhibicion de crecimiento de la bacteria empleada (S.M.).

Determinacién de la liberaciéon de fluoruro de los materiales.

Se realizé estadistica descriptiva, se observé mediante graficos el comportamiento
de la liberaciéon de fluoruro por dia durante 55 dias en los 4 grupos de estudio.
Ademas, se obtuvo la medicion inicial y final de cada grupo, se sacé la diferencia y
se realiz6 la prueba T para una muestra para registrar las diferencias entre los

grupos.

Determinacion de la porosidad de los materiales mediante Ila

Microtomografia computarizada de Rayos X (Micro CT).

Se realizO estadistica descriptiva para observar el tamafio de poro de los
materiales representando de color rojo los poros de mayor tamafio y de azul los

poros de menor tamafio.
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IMPLICACIONES BIOETICAS
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Esta investigacion se realiz6 de acuerdo con las pautas para regulaciones sobre
nanotecnologias para impulsar la competitividad y proteger el medio ambiente, la
salud y la seguridad de los consumidores. De acuerdo con los lineamientos, en los
puntos 4 al 8 (Anexo 2).

Esta investigacion se apeg0 de acuerdo con las siguientes normas:

NOM-018-STPS-2000. Sistema para la identificacion y comunicacion de peligros y

riesgos por sustancias quimicas peligrosas en los centros de trabajo.

NOM-096 ADA correspondiente a los cementos a base de agua.
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RESULTADOS
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CARACTERIZACION DE LAS NANOESTRUCTURAS MEDIANTE EL
MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO
Se realizé la caracterizacion del cemento de iondmero de vidrio (GC Fuiji Il LC) asi
como de las diferentes nanoestructuras estudiadas mediante el Microscopio
Electrénico de Barrido a diferentes amplificaciones de 1,000X, 5,000X y 50,000X.

En las siguientes micrografias se muestra la caracterizacion de los materiales
dentales (GC Fuiji Il LC), se pueden observar particulas amorfas de diferente
tamafio con presencia de espacios entre las particulas (Fig. 11.1)

Fig 11.1 Micrografias del cemento de iondmero de vidrio Fuji Il FC

g

ASEl "~ 20kV. WDSmm S$835 5,000 Sum. ——— SEl  20kV WDSmm %.5'3,5 F x10.000 1|‘lm R SEI  20kV. WDSmm S35 X25,000 1pm __
- (< y A X

Fuente propia: CIV Fuiji Il FC observadas a diferentes amplificaciones (5.000, 25.000 y 50.000X).

En el CIV modificado con nanoestructuras de éxido de grafeno, se observaron las
formas de hojuelas de diferentes tamafios del grafeno y en algunas zonas los
conglomerados que se forman de los mismos cristales incorporadas a las
particulas de diferente tamafio del CIV, ademas de presentar espacios de menor
tamafio entre dichas particulas a comparacion del CIV comercial. (Fig. 11.2).

Fig. 11.2 Incorporaciéon de Grafeno al Cemento de londmero de Vidrio

SEl © 20kV_ ¢ WD10nfh  SS35 10jim WD10mm 3 r SEl 20kV  WD1Omm.  SS35

Fuente propia: CIV con Oxido de Grafeno a diferentes amplificaciones (1.000, 5.000 y 50.000X).
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Posteriormente se realizo la caracterizacion del CIV modificado con nanoparticulas
de dioxido de Titanio, se observo una superficie mas compacta y homogénea, sin
embargo, en otras zonas fue evidente que no hubo una buena incorporacion de
las nanoparticulas, por presencia de conglomerados de gran tamafo al CIV

convencional (Fig. 11.3).

Fig. 11.3 Incorporaciéon de Diéxido de Titanio al Cemento de lonémero de Vidrio

SEI 20kv  WD1Omm SS35 x1,000  d0pm =——— SEI 20K\ X5.000  Spm | e SE

Fuente propia: CIV con TiO2 a diferentes amplificaciones (1.000, 5.000 y 50.000X).

Debido a que la superficie del CIV con el TiO, anteriormente mencionado no
present6 una superficie homogénea, también se realiz6 la caracterizacion de TiO,

con el empleo de concentraciones mas bajas (0.25, 0.5y 1%).

Con la incorporacion de TiO, al 0.25% se observo una superficie heterogénea, no
hubo una buena incorporacion de las nanoparticulas con el CIV comercial, con

presencia de algunas zonas conglomeradas.

Las nanoparticulas del TiO, al 0.5%, presentd una superficie mas homogénea,

menor espacio entre las nanoparticulas y el CIV comercial.

En la modificacion del TiO, al 1%, fue evidente la presencia de una superficie
nuevamente heterogénea, espacios de mayor tamafio entre las particulas, orificios

de gran tamafio en el material (Fig.11.3.1).
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Fig. 11.3.1 Micrografias de la incorporacion de nanoparticulas de TiO, a diferentes

concentraciones al cemento de ionémero de vidrio

1,000 X 5,000 X 50,000 X

TiO, 0.25%

TiO, 0.5%

TiO, 1%

Fuente propia

En la caracterizacion del CIV con la integracion de las nanoparticulas de fosfato de
plata e hidroxiapatita, fue notable la forma particular de aspecto filoso de dicha
particula, debido a que su tamafio es muy pequefio, el MEB no puede detectar el

tamarfio real, solo pueden observarse conglomerados (Fig. 11.4).

Fig. 11.4 Nanoparticulas de Fosfato de Plata con Hidroxiapatita

Ok
. 5% Lo by — A3V ADTIes S0

Fuente propia: CIV con nanoparticulas de fosfato de plata de hidroxiapatita a diferentes
magnificaciones (5.000, 10.000 y 20.000X).
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Ademads, se realizd la caracterizacion de la integracion de nanoparticulas de
fosfato de plata con hidroxiapatita en diferentes concentraciones (5%, 10% y 20%)

a la mezcla polvo-liquido del CIV Fuji Il LC.

Se observd una mejor integracion y homogeneidad en la concentracion al 20%,
reduciendo el tamafio de los espacios entre las particulas a comparacion de las
concentraciones menores (5 y 10%) en las que se observdé menor proximidad
entre las particulas y espacios de mayor tamafio. (Fig. 11.4.1).

Fig. 11.4.1 Caracterizacion del CIV con nanoparticulas de fosfato de plata e

hidroxiapatita a diferentes concentraciones mediante el MEB

5,000 X 10,000 X 20,000 X

5%

10 %

20 %

Fuente propia
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Debido al tamafio nano que presenta el fosfato de plata e hidroxiapatita, se realiz
la caracterizacion mediante el microscopio de fuerza atémica (Fig. 12). Los
resultados demostraron que la nanoparticula presenta una longitud de 30 nm y
una altura aproximada de 6 nm, que podria ser una forma parecida a la de un

grano de arroz con bordes filosos.

HAP 1 um
1.01 x 1.01 um x99.5 nm

Figura 12. Caracterizacion de las nanoparticulas de fosfato de plata mediante MFA.

ANALISIS QUIMICO ELEMENTAL DE LAS NANOESTRUCTURAS MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA DE DISPERSION DE ENERGIA DE RAYOS X

Se realizé el andlisis de las diferentes nanoestructuras mediante el andlisis
guimico elemental. En el cemento de iondmero de vidrio (GC Fuji Il LC) se
observo la presencia de elementos como Oxigeno, Carbono y Wolframio, seguidos
del Fltor, Aluminio y Silicio, en mayor proporcion y que son los elementos propios
del vidrio (Fig. 13.1).

Fig. 13.1 Elementos quimicos del Cemento de lonémero de Vidrio Fuji Il LC

Espectro C o F AL Si W Re Total
1 22.55 27.47 8.78 8.48 8.49 17.02 8.58 100
2 21.29 28.30 9.14 9.19 8.61 18.65 6.34 100
Media 21.92 27.89 8.96 8.83 8.55 17.84 7.46 100
DE 0.89 0.59 0.26 0.50 0.08 1.16 1.59

Max. 22.55 28.30 9.14 9.19 8.61 18.65 8.58

Min. 21.29 27.47 8.78 8.48 8.49 17.02 6.34

Fuente propia: Desviacion Estandar: DE, Maximo (Max), minimo (Min).
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En el analisis del CIV con 6xido de grafeno, los elementos que se presentaron
fueron el Carbono y Oxigeno (elementos principales del 6xido de grafeno), y
Wolframio, seguidos del Fltor, Aluminio y Silicio, elementos propios del vidrio, sin

embargo, estos se presentaron en menor porcentaje en peso (Fig. 13.2).

Fig. 13.2 Elementos quimicos del Oxido de Grafeno

‘ Espectro C o) ‘ F AL Si w Total
1 3452 34.06 8.14 6.17 3.94 13.17 100
2 33.21 3349 855 6.73 4.10 13.92 100
Media 33.87 33.78 835 6.45 4.02 13.54 100
DE 0.92 0.41 0.29 0.39 0.11 0.53
Max. 3452 34.06 855 6.73 4.10 13.92
Min. 33.21 3349 814 6.17 5.94 13.17

Fuente propia: Desviacion Estandar: DE, Maximo (Max), minimo (Min).

En el andlisis del CIV con diéxido de Titanio, se observé que la mayor composicion
estuvo dada por el Oxigeno y Titanio (elementos principales del Dioxido de
Titanio), seguido de Carbono y Wolframio. Ademas de Fldor, Aluminio, Silicio

(elementos propios del vidrio) y Niobio, elemento metalico agregado. (Fig. 13.3).

Fig. 13.3 Elementos quimicos del Dioxido de Titanio

Espectro C

1 13.44 3994 6.61 460 440 -74 19 1827 35 9.8 100
2 1396 4092 555 439 368 -8 .31 194 3.06 9.58 100
Media 13.70 4043 6.08 450 404 -8 .25 1883 3.28 9.69 100
DE 0.37 0.69 0.75 015 051 .07 .09 .80 31 .15

Max. 1396 4092 661 460 440 -74 31 194 35 9.8

Min. 13.44 3994 555 439 368 -8 .19 1827 3.06 9.58

Fuente propia: Desviacién Estandar: DE, Maximo (Max), minimo (Min).
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IDENTIFICACION DE LAS FASES CRISTALINAS DE LAS
NANOESTRUCTURAS POR DIFRACCION DE RAYOS X

Se determiné la presencia de fases cristalinas de las diferentes nanoestructuras
estudiadas mediante DRX, se realiz6 el analisis del cemento de ionédmero de vidrio
GC Fuji Il LC en el que se identificd el espectro del 6xido de aluminio (color rojo) y
oxido de silicio (color azul), elementos propios del vidrio (Fig. 14.1).

Fig. 14.1 Difraccion de Rayos X del cemento de iondmero de vidrio Fuji Il LC

IONOMERO DE VIDRIO (Coupled TwoTheta/Theta)

130§

| PDF 00-004-0878 A2 O3 x-Al2 O3, alumina | Aluminum Oxide
i licon Oxide:

E 1 _PDF 01-082-1575 Si 02 silicon dioxide | Silicon Oxid
1209

110

$

MWMM Mummmwmm

2Theta (Coupled TwoTheta/Theta) WL=1.54060

Fuente propia

Se realizé el analisis del 6xido de grafeno en el cual no hubo algun espectro
previamente registrado que coincidiera con el material a determinar por el

investigador experto, registrando el espectro propio del material estudiado (Fig.
14.2).
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Fig. 14.2 Difracciéon de Rayos X del grafeno

GO(Coupled TwoTheta/Theta)
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Fuente propia

Se realizd el analisis del diéxido de titanio en el que se observaron las fases
anatasa (color rojo) y rutilo (color azul), polimorfos cristalinos comunmente
encontrados en el dioxido de Titanio. Ademas del espectro propio del didxido de

titanio Aldrich (color negro) (Fig. 14.3).

Fig. 14.3 Difraccion de Rayos X del Di6xido de Titanio

TiO2-Aldrich

4000 =

3000 =

Lin (Counts)

2-Theta - Scale
v 23,

025 =~ Step 25 Tewmp.: 25 °C (Room) - Time Started: 16 5 - 2-Thela: 5,000 °- Theta: 2500 *- Chi

Fuente propia
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Se realiz6 el andlisis del fosfato de plata e hidroxiapatita en el que se observo el

espectro del fosfato de plata (color rojo) e hidroxiapatita (color azul), los cuales

coincidieron con el material a determinar por el investigador experto (Fig. 14.4).

Fig. 14.4 Difraccién de Rayos X del fosfato de plata e hidroxiapatita

HAP-Ag3PO4
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2Theta (Coupled TwoTheta/Theta) WL=1.54060 Fuente pr0p|a
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DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES ANTIBACTERIANAS DE LOS
MATERIALES MEDIANTE LA MEDICION DE HALOS DE INHIBICION.

Mediante la modificacién al método de difusidén en agar Kirby-Bauer, se prepararon
placas con agar Mueller Hinton y se rotularon, se realizé la siembra masiva de S.
mutans, se realizé la colocacién de las muestras y se incubaron 24 horas a 36.5
+/- 1°C, se midid la distancia en milimetros mediante 4 mediciones para cada

muestra, y cada placa se sembro con diferentes nanoparticulas por triplicado.

Se realizdé la determinacion de la capacidad antibacteriana del cemento de
ionémero de vidrio modificado con 6xido de grafeno, en cuyas muestras realizadas
por triplicado no se observaron halos de inhibicién en ninguno de los 4 grupos (G1
control, G2 5%, G3 10% y G4 20%) (Fig. 15.1).

Fig. 15.1 Muestras de CIV a diferentes concentraciones de nanoparticulas con

Oxido de Grafeno.

Control 5%

10%

20%

Fuente propia
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Se realizé la determinacion de la capacidad antibacteriana del cemento de
ionémero de vidrio modificado con diéxido de titanio, en cuyas muestras realizadas
por triplicado no se observaron halos de inhibicion en ninguno de los 4 grupos (G1
control, G2 5%, G3 10% y G4 20%) (Fig. 15.2).

Fig. 15.2 Muestras de CIV a diferentes concentraciones de nanoparticulas con
Dioxido de Titanio.

5% Control

20% 10%

Fuente propia
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Se determinaron las propiedades antibacterianas del CIV modificado con fosfato
de plata e hidroxiapatita mediante la medicién de halos de inhibicion de muestras
por triplicado de los 4 grupos (G1 control, G2 5%, G3 10% y G4 20%), el grupo
control no presento formacion de halo de inhibicién, el G2 valores de 1-2 mm, el
G3 valores de 2-3 mm. Y el G4 valores de 3-4 mm. (Fig. 15.3)

Figura 15.3 Muestras de CIV a diferentes concentraciones de nanoparticulas con
fosfato de plata e hidroxiapatita

10% 20%

5%

Control

Fuente propia

Se determinaron diferencias entre grupos indicando una diferencia significativa
mediante la post hoc. KRUSKALL WALLIS Valor P = 1.1512E-7. También se
realizd la media y desviacion estandar de halos de inhibicion a diferentes
concentraciones de nanoparticulas, obteniéndose un promedio mayor en la
concentracion del 20% y una desviacion estandar mayor en la concentracion del
10%. (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Media y desviacidon estandar de halos de inhibicion a diferentes

concentraciones de nanoparticulas de fosfato de plata e hidroxiapatita.

Recuento | Promedio Desviacion Estandar

5% 12 0.08 0.28
10% 12 1.25 0.58
20% 12 3.16 0.38

Fuente propia

Debido a que la prueba de KRUSKALL WALLIS indicé que hay diferencias
estadisticamente significativas, se realizé post hoc; que mostré una diferencia

mayor entre las concentraciones del 5-20% (Cuadro 12 y Grafico 1).

Cuadro 13. Diferencias intergrupos entre las concentraciones de 5%, 10% y 20% de

nanoparticulas de fosfato de plata e hidroxiapatita..

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
5% - 10% * -1.16667 0.363869
5% - 20% * -3.08333 0.363869
10% - 20% * -1.91667 0.363869

Fuente propia: Sig. Significativo

Grafico 1. Diferencias entre las diferentes concentraciones de las nanoparticulas de

fosfato de plata e hidroxiapatita.
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20%
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Fuente propia: Diferentes porcentajes de las nanoparticulas de fosfato de plata e hidroxiapatita.
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DETERMINACION DE LA LIBERACION DE FLUORURO DE LAS
NANOPARTICULAS DE FOSFATO DE PLATA E HIDROXIAPATITA

Se realizaron mediciones diarias en los 4 grupos de estudio (G1 control, G2 5%,
G3 10% y G4 20%) con una n=5 por grupo con un potenciémetro durante 55 dias
consecutivos. Se observé la mayor liberacion en el dia 1 para el grupo control, que
fue descendiendo conforme fueron pasaron los dias, los demas grupos,
descendieron entre los dias 3 y 5, después la liberacion se mantuvo constante
hasta el dia 55 (Grafico 2).

Gréfico 2. Liberacién de fluoruro por dia (Mg/L - PPM)
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Fuente propia

En todos los grupos hubo diferencias estadisticamente significativas en cuanto a
su medicion inicial respecto a su medicion final; fue mayor la diferencia en el grupo

control, seguida del grupo de 10%, 20% y finalmente al 15% (Cuadro 14).

Cuadro 14. Diferencias entre mediciones de los diferentes grupos de estudio.

Contraste Diferencia

G.C. 135 1.48 12.02 0.001
5% 7.62 1.28 6.34 0.01
10% 8.4 1.34 7.6 0.01
20% 8.5 1.59 6.91 0.01

Fuente propia: Medicion Inicial (M.l.), Medicién Final (M.F.),
Significancia estadistica (P).
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En el dia 1, la mayor medicién de liberacion de fluoruro se observé en el grupo

control y en el dia final la mayor liberacion se dio por parte del grupo modificado
con nanoparticulas al 20% (Grafico 3).

Grafico 3. Liberacién de fluoruro inicial y final en los diferentes grupos de estudio.
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Fuente propia
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DETERMINACION DE LA POROSIDAD DE LOS MATERIALES MEDIANTE LA
MICROTOMOGRAFIA COMPUTARIZADA DE RAYOS X (MICRO CT)

En el analisis de porosidad realizado en los cuatro grupos de estudio del CIV
modificado con fosfato de plata e hidroxiapatita se observaron poros de mayor
tamano representados como puntos rojos en el grupo control, en el grupo de 5% y
10 % se observa un mayor nimero de poros, de tamafio intermedio y menor
(puntos azul turquesa y azul marino), mientras que el grupo del 20% presenta un

menor numero de poros de tamafo intermedio y menor (Fig. 15).

Fig. 15 Microtomografia computarizada de Rayos X (Micro CT).

Fuente propia
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DISCUSION
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El presente estudio se centr6 en modificar y caracterizar el cemento de ionébmero
de vidrio (CIV) con nanoestructuras. Se reconoce a los CIV como uno de los
materiales comunmente utilizados en el @mbito de la odontologia pediatrica, sin
embargo, presentan propiedades que restringen su uso, tales como fragilidad,
posteriormente propensa a la fractura, propiedades superficiales inadecuadas y
sensibilidad a la humedad de la cavidad oral cuando se coloca por primera vez,*

lo que favorece la aparicién de caries secundaria.

Con el objetivo de mejorar las propiedades de los materiales se ha implementado
la nanotecnologia, la cual implica el uso de sistemas, modificaciones o materiales
que tienen el tamafio en el rango de 1-100 nm. Especificamente para los
materiales dentales como los CIV, se han realizado diversos estudios que han
tratado de modificarlos con agentes antibacterianos para reducir estas

% clorhexidina,”* hidroxiapatita, **

26,28

condiciones, como el empleo de antibiéticos,?

22,24 39,41,42

ZnO-hidroxiapatita, nano-titanio, grafeno  fluorado

15,37,38,42

y mas

recientemente con el uso de fosfato de plata / fosfato de calcio.

En esta investigacion fueron propuestas tres nanoparticulas para la modificacion
del CIV comercial, las nanoparticulas de 6xido de grafeno, dioxido de titanio y
fluoruro de plata e hidroxiapatita. Las primeras han sido probadas en soluciones
contra patdgenos dentales, como el S. mutans comiUnmente encontrado en la
caries,® esto mediante los tres mecanismos antibacterianos del grafeno: 1)
capacidad de inducir estrés mecanico y prevenir absorcion de nutrientes, 2) los
bordes afilados de la nanoestructura se comportan como nano-cuchillos, penetran
y desbaratan la membrana celular, 3) y mediante el estrés oxidativo.?® El diéxido
de titanio ha mostrado buenas propiedades antibacterianas,*? estabilidad quimica,
no muestra toxicidad®® y mejora de las propiedades mecanicas en materiales
compuestos e hibridos.”® Por otra parte, el fosfato de plata presenta una accién
antimicrobiana, antiviral y antifingica derivada de la plata o de sus compuestos,*
la cual es proporcional a la cantidad de iones de plata liberados y a su

disponibilidad para interactuar con las membranas celulares de los
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microorganismos,® ademas se le ha incorporado la hidroxiapatita, y por lo tanto ha

sido una nanoparticula de reciente creacion.

Con respecto a la caracterizacién de las nanoparticulas, se decidié el empleo de
diferentes técnicas como el Microscopio Electronico de Barrido (MEB), con la
finalidad de determinar las formas y tamafos, la Espectroscopia de Dispersion de
Energia (EDS) para el andlisis de los elementos que componen tanto al CIV

26,44

comercial como en los modificados con las diferentes nanoparticulas, ademas

de emplear la Difraccién de Rayos X (DRX) para analizar los diferentes espectros.

Mediante microscopia electronica de barrido fueron analizadas las formas que
presentaron tanto CIV comercial como cada una de las nanoparticulas propuestas
para el estudio, cada una presentd formas caracteristicas, se observd que el CIV
comercial es amorfo y de diferentes tamanos, el 6xido de grafeno presentd forma
de hojuelas, también de diferentes tamafios que se traslapan una tras otra, el
diéxido de titanio, se present6 amorfa y de diferentes tamafios,** y por Gltimo el
fosfato de plata e hidroxiapatita, mostré aglomeraciones con bordes filosos,
mediante (MEB) no fue posible observar el tamafio real por lo que fue necesaria la
caracterizacion mediante la Microscopia de Fuerza Atomica (MFA), se observo
gue las particulas presentaron una forma alargada (~30*6 nm), con bordes filosos;

A
.43

similar a la investigacion de Ciobanu et al.,”” quienes reportaron una morfologia

uniforme en forma de varilla con particulas de 5 nm a 30 nm.

Una vez obtenidas las formas de cada material, tanto del CIV comercial (GC Fuji Il
LC), asi como de las diferentes nanoparticulas propuestas, se realiz6 la
integracion de las nanoparticulas al CIV comercial fue notorio que, a mayor

1 esto

concentracién mas homogénea se mostré la superficie de la muestra,*
pudiera estar relacionado a que la nanoparticula por su tamafio tiene la capacidad
de penetrar en zonas en las que el CIV comercial no puede. Sin embargo, en un
punto especifico las muestras se empezaron a mostrar mas porosas, esto pudo
deberse a la saturacion de nanoparticulas, por lo que fue imprescindible realizar

pruebas piloto para evaluar la integracion, ademas de observar si habia
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compatibilidad entre los materiales propuestos y asi lograr finalmente la

estandarizacion del contenido en cada uno de los grupos de estudio.

Diversos reportes de la literatura mencionan que una de las principales
caracteristicas de los CIV comerciales, son la liberacién de fluoruro y su actividad
antibacteriana.® ° Sin embargo, otros estudios, ha evidenciado el hecho de que el
fluoruro liberado no es lo suficientemente potente para combatir los efectos de la
destruccién bacteriana,** por lo que en esta investigacion se decidié modificar un

CIV con nanoestructuras para mejorar las propiedades antibacterianas.

Las pruebas antibacterianas empleadas, fueron realizadas mediante la
modificacion del método de Kirby-Bauer, el cual es un método rapido que utiliza
placas de susceptibilidad Kirby-Bauer para determinar la tolerancia de las
bacterias a la actividad bactericida de los materiales modificados mediante
muestras colocadas sobre las placas de susceptibilidad estandar de Miuller-
Hinton,* y estas fueron evaluadas por triplicado en los 4 grupos (G1 control, G2
oxido de grafeno, G3 6xido de titanio y G4 fosfato de plata e hidroxiapatita) a

concentraciones al 5%, 10% y 20%, mediante la medicion de halos de inhibicion.

Los resultados demostraron que el grupo control (G1), no presentdé halos de
inhibicién contra S. Mutans, pese a que se siguieron las instrucciones de acuerdo
al fabricante,™® al igual que las muestras del 6xido de grafeno (G2), en este caso
en particular pudo deberse a que el sustrato de grafeno (GO) empleado en esta
investigacion presentd una variacion de oxigeno que contienen los grupos
funcionales en el plano basal respecto a la capacidad bacteriana; en otro estudio
emplearon el sustrato de grafeno (GNP),?® y observaron formacién de halos de
inhibicion, esto pudo ser determinante en la diferencia entre los estudios. Por lo
gue la eleccion del sustrato de grafeno empleado en las nanoparticulas para la
modificacion de materiales dentales es importante para determinar la capacidad
antibacteriana esperada.

Las muestras de CIV modificadas con el 6xido de titanio (G3) a concentraciones

de 10%, 15% y 20%, tampoco presentaron halos de inhibicion, como lo han
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reportado estudios previos, ***

esto pudo deberse a la aglomeracion de las NP de
TiO, que formo una particula conjugada y que a su vez no logro incorporarse entre
las particulas de relleno y las matrices del CIV comercial, lo que provocd una

inhibicién ineficaz del crecimiento bacteriano como lo describe Garcia et al.*®

Las muestras del CIV modificadas con las nanoparticulas de fosfato de plata e
hidroxiapatita a diferencia de los demas grupos, presentaron halos de inhibicién a
partir de concentraciones al 10 y 20%. Natale et al.** emplearon modificaciones
hasta del 30% y también observaron formacién de halos de inhibicion; sin
embargo, no especifican las condiciones en las que se encontrd el material, por lo
gue la generacion de halos de inhibicibn pudo deberse a que la plata ha sido
reconocida por sus propiedades bactericidas. Otros estudios han evaluado
concentraciones menores al 3% y 5% sin embargo Unicamente reportaron que

puede limitar la formacién de la biopelicula de S. aureus.®

Por otra parte, en esta investigacion se observé al igual que El-Wassefy et al.,*®
una influencia notable en la coloracion del material modificado, lo que restringe su
uso en areas en el que la estética no es una preocupacion importante. Los valores
mas altos de cambio de color encontrados para los materiales con particulas se
deben a la oxidacion de la plata en presencia de luz, que probablemente se

intensificé por el hecho de que fueron fotocurados.*?

La actividad antibacteriana de estos cementos se evalu6 mediante pruebas de
difusion de Ag+ en placas de agar nutritivo (S. mutans) con zonas de inhibicidon
estadisticamente significativas (valor p<.05). Paiva y cols.,*® incorporaron
nanoparticulas de plata al CIV comercial y evaluaron la capacidad antibacteriana
contra E. coli mediante el mismo método se observd que todos los grupos que
contenian AgNP coincidian en inducir zonas de inhibicion del crecimiento de E.

coli estadisticamente significativas (valor p<.05).

Estudios han evaluado que la accidon microbicida y el resultado toxico de las
nanoparticulas de plata se deben a su actividad como metal, ion o NPs. En las

bacterias, el blanco principal para su toxicidad es la alteracion de la pared celular y
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de la membrana celular bacteriana, que inhibe los procesos de respiracién e
interactia con el azufre que contiene la membrana bacteriana y con los grupos
fosfatos del DNA. No obstante, el mecanismo detonante de la toxicidad en las
bacterias se debe a su interferencia con la ubiquinona o coenzima Q que en la
mitocondria participa en el proceso respiratorio. La toxicidad de las AgNPS

también se asocia con el estrés oxidativo.**

Finalmente, el fosfato de plata e hidroxiapatita es un material de reciente creacion
gue presenta cualidades como biocompatibilidad, propiedades bactericidas debido
a la liberacion lenta de iones Ag® y actividad fotocatalitica; y la nanohidroxiapatita
(nHAp) puede favorecer la remineralizacion del esmalte.”” Este material fue el
unico que en el presente estudio genero halos de inhibicion, y esto pudo deberse a

las propiedades antibacterianas caracteristicas de la plata.*>*"%

Es sabido que el tamafio de las particulas, la forma y la concentracion influyen en
la toxicidad de las AgNPs en el CIV,"® como factor importante implicado en la
toxicidad es la forma de las AgNPs, las triangulares son mas toxicas que las de las
formas esféricas y alargadas; ademas de que las particulas mas pequefias de las
AgNPs son las formas mas activas que causan el dafio celular mas severo,*
debido a que la particula utilizada en el presente estudio present6 forma alargada
y tamafio de particula grande es menos toxica, por lo que pudo influir en la
necesidad de agregar concentraciones mayores para lograr la capacidad

antibacterial deseada.

Por lo tanto, se decidié seguir realizando otras pruebas especificamente sobre el
CIV modificado con nanoparticulas de fosfato de plata con hidroxiapatita, tales
como la liberacion de fluoruro, la cual es una caracteristica importante de los CIV
comerciales, debido a que la cantidad de iones liberada tiene una gran importancia
en la definicién de su actividad biolégica, tal como lo describe Selimovic et al.*°
Ademas el efecto cariostatico y la promocion de la remineralizacion debido a la
liberacion gradual de flior son otras de sus propiedades favorables mencionadas
por El-Wassefy et al.*® Ademas de modificar la patogenicidad de las bacterias
cariogénicas.*’ Dentro de los CIV que se pueden encontrar en el mercado los
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andlisis estadisticos de las concentraciones de iones flior evaluados en dos
puntos de tiempo, muestran estadisticamente mayores liberaciones de fluoruro los
cementos de iondmero de vidrio modificados con resina (CIVMR): Vitrebond, Fuiji Il
LC y Fuji Plus; cuando se comparan con los cementos de ionédmero de vidrio
convencionales: Fuji Triage, Fuji IX GP Fast y Ketac Silver, ambos después de 8 y
24 horas, por lo que en el presente estudio se comparo dicha liberacion del CIV
comercial Fuji Il LC, con el modificado con fosfato de plata e hidroxiapatita durante
55 dias. Se observé que al final de su evaluacién se mantuvieron similares los
valores de dicha liberacién, asi se corroboro con lo reportado por Malik et al.,*
guienes mencionaron que la adicion de hidroxiapatita al CIV no tiene un efecto
aditivo en la cantidad de liberacién de flor. Aunque por otra parte pareciera
comportarse de manera contraria al ser agregado al CIV comercial, debido a que
se encontrd que el CIV apatito liberaban mayores concentraciones de fluoruro (1,2
veces) que el CIV control (Fuiji Ill) en el estudio de Chiu et al.*°

Se determiné la liberacién de fluoruro en las nanoparticulas de fosfato de plata a
diferentes concentraciones (5%, 10% y 20%), se pudo observar que al final de la
medicion en el porcentaje de 20% la liberacion de fluoruro fue mayor, seguida del
grupo control, con lo que se observd que la modificacion de CIV con
nanoparticulas no altero la capacidad del CIV de liberar fluoruro, sin tener
antecedentes previos de estudios similares midiendo la liberacién de fluoruro

durante 55 dias.

El CIV es un material que de acuerdo a los reportes de la literatura presenta
propiedades como bioactividad, efecto cariostatico, promocion de la
remineralizacién debido a la liberacién gradual de flGor, entre otras.**3® Sin
embargo la durabilidad de las restauraciones dentales suele estar ligada a su
resistencia a la formacion de la placa,® la cual cominmente se acumula méas en
materiales porosos, por lo que surgié la necesidad de determinar el grado de
porosidad de los materiales modificados con fosfato de plata e hidroxiapatita una
vez que fue analizada la liberacion de fluoruro. Estas fueron observadas mediante

micro CT, la cual permite la visualizacion no destructiva de las estructuras internas
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y es Optima para tomar escaneos repetitivos de la misma muestra sobre tiempo.
Esta técnica se caracteriza porque se pueden obtener conocimientos cruciales
sobre cdmo los materiales se forman, deforman y se desempefian sobre tiempo o
bajo ciertas condiciones externas.’® Es asi como en los materiales que habian sido
sometidos a condiciones de humedad después de haber sido sumergidos durante
55 dias se evalué la porosidad y se encontré que los poros de mayor superficie se
presentaron en el CIV comercial en comparacion con los modificados con

nanoparticulas de fosfato de plata e hidroxiapatita.

Por todo lo anteriormente estudiado, resulta importante continuar con estudios
especificos sobre este material modificado como pruebas mecanicas, de
citotoxicidad, de absorcion y adsorcion para darle un uso clinico real ante la

problematica que se reporta en los CIV comerciales.
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CONCLUSION
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La incorporacion de las nanoparticulas de grafeno y diéxido de titanio al CIV
no presentaron actividad antibacteriana ante el S. mutans

La modificacion del CIV con nanoparticulas de fosfato de plata e
hidroxiapatita al 10% y 20% resultaron ser la mejor propuesta de material
modificado debido a que presentd una liberacion de fluoruro similar al CIV
comercial, poros de menor superficie y mejor0 las propiedades
antibacteriales contra S. mutans.

El CIV modificado con fosfato de plata e hidroxiapatita, se propone como un
material que puede utilizarse como restauracion clase | y V en dientes
temporales principalmente en areas no estéticas, restauracion de lesion
radicular, como base bajo restauraciones compuestas en cavidades
posteriores profundas y como un nucleo posterior a tratamientos pulpares

en pacientes con alto riesgo a caries.
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ALCANCES DEL ESTUDIO
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Realizar estudios adicionales sobre los efectos citotoxicos del CIV
modificado con nanoparticulas de fosfato de plata e hidroxiapatita.

Evaluar las propiedades mecanicas de los CIV modificados con
nanoparticulas de fosfato de plata e hidroxiapatita.

Evaluar la absorcion y adsorcion de los CIV modificados con nanoparticulas
de fosfato de plata e hidroxiapatita.
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ANEXO 1. Ficha técnica del lonémero de Vidrio (GC Gold Label Light-Cured
Universal Restorative). lonomero de vidrio restaurador, reforzado, radiopaco,

fotocurable.

Aplicaciones recomendadas:

1) Restauraciones de clase lll y V, particularmente para erosiones cervicales y
caries de la superficie radicular.

2) Restauracion de dientes primarios.

3) Reconstrucciéon de mufiones.

4) En caso en el que se requiera radiopacidad.

5) Aplicaciones geriatricas.

6) Como base o recubrimiento.

Contraindicaciones:

1) Recubrimiento pulpar.

2) En casos raros, este producto puede causar sensibilidad en algunas personas.
En caso de que se produzcan estas reacciones, hay que interrumpir el uso del

producto y consultar a un médico.

Instrucciones de uso:

Proporcion Polvo/liquido (gr./gr.) | 3,2/1,0

Tiempo de Mezcla (seg.) 207-25”

Tiempo de trabajo (min., seg.) 3'45”

Tiempo de foto-curado (seg.) 20”

Profundidad de curado (A2) (mm) | 1,8
Condiciones de Test: temperatura (23+/-1°C), humedad relativa (50+/-10%)
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1. DISPENSADO DE POLVO Y LIQUIDO

a)
b)

c)

d)

e)

Seleccionar el color en base a la guia de colores Vita®.

La relacién recomendada de polvo / liquido es 3.2 / 1.0 g. 1 cucharilla rasa
de polvo por 2 gotas de liquido.

Para un dispensado exacto de polvo golpear ligeramente el frasco contra la
mano. No se debe agitar ni invertir.

Mantener verticalmente el frasco de liquido y apretar suavemente.

Tapar el frasco inmediatamente después de su uso.

2. MEZCLA

f)
9)

h)

)

Soltar el polvo en el frasco antes de dispensar (Fig. 1).

Colocar una cucharilla de polvo y dos gotas de liquido sobre el bloque.
Dividir el polvo en dos mitades (Fig. 2).

Con una espéatula de plastico esparcir el liquido en una capa fina (a un
tamafio de 3cm) (Fig. 3).

Introducir una mitad del polvo en el liquido y mezclar con trazos frotantes
(como los materiales de impresion) durante 10-15 segundos (Fig. 4).
Agregar el polvo restante y mezclar perfectamente hasta obtener una

consistencia brillante. No exceder los 20-25 segundos de tiempo total de

mezclado (Fig. 5).

(Fig.5)

Almacenaje

Para un 6ptimo resultado, conservar en algun sitio fresco y oscuro (4-25°C) (39,2-
77,0°F).

Fecha de caducidad: 3 afos desde la fecha de fabricacion.
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Precaucion:

1. En caso de contacto con la mucosa bucal o la piel, eliminar inmediatamente

con una esponja 6 algodén empapado en alcohol. Limpiar con agua.

2. . En caso de contacto con los ojos, enjuagar inmediatamente con agua y
buscar atencion médica.

3. No mezclar polvo o liquido con ningun otro componente de ionémero de
vidrio.
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Anexo 2: Pautas para regulaciones sobre nanotecnologias para impulsar la
competitividad y proteger el medio ambiente, la salud y la seguridad de los

consumidores.

4. Disponer las medidas necesarias para cuidar de la salud de los trabajadores
laboralmente expuestos a nanomateriales, ya sea por contacto, por la piel o las

mucosas, ingestion inhalacién, o por cualquier otra forma de exposicion.

5. Llevar a cabo las actividades para el manejo de riesgos asociados a las
nanotecnologia con un enfoque multidisciplinario e integral, incluyendo los
aspectos sociales, econémicos y éticos relevantes; y aplicar las metodologias
cientificas adecuadas para la evaluacion de riesgos, sin que éstas queden

necesariamente limitadas a las tradicionales.

6. Requerir y mantener informacion de los fabricantes, importadores, distribuidores
y comercializadores sobre los nanomateriales que se encuentren en el pais o se
tenga la intencion de introducirlos, en cuanto a su toxicologia, efectos al ambiente,
propiedades relevantes, medidas de mitigacion, remediacion y alivio en caso de
exposicion precauciones de seguridad en su manejo, aplicacion y uso, transporte,
almacenamiento, disposicion y desecho. Esta informacion debe ser actualizada
cada vez que se presenten cambios. Deben incluirse incentivos, positivos o

negativos, que propicien la eficacia de este

7. Impulsar la investigacion y el desarrollo en las nanotecnologias, de manera
colaborativa, tanto en el ambito nacional como en el internacional, particularmente
para cerrar la brecha de conocimientos sobre las propiedades de nuevos
nanomateriales o nuevas para los mismos, y sus efectos potenciales en la salud y

el ambiente

8. Mantener a la sociedad informada, y particularmente a los consumidores, sobre
los nanomateriales en los productos puestos a su alcance y de sus posibles
contenidos de efectos en el corto, mediano y largo plazos, en la medida de que se

disponga informacion confiable al respecto, anteponiendo siempre el interés
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general al interés particular, De la misma manera debe informarse, en la medida
de lo pertinente, las practicas seguras en su manejo, seguimiento, rastreabilidad,
prevencion de liberacion accidental y mitigacion de sus posibles efectos nocivos,

en su caso, y desecho o reciclaje.
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