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EFECTO DE LA ADICION DE NANOTUBOS DE CARBONO EN DIVERSAS
CONCENTRACIONES EN LA VIABILIDAD CELULAR'Y LA CAPACIDAD DE
FORMACION DE APATITA (BIOACTIVIDAD) EN UN CEMENTO MTA

1. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE
Objetivo: Comparar el efecto de la adicion de nanotubos de carbono en diversas

concentraciones en la viabilidad celular y la capacidad de formacion de apatita
(bioactividad) en un cemento MTA. Materiales y métodos: Se elabor6é un cemento MTA
experimental a partir de un cemento Portland blanco y 20% de trioxido de bismuto,
posteriormente se agregaron 0.1% wt y 0.3% wt de nanotubos de carbono. Se realizaron
pruebas de viabilidad celular y bioactividad. Finalmente, se evalud la superficie de cada
uno de los productos previamente hidratados por medio de Microscopia Electrénica de
Barrido (MEB). El analisis estadistico se realizé por medio de prueba de normalidad
Shapiro Wilks, y los resultados fueron analizados en SPSS, con el analisis de ANOVA 'y
la prueba post hoc Tukey, encontrandose diferencias estadisticamente significativas.
Resultados: Se observo que a las 24h los tres grupos mostraron una viabilidad similar,
G1-170%, G2-168% y G3-166% (ANOVA p>0.05). A las 48h, se observo una disminucion
en la viabilidad, pero todos cercanos al 100% del basal, G1-110%, G2-95% y G3-108%,
se encontraron diferencias estadisticas entre G1 vs G2 y G3 vs G2 (ANOVA p<0.05, post
hoc Tukey p<0.05). Los valores disminuyeron en los 3 grupos (ANOVA p<0.05, post hoc
Tukey p<0.05) a las 72h. En el analisis de DRX, no se encontréo ningun indicio de
formacion de hidroxiapatita, sin embargo, se observé la presencia de Calcita (Carbonato
de calcio) un precursor de apatitas, sus picos se compararon con la base de datos del
“Power Diffraction File” PDF 05-0586. Conclusiones: El agregar nanotubos de carbonos,
a las 24h presenta resultados favorables de mas del 100%. A las 48h, se observé una
disminucién en la viabilidad celular pero no se considera citotoxico debido a que los
valores son mayores al 95%. En la prueba de bioactividad, en ningun grupo se encontrd
indicio de formacion de hidroxiapatita, sin embargo, se observé Calcita que es un

precursor de apatitas, por lo que se sugiere aumentar el tiempo de prueba.
PALABRAS CLAVE

MTA, nanotubos de carbono, viabilidad celular, bioactividad
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2. INTRODUCCION
La endodoncia es una rama de la estomatologia, reconocida desde 1963 por la

Asociacion Dental Americana, que se enfoca en el estudio de la estructura, fisiologia y
morfologia de la pulpa dental. En la actualidad, los avances en el campo endodontico,
las técnicas de asepsia, los principios de preparacion minimamente invasiva y la
obturacion de los conductos radiculares han mejorado significativamente el éxito de los
tratamientos endodoénticos. Sin embargo, persisten dificultades derivadas de los
procedimientos, generalmente relacionadas con variaciones anatoémicas y otras
circunstancias que complican el tratamiento, a menudo vinculadas a los materiales

utilizados, ya que algunos pueden ser sensibles al agua vy dificiles de manipular.

En los afios noventa se desarrollé en la Universidad de Loma Linda por M. Torabinejad
el Agregado de Triéxido Mineral también conocido como MTA, este es un material
compuesto por cemento Portland y trioxido de bismuto con relacion 4:1; es constituido
por particulas finas hidrofilicas que solidifican en presencia de agua siendo esta su
principal ventaja, asi mismo dicha propiedad le ha permitido ser el material de eleccion
en el sellado de perforaciones a nivel radicular, ademas de ser utilizado como inductor
en la apexificacion, recubrimientos pulpares directos, resorciones radiculares y

pulpotomias.

No obstante, pese a sus grandes ventajas y uso clinico, hoy en dia el MTA continua
manifestando algunos inconvenientes como lo es el largo tiempo de fraguado. En
investigaciones, se ha demostrado que algunas adiciones de nano compuestos
particularmente de nanotubos de carbono en concentraciones del 0.1% y 0.3% en la
viabilidad celular y bioactividad en el MTA modifican favorablemente su microestructura,

generando cementos mas resistentes.



3. ANTECEDENTES

3.1 ANTECEDENTES GENERALES

3.1.1 Agregado de Triéxido Mineral (MTA)

Durante el tratamiento endodontico pueden establecerse comunicaciones entre los
tejidos periodontales y el conducto radicular, lo que puede ocasionar perforaciones.
Estas deben sellarse con materiales restauradores para impedir la migracion de agentes

externos (bacterias o fluidos) ().

El Agregado de Trioxido Mineral, conocido como Mineral Trioxide Aggregate (MTA), se
desarrollo por primera vez en 1993 () por Torabinejad y Chivian 22 en la Universidad de
Loma Linda. Este material, elaborado a base de silicato de calcio, se utiliza como
obturador en vias de comunicacion, principalmente entre los tejidos pulpar y periodontal
4 . Esta compuesto por 80% de cemento Portland y 20% de triéxido de bismuto (Bi203)
135 y se presenta cominmente en sobres herméticamente sellados que contienen en
particulas hidrofilicas de silicato tricalcico, aluminato tricalcico, silicato dicalcico,
aluminato férrico tetracalcico, 6xido de bismuto y sulfato de calcio dihidratado, que al

fraguar en presencia de agua, forma un gel coloidal con un pH de 12.5 (1:3),

Ademas de sus propiedades fisicoquimicas, el MTA se destaca por su alta
biocompatibilidad y capacidad para inducir la formacion de tejido duro, lo que lo convierte
en una opcion eficaz para la reparacién de perforaciones radiculares, apexificaciones y
procedimientos de terapia pulpar vital, como lo son pulpotomias o recubrimientos
pulpares. Su pH alcalino no solo ayuda a proteger el area tratada contra infecciones, sino
que también favorece la regeneracion del tejido perirradicular. A pesar de sus ventajas,
el MTA presenta algunas limitaciones, como un tiempo de fraguado prolongado y un
costo relativamente elevado en comparacién con otros materiales convencionales,

aspectos que deben considerarse en la planificacion del tratamiento.



3.1.1.1 Aplicaciones clinicas

El cemento de iondmero mineral trioxido (MTA, por sus siglas en inglés) se utiliza
principalmente para el sellado de perforaciones radiculares. Actualmente, también se
emplea como material de eleccion en procedimientos como la apexificacion, el
tratamiento de resorciones radiculares, recubrimientos pulpares directos y pulpotomias
1467  Diversos estudios han demostrado que el MTA favorece la formacion de tejido
duro, asi como la regeneracion del tejido periapical, lo cual contribuye a una reparacion

dentinaria estable y duradera a largo plazo (Figura 1.)

PULPOTOMIA
Y REGENERACION .
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REPARACION DE
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APEXIFICACIGN
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Figura 1 Aplicaciones clinicas del MTA

(Asociacion Dental Mexicana, 2022)

Ventajas

° Material radiopaco



) Facil remocién en caso de retirar excesos antes de su fraguado

° Excelente respuesta en los tejidos
) Promueve la induccién de dentina de reparacién
° No es mutagénico ().
Desventajas
° Dificil manipulacién
° Fuerza compresiva baja
° Baja solubilidad
) Largo tiempo de fraguado de 3 a 4 horas, en la presentacién convencional

(polvo/liquido), ya que actualmente existen presentaciones que fraguan en

minutos.

° Libera oligoelementos ().

3.1.1.2 Composicién quimica del MTA

El MTA se compone por un 80% de cemento Portland y un 20% de triéxido de bismuto
(Bi203) 245 mismo que le provee radiopacidad para su facil identificacién radiografica.
El Agregado de Triéxido Mineral (MTA), fue comercializado en 1993 bajo el nombre de
ProRoot MTA ® (Dentsply, Tulsa Dental Products), exhibido en color gris (GMTA), sin
embargo, ocasiona pigmentacion en los tejidos blandos adyacentes; motivo por el cual,
en el afio 2002, se introdujo el MTA blanco (WMTA). (Figura 2) El 6xido de hierro, es la
principal diferencia entre el GMTA y WMTA 68,

Las concentraciones de los 6xidos difieren, debido a que el WMTA contiene 54.9%
menos de Oxido de aluminio, 56.5% menos de 6xido de magnesio y 90.8% menos de

oxido de hierro en comparacion con el GMTA °.



Cabe mencionar que en 2017 Raghavendra et.al 8 explico que el WMTA tenia un tamario

de particula mas pequefio que el GMTA.

El silicato tricalcico, silicato dicalcico, aluminato tricalcico y una pequena cantidad de
aluminio- ferrita tetracalcico (GMTA) conforman el “Clinker” %' es decir, la mezcla
principal de fases minerales que componen el cemento Portland, antes de que se le
agreguen modificadores. El sulfato de calcio en su presentacion dehidratado (CaSO4 -
H20) denominado como yeso o en su presentacion anhidro conocido como anhidrita, se
agrego al cemento Portland, con el objetivo de retardar el tiempo de endurecimiento del

Clinker, evitando la reaccion casi inmediata de fraguado conocido como “flash set” (19),

Actualmente, Carita et.al '? evalud las propiedades del Clinker Angelus a partir de la
adicion de 30% tungstato de calcio (CaWO4) como un radiopacificante sobre las
propiedades fisicoquimicas del Clinker con diferentes tamanos de particula de 2 a 30 ym
y <2 uym, en donde el tiempo de fraguado final para el Clinker de 2 a 30 ym fue mas
extenso en relacion con el Clinker <2 um, asi mismo, el valor de radiopacididad cumple

con los 3 mm de aluminio de acuerdo a la norma I1SO 6876:2012 (13),
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Figura 2 Presentaciones comerciales de ProRoot y MTA Angelus®
(James Brozek)
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Figura 3 Polvo ProRoot MTA gris y blanco
(James Brozek)

3.1.1.3 Decoloracion o discromia

El MTA inicialmente se comercializé en presentacion “gris” (GMTA), en donde el 6xido
de hierro tiene relacién con el cambio de color o discromia, motivo por el cual se introdujo
el MTA blanco (WMTA), eliminando este componente, ademas integra menos 6xidos
metalicos tales como el aluminio, MgO y FeO, no obstante, se ha demostrado que tanto
el GMTA como el WMTA ocasionan pigmentacion, de acuerdo en un 60% de casos

clinicos que han reportado pigmentacion en los 6rganos dentarios y encias (14).

En estudios recientes, se ha demostrado que uno de los mecanismos de discromia es la
interaccion entre el 6xido de bismuto, el colageno del tejido dental y el hipoclorito de
sodio, en donde, el bismuto en forma de 6xido, sedimenta en un bismuto metalico,
ocasionando la pigmentacion en las coronas clinicas -6, Otro posible mecanismo, es
en relacion con la oxidacion e incorporacién del hierro dentro del polvo de WMTA en la
fase aluminoferrita de calcio del cemento fraguado. Por otro lado, la presencia de 6xido
de bismuto y la liberacion de iones de los metales, son factores principales que ocasionan

la pigmentacién (7).



De tal modo que, el GMTA o el WMTA no deben ser utilizados en la zona anterior, debido
a que el GMTA ocasiona pigmentacién 1 mes después del tratamiento, mientras que a

los 3 meses es sumamente perceptible la pigmentacion por el WMTA (14-17),

3.1.1.4 Morfologia del cemento MTA

Camilleri et.al ® examino el tamario de las particulas del cemento Portland en el polvo
WMTA mismas que oscilan entre <1 um a 30-50 um, mientras que las particulas de 6xido
de bismuto son de aproximadamente de 10-30 um. Komabayashi et.al © observé que

el tamano es mas homogéneo en el WMTA en comparacion con el GMTA. (Figura 4)

Figura 4 Micrografia electronica de barrido del polvo de MTA
(Lee et al, 2004)

Particularmente en la forma, las particulas son irregulares similares a una aguja,
Dammaschake et.al '°, por medio de una micrografia electrénica de barrido se observo
en el WMTA un tamafio de particulas mas uniforme y pequeio en comparacion con el
cemento Portland. Las particulas de polvo iniciales en MTA son mas pequefas que las
del cemento Portland, las particulas contenidas en el MTA fraguado (hidratado) también
son mas pequefas que en el cemento Portland ordinario. En general, la fraccién de
cemento Portland de MTA parece ser mas refinada que el cemento Portland industrial

ordinario. (Figura 5)
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Figura 56 Comparacién de micrografia electronica de barrido de (A) Cemento Portland y
(B) MTA
(Dammaschke et al, 2005)

3.1.1.5 Manipulacién

Las presentaciones de MTA que han sido utilizadas por mas tiempo en la practica clinica
corresponden a aquellas que consisten en un polvo, generalmente de base cementante,
el cual debe mezclarse con agua estéril antes de su aplicacion. La manipulacion implica
mezclar 3 medidas de polvo por una medida de agua estéril (3:1), sobre una loseta limpia
y fria con una espatula, se hidrata el material obteniendo una mezcla homogénea de
consistencia arenosa poco seca 2°, favoreciendo las propiedades fisicoquimicas de los

materiales hidraulicos.

3.1.1.6 Mecanismo de accion

Un material bioactivo constituido por silicato de calcio se caracteriza principalmente por
su capacidad de formar una capa superficial con caracteristicas semejantes a la apatita
al entrar en contacto con fluidos fisioldgicos in vivo o con fluidos corporales simulados in

vitro.



EI MTA es un material compuesto principalmente por calcio y silicato, que al ser utilizado
y gracias a su bioactividad, que definimos como “la accion biolégica a partir de la unién

entre el material y los tejidos en el medio oral (fluidos)” ¢21-23)

° Forma hidroxiapatita o apatita carbonatada en la superficie del MTA,

favoreciendo al sellado biolégico.

) Promueve un ambiente alcalino incompatible con la supervivencia de las

bacterias en las paredes de los conductos radiculares.

° Promueve la accidon de las células de reabsorcion, debido a la eliminacion

de agentes patogenos, lo que favorece la reparacion del ligamento periodontal.

° Fomenta la diferenciaciéon y migracion de células productoras de tejido
duro.
° Modula la produccion de citoquinas y modula temporalmente la accion de

las células clasticas.

) En el tejido pulpar se origina la proliferacion, migracion y diferenciacion de

células similares a los odontoblastos.

° En estudios con fibroblastos gingivales proponen la capacidad del MTA

para estimular la produccion del factor de crecimiento.

Sarkar et. al % en su investigacion detectaron la presencia de una capa blanca presente
entre las paredes del conducto radicular y el MTA, mediante un analisis de energia
dispersiva de radiografias se concret6 una estructura constituida por calcio, fosforo y

oxigeno, similar a la hidroxiapatita.

La apatita carbonatada o bioldgica se forma sobre el MTA, lo que senala la bioactividad

del material.
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3.1.1.7 Propiedades fisicas y quimicas

3.1.1.7.1 Tiempo de fraguado

El agregado de trioxido mineral es un cemento auto fraguable 2°, cuya principal
desventaja en el manejo clinico del material se centraba en el largo tiempo de fraguado;
donde inicialmente era de 74h. Es decir, un tiempo de fraguado extenso representa
grandes consecuencias tales como, mayor solubilidad y pérdida de material durante su

colocaciéon, dando como resultado mayor posibilidad de microfiltracion y un tratamiento
fallido (20—22,24—26)_

La reaccién de fraguado consiste en la hidratacion del silicato tricalcico y dicalcico, con

la posterior formacion de hidroxido de calcio y un hidrogel de silicato de calcio 7).

La velocidad de reaccién en el tiempo de fraguado, es controlado por la cantidad de
sulfato de calcio, en donde si se reduce su porcentaje en la composicion quimica del
MTA favorece al acortamiento del tiempo, pero altera negativamente la resistencia a la
compresion y ocasiona discromia 28; por ejemplo, cuando es mezclado con una solucion
de lactato de calcio el tiempo de fraguado disminuye de 108 min a 13.9 min, mientras
que con aceleradores como el cloruro de calcio disminuye hasta 74 min, o cuando es

mezclado con fosfato de sodio monobasico el tiempo se reduce de 151 min a 26 min 29,

El tiempo de fraguado lento del MTA, representa un inminente problema respecto al
manejo clinico del material, por esta razon, los nuevos materiales dentales han
modificado su composicion quimica con el objetivo de acelerar considerablemente el

tiempo de fraguado.

En un estudio reciente se ha demostrado que al alterar la superficie del MTA con acido
cafeico CgHsO4, reduce el tiempo de fraguado de 123 min a 58 min, ademas posee efecto

osteogénico, angiogénico asi como diferenciacion celular (),
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3.1.1.7.2 pH

El MTA consiste en un polvo fino que solidifica en presencia de agua, dando como

resultado un gel coloidal con un pH de 12.5 convirtiéndose en una estructura rigida (-3),

Al proveer agua, las fases cristalinas del Clinker forman Silicato Calcico Hidratado (CSH)

e Ca(OH)2 dando lugar a un ambiente alcalino con un pH de 12 (30),

3.1.1.7.3 Solubilidad

El MTA es un cemento hidraulico que experimenta una reaccién de hidratacion y en las
particulas ocurre un fendmeno de “disgregacion” o “desintegracion”. Aunque el término
“solubilidad” hace referencia a la propiedad de una sustancia en disolverse en otra; los
cementos hidraulicos presentan “disgregacion” o “desintegracion”, ya que hace mencioén
al porcentaje de material que se desprende de una muestra en un tiempo preciso al ser
sumergida en agua. En este texto se utilizara el término “solubilidad” para hacer mencion

de esta reaccion, a pesar de su imprecision técnica.

La relacion polvo-agua influye en la solubilidad del cemento, asi como en las propiedades
mecanicas 3. Ademas, el 6xido de bismuto influye en el incremento de la solubilidad,
como consecuencia de la disminucion de su resistencia mecanica y el aumento de la

porosidad (32),

Segun Fridland et.al 3! el grado de solubilidad aumenta proporcionalmente con la
cantidad de agua utilizada en la preparacion del MTA. Diversos autores discrepan en los
estudios donde se evallia esta propiedad. Viapiana et. al 33 en su investigacion, obtuvo
que la solubilidad del MTA corresponde a un 14.49% mientras que Vitti et.al 34, informo
que MTA cumple con los requisitos de la norma ISO 6876/2001(13), El sellador MTA posee
baja solubilidad debido a la matriz de silice cristalina que preserva su integridad aun en
presencia de agua, ademas presentan una alta solubilidad, cambios dimensionales y
estructurales después de entrar en contacto con el agua, por lo tanto, es sumamente
importante que la aplicacion clinica sea cuidadosa en especial en tratamientos con

apices abiertos. Ha et.al 3° realizé una revision de las propiedades del MTA, en donde
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encontré que es mas soluble en agua destilada que en soluciones isotonicas. Vergalito
et. al 38, en su estudio de solubilidad en agua encontré disminucién de masa del 3.3% a
las 24h y presencia de solidos en un 6.4%, lo que indica que durante la prueba acontece
la solubilizacion del material y la incorporacion del material, lo que dificulta medir

correctamente esta propiedad.

Sin embargo, pese a la diversa literatura, Leonhardt et.al 32> menciona que los materiales
selladores de conductos presentan limitaciones al ser un material higroscopico con una
composicién quimica a base de agua, debido a las normativas actuales para el estudio
de la solubilidad, ademas para una correcta evaluacion del MTA deberia fraguar en

condiciones similares al medio bucal.

3.1.1.7.4 Resistencia a la compresiéon

De acuerdo con su composicion quimica el silicato dicalcico se hidrata con mayor lentitud
en comparacion al silicato tricalcico, debido a esto alcanza su maxima resistencia a la

compresion a los 21 dias (1:3:4:32),

La resistencia a la compresidn ha sido una de las propiedades mas estudiadas y
comparadas con los cementos Portland. Se ha observado que ambos cementos
presentan a los 3 dias una resistencia a la compresién de 50 MPa y a los 28 dias de 100
MPa, concluyendo que los cementos Portland presentan menor resistencia a la

compresion (1:34),

Ademas, se ha analizado que esta propiedad mecanica puede alterarse como

consecuencia de la exposicion a un pH acido.
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3.1.1.7.5 Radiopacidad

Como se ha mencionado, el 6xido de bismuto es un radiopacificador que permite la
identificacion radiografica del cemento 37, seguin el método descrito por la Organizacion
Internacional de Estandarizacion, la radiopacidad media del MTA es de 7.17 mm de
espesor de aluminio (Al), asi mismo, es el principal factor de discromia en las coronas
clinicas. Camilleri et. al 32, determiné que el MTA en su composicién presenta 21.6% de
oxido de bismuto, el MTA Angelus contiene 14% de éxido de bismuto, por lo que presenta

una menor densidad radiografica.

Diversos investigadores han propuesto el uso de agentes radiopacificadores, como el
yodoformo, el 6xido de zirconio, el circonato de bario, el sulfato de bario y el éxido de
tantalio. No obstante, dichos materiales provocan cambios adversos en las propiedades
del MTA, motivo por el cual el bismuto sigue siendo el principal radiopacificador en las
marcas comerciales; asi mismo, la patente de MTA establecié un 20% en peso para el
trioxido de bismuto, en donde los valores de radiopacidad se distribuyen entre 1.25 mm
de Al'y 5.95 mm de Al ¥,

3.1.1.7.6 Sellado apical, microfiltraciéon, adaptacion marginal

El éxito del material endoddntico depende de su capacidad de sellado. Se han llevado a
cabo multiples estudios para verificar el sellado y la prevencion de la microfiltracion en el
MTA, a partir de diversos métodos, como microfiltracion por tincion, penetracion

bacteriana y/o de fluidos, réplicas, entre otros ().

En estudios, se ha reportado que el MTA presenta gran capacidad de liberacion de ion
hidroxilo (OH-), lo que incrementa el pH y Ca?*, es decir, mejora la biocompatibilidad del

material, lo que conlleva la disminucion de microfiltracion.

En investigaciones recientes, se ha reportado que el espacio entre el MTA y la pared del

conducto radicular oscila entre 1.05y 8.17 uym ©2),
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De acuerdo a diversas investigaciones, el barrillo dentinario da lugar a una menor
microfiltracion, ya que al usar sustancias quelantes como el acido

etilendiaminotetraacético (EDTA) aumenta la calidad del sellado (32,

Xavier et.al %8, en su estudio utilizando la técnica de penetracion de colorante (nitrato de
plata) y microscopio electronico de barrido (MEB) determiné el sellado apical de MTA,
Super-EBA y Vitremer, en donde los resultados de MEB mostraron una brecha menor
con MTA, mientras que la penetracion de colorante arroj6 que MTA y Super-EBA

mostraban menor microfiltracién en comparacion a Vitremer.

Vaijja et. al 3, comparé la microfiltracion a partir del tamario de la brecha entre el material
de obturacion y las paredes dentinarias del MTA e IRM, en donde demostré que el
espesor de 2 mm de MTA, 3 mm de cemento de iondmero de vidrio modificado con resina
(RMGIC) y 4 mm de IRM evitan la microfiltracion, asi mismo, concluyé que el MTA

presentd mejor capacidad de sellado.

Mokhtari et. al 4°, evaludé y comparo la adaptacion marginal entre MTA y ceramica fria
utilizando MEB, en donde midié el espacio mas grande creado entre la interfaz de
material y la pared dentinaria después de 24h, obteniendo un espacio marginal menor
en la ceramica fria; sin embargo, la diferencia entre ambos grupos no fue

estadisticamente significativa.

Jovanovic et. al 4!, contrasto la adaptacion marginal entre MTA, Biodentine y amalgama
por medio de MEB, a partir del tamarno creado entre el material y la pared del conducto
radicular en secciones longitudinales, concluyendo que el espacio fue menor en MTA y

mayor en amalgama.

3.1.2 Viabilidad celular

La viabilidad celular se define como el numero de células vivas en una muestra y/o
poblacion; permite el control de calidad para instaurar el momento 6ptimo de utilizaciéon

de dichas células “2).
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Los métodos utilizados para determinar la viabilidad celular son comunes para la

deteccion de la proliferacién celular, ademas se basan en diversas funciones celulares
(43)-

1. Evaluacion de la integridad de la membrana celular:

e Métodos de sustancias colorantes o fluorescentes.

e Métodos de tinciones catidnicas.

e Métodos basados en la liberacidén de sustancias al medio extracelular.
2. Ensayos funcionales:

e Cuantificacion de los niveles de adenosin trifosfato (ATP), a través de la
prueba 3-(4,5-dimetiltiazol-2-1il) — 2,5-difenil-2h-tetrazolio (MTT).

e Sintesis del nuevo ADN.

e Deteccidn de proteinas (proliferacion celular).

e Métodos biosensores de fluorescencia (marcadores de proteinas).
3. Métodos de acuerdo a la morfologia celular:

e Métodos de microanalisis por energia dispersiva de rayos X.

e Métodos de determinacién de la expresién génica (micoarrays).

3.1.2.1 Ensayos funcionales

Los métodos para estimar la viabilidad celular se basan en la medicion de un indicador

de la actividad metabdlica 4

3.1.2.2 Método mediante la cuantificacion de ATP: ensayo MTT

La prueba con (3-(4,5-dimetiltiazol-2-1il)- 2,5-difenil-2h-bromuro tetrazolio) o MTT es el

estandar de oro de los ensayos de citotoxicidad y recuento de proliferacion celular por
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ser un ensayo colorimétrico rapido, facil de efectuar y de resultados consistentes,
utilizando bromuro debido a su correlacion directa de funcionalidad mitocondrial y
supervivencia celular, es decir, presenta mayor sensibilidad en comparacion con otras

pruebas que evallan citotoxicidad (45:46),

El ensayo MTT implica la conversidn enzimatica del colorante (color amarillo) del
tetrazolio a cristales de formazan (color morado) insolubles en agua, principalmente por
deshidrogenasas succinicas mitocondriales. Ademas, pueden estar implicadas enzimas
citosélicas como la nicotimida adenina dinucleé6tido (NADH) reductasa y flavina oxidasa.
La tasa de la conversion de formazan ha demostrado estar en relacién directa con el

numero de células vivas “4),

El MTA ha demostrado buena viabilidad celular y bioactividad, pero algunas
investigaciones indican que el Bi2Os es ligeramente citotdéxico y promueve la muerte
celular en concentraciones altas “7). El triéxido de bismuto nanométrico induce estrés en
las células de los fibroblastos gingivales, genera cambios en la morfologia celular, pero
no altera la viabilidad celular. El triéxido de bismuto desencadena la proliferacion celular
en concentraciones de 15% y 25%, particularmente en las células de tejido periodontal

presentan una proliferacién baja .

Se han estudiado las propiedades de biocompatibilidad de los cementos MTA, debido a
que es indicado en el tratamiento con pulpas vitales (terapia pulpar vital). Las células
madre de la pulpa dental (DPSC) son trascendentes en el transcurso de sanacion del
tejido, debido a su capacidad de transformacién de un tipo celular a otro, particularmente
a odontoblastos. Las DPSC se denominan clonogénicas, son células capaces de generar
una replica exacta de otra célula, a este proceso se le conoce como capacidad de
autorrenovacion y diferenciacion multifacética. Las DPSC actiuan sobre los traumas
dentales en donde al diferenciarse y adherirse a células iguales a los odontoblastos se
forma dentina terciaria, lo que conlleva la formacion de puentes de dentina. Por tal

motivo, este cemento debe ser biocompatible con las células de la pulpa dental *48),

El mecanismo biologico del MTA esta asociado con el aumento del pH, ocasionando una
lesion inicial (muerte celular) desencadenando a la quimio atraccion de proteinas,

enzimas y células para su posterior reparacion y mineralizacion “448),
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3.1.3 Bioactividad

La bioactividad en el ambito cientifico, se define como “una accidén biolégica en la
interfase del material con intercambio de iones de naturaleza fisico quimica, originada a
partir de la formacién de la unién entre el material y los tejidos al entrar en contacto con
el medio oral (fluidos)” 823, por lo que el MTA es considerado un material bioactivo, debido
a que durante su proceso de hidratacion se produce hidroxiapatita. Ademas, el MTA
posee una propiedad osteoinductiva intrinseca, si hay un proceso cercano de
cicatrizacion 6seo. La bioactividad del MTA se atribuye a la capacidad de liberar iones
de calcio (Caz) y producir precipitados cristalinos de portlandita (hidréxidos de calcio) que
sirven de nucleacion para la formacion de apatitas al estar en contacto con los fluidos

fisioldgicos que contienen fosfato 823),

Los materiales de reparacion radicular en endodoncia desempefian un papel
fundamental en el tratamiento de superficies radiculares dafiadas o perforadas. El
pronostico de la reparacion de la perforacion depende de diversos factores tales como;
la ubicacién, el tamano de la perforacion, el tiempo transcurrido antes de la perforacion,

la contaminacion previa de la lesidn y la biocompatibilidad del material de reparacion.

El agregado de trioxido mineral (MTA) es uno de los materiales de reparacion
endodoncica mas utilizados debido a su biocompatibilidad, induccién de la formacién de
tejido mineralizado similar a la dentina en la interfaz con la dentina. En donde su tamafio
de particula a escala nanométrica permite un mejor acoplamiento a las irregularidades
en el sitio de la perforacion, dando lugar a un sellado hermético y estable, ademas,
permiten una mejor interaccién con las células y los tejidos, concediendo la formacion de

un puente dentinario biolégicamente activo, mejorando el proceso regenerativo natural.

Los materiales derivados del silicato de calcio como el MTA tienen la capacidad de inducir
la proliferacion de fibroblastos periodontales, permitiendo la diferenciacién de células de
la pulpa dental, osteoblastos, células madre mesenquimatosas y cementoblastos, es
decir, promueven la diferenciacién de células madre mesenquimatosas induciendo a la

reparacion periapical (2349,
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La formacién de la capa de apatitas en la superficie, de acuerdo a diversos estandares y
estudios, debe ser evaluada a través de difraccion de rayos x de haz rasante y puede ser
complementada con EDS acoplada a un microscopio electréonico de barrido, para
observar las imagenes caracteristicas de las apatitas, asi como una semicuantificacion

de la relacion P/Ca (80-52),

Se realiza para evaluar la formacion de depdsitos de fosfato de calcio en la superficie de
los materiales (capacidad de formacion de apatita). Inmediatamente después de la
preparaciéon de la muestra, se sumergen individualmente los discos en 40 mL de HBSS
(fluido corporal simulado), se almacenan a 37°C durante 28 dias. En donde el HBSS se

renueva semanalmente.

Posteriormente la superficie de cada disco se examina en estado seco mediante
microscopio electronico de barrido ambiental, conectado a un detector de electrones
secundarios para el analisis de rayos X de energia dispersiva (EDX) con software
controlado por computadora a bajo vacio (100 Pascal) voltaje de aceleracion de 20 kV,
distancia de trabajo de 8.5 mm, nivel de deteccién de 0.5% en peso, resolucion de 133
eV, tiempo de aumento de 100 microsegundos, tiempo de medicion: 600 s para el mapeo

de elementos y 60 s para los espectros.

La apatita es un compuesto mineral que es un componente importante tanto del hueso
como del esmalte dental. Por lo tanto, la capacidad de formacion de apatita de un material
de reparacion de perforaciones es una caracteristica necesaria que se relaciona con su

bioactividad y capacidad para promover la curacion y regeneracion de tejidos “9).

3.1.3.1 Hallazgos de bioactividad

La evaluacion EDX de los materiales probados proporciona la composicion elemental
cualitativa y semicuantitativa. El analisis elemental revela la composicion principalmente

de carbono (C), oxigeno (O), calcio (Ca) y silicio (Si) 3.

Varios estudios han demostrado que los materiales a base de silicato de calcio tienen la

capacidad de formar depdsitos de apatita (cristales de fosfato de calcio) en su superficie
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cuando entran en contacto con fluidos corporales. Los cristales de apatita de calcio y
fosfato permiten la regeneracion y remineralizacién de los tejidos duros adyacentes
cuando se aplica un material a base de silicato de calcio como material de reparacion de

perforaciones.

Los resultados del analisis EDX muestran que el MTA desarrolla una capa rica en fosfato
de calcio que contiene iones de carbono después de la inmersion en una solucion
fisioldgica simulada. La solucién salina balanceada de Hanks (HBSS) se utilizaba como

solucion de almacenamiento para simular el entorno clinico 3.

3.1.4 Nanomateriales

En 2011, la Comision Europea %* adopto la definicion de nanomaterial, siendo un material
natural, accidental o fabricado con particulas, sueltas o unidas, en el que el 50% o mas
de las particulas en la granulometria numérica presentan una o mas dimensiones
externas en el intervalo de tamafios comprendido entre un nanémetro y 100 nanémetros
(55.56)  En casos especificos y cuando se justifique por preocupaciones de medio
ambiente, salud, seguridad o competitividad, el umbral de la granulometria numeérica del
50% puede sustituirse por un umbral comprendido entre el 1% y el 50%. Los
nanomateriales son materiales que contienen particulas con una o mas dimensiones en
la nanoescala, es decir: el nanédmetro (nm) equivale a una milmillonésima parte de un

metro (1 m = 109 m) (65.57-59) |

Particularmente, en materiales dentales y biomateriales el tamafio nanométrico de una
particula puede influir de forma significativa de una estructura en el comportamiento

fisico, quimico y biolégico.

3.1.5 Nanotubos de carbono (carbon nanotubes, CNT’s)

En 1952, surgieron los primeros indicios de la existencia de los nanotubos de carbono,

debido a la difusion de imagenes de dicha estructura, en el diario oficial de quimica y
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fisica de la Unidn Soviética, sin embargo, sucedié durante la guerra fria, y no fue
relevante al ser publicado en su idioma oficial ®%. Afios mas tarde en 1991, fueron
descubiertos accidentalmente por S. lijima 5'%2:54-57 'ya que en un principio se pensoé que

eran fullerenos.

Figura 6 Diagrama de nanotubos de carbono
(Nanotec)

3.1.5.1 Estructura

Posee una estructura alotropica del carbono, el nombre se destina a los nanotubos de
carbono o CNT'’s, por sus siglas en inglés (Carbon Nanotubes); cuya configuracion del
nanotubo deriva del enrollamiento de la hoja de grafeno sobre si misma, formando una
estructura cilindrica hueca unidimensional, cubiertos o destapados en los extremos.
Presenta diametros entre 1 y 50 um y longitudes en la escala nano, micro o incluso
milimétrica, de aspecto muy grande con relacién a la longitud/diametro, incluso pudiendo

ser mayores a 104 ©6),

Existen diferentes tipos de nanotubos de carbono en funcién de las capas de grafito que

los conforman (54.55.57.60-62): (Figura 7)

) Nanotubo monocapa o SWNT (Single/Walled Nanotube): integrado por una

hoja de grafeno o pared simple.
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) Nanotubo de doble capa o DWNT (Double-Walled Nanotube): nanotubo

conformado por doble capa de grafeno.

) Nanotubo multicapa o MWNT (Multi-Walled Nanotube) nanotubo
constituido por mas de dos capas o pared multiple, con un espacio de 0.34 um

entre capas, ademas son los mas utilizados en el campo del MTA

Graphene Graphite
e,

Multi-layered

Single-walled Multi-walled
carbon nanotube carbon nanotubes
(SWCNT) (MWCNT)

Figura 7 Estructura de Nanotubos de carbono
(https://cnanotube.com/es/what-are-multi-walled-carbon-nanotubes-structure-

properties-and-applications/)

3.1.5.2 Propiedades

Las propiedades de los CNT’s, dependen en gran medida de su morfologia, tamafo y
didmetro; son materiales quimica y térmicamente estables, presentan una elevada
elasticidad, conductividad eléctrica y térmica, alta relacidén resistencia-peso y baja

densidad, gran resistencia a la deformacion y al estiramiento ().

Sin embargo, la principal desventaja es su tendencia a formar aglomerados debido a su
alta energia superficial, por lo que el principal reto al ser utilizado es lograr su adecuada

dispersion durante el procesamiento (69),
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3.1.5.3 Funcionalizacion de nanotubos de carbono

La funcionalizacion se define como la modificacién de propiedades como consecuencia
de la adsorcidn de atomos o moléculas en las paredes externas de los nanotubos de
carbono. Se obtienen cambios en las propiedades fisicas de la superficie de las
nanoparticulas, como lo son la solubilidad y dispersion, ambas propiedades son
importantes, debido a que conceden la interaccion con las moléculas bioldgicas €. El
proceso da inicio por moléculas de alta reactividad quimica como el fluor, posteriormente
se sustituyen los atomos de fluor por grupos, amino, alquilo o hidroxilo. La
funcionalizacion llevada a cabo por grupos de acido carboxilico (-COOH) o hidroxilo (-
OH) son utilizados como precursores de silanizacién, esterificacion, tiolacion, alquilacion
y arilacién, ademas se ha demostrado que los nanomateriales muestran una excelente

interaccion con la matriz polimérica.

Las fuerzas de Van der Waals entre los CNT’s originan la formacion de haces
aglomerados mas grandes, dificultando su dispersién en agua, en disolventes organicos

0 en matrices poliméricas ©1).

La modificacion de la superficie de los CNT’s es un método eficaz, para mejorar su

dispersabilidad, categorizada en (61.62):

° Covalente (oxidacién acida, tratamiento con plasma, halogenacion, injerto
covalente de polimeros); Se introducen grupos funcionales creando enlaces con
los CNT’s, la unidon sucede a partir de la adsorcion y la exposicion de interacciones
de tipo n-n con los CNT'’s; por ejemplo, la funcionalizaciéon con acidos carboxilicos

y aminas.

) Las modificaciones no covalentes: (interacciones -1, hidrofébicas-
hidrofilicas, interacciones electrostaticas, enlaces de hidrégeno, modificacion de
neoparticulas inorganicas, modificacion de polimeros no covalentes); Se basan
en la adsorcién de moléculas como surfactantes, compuestos aromaticos vy
polimeros como poliacrilamida, poliestireno. Particularmente, el MWCNT’s,
presenta excelentes resultados en su dispersion, al utilizar acido maléico y

anhidrico maléico.
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La funcionalizacion por medio de enlaces covalentes ha resultado muy prometedora,
debido a que se origina un enlace fuerte entre los grupos funcionales adicionados y los
SWCNT’s.

EI MTA, presenta un papel importante en diversas aplicaciones clinicas, sin embargo, no
esta exento de sus desventajas como la fragilidad, escasa resistencia al agrietamiento.
Con el propésito de mejorar las deficiencias del MTA, se ha descubierto tras diversos
estudios y experimentos, que las propiedades mecanicas y durabilidad han mejorado
significativamente al agregar nanotubos de carbono; debido a sus propiedades fisicas,

surgiendo como nanorellenos que atribuyen propiedades mecanicas y térmicas 62).

3.1.5.4 Aplicaciones

Las propiedades fisicoquimicas de los CNT’s tales como sus propiedades estructurales,
electronicas, fisicas, opticas, electromecanicas y mecanicas, lo han posicionado como
un elemento importante en la nanociencia. Estas propiedades lo hacen el material
prometedor en diversas aplicaciones, tales como el almacenamiento de energia,
sensores quimicos y bioquimicos, liberadores y transportadores controlados de
medicamentos y bio-composites, purificador de destilados de petréleo y como filtros de
contaminantes bacterianos (Escherichia coli y poliovirus) en agua, superficies
hidrofébicas, en pelicula delgada para transitores, dispositivos optoelectronicos y

dispositivos nano-electronicos y biosensores a base de estos nanomateriales (5-57),

3.1.5.4.1 Aplicaciones médicas

La nanomedicina es una disciplina reciente, en la cual la sintesis de nanofarmacos con
diversas aplicaciones; se encuentra en investigaciones, principalmente los nanotubos de
carbono modificados, debido a sus excelentes propiedades. En estudios in vitro, se

confirma que el tamafo nanométrico, composicion quimica, superficie de
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funcionalizacion y dispersion contribuye a la administracion y transporte de farmacos (8-
60)

En estudios de farmacos anticancerigenos y antivirales analizaron los métodos de
transporte, uno de los transportes de los CNT’s que llevan a cabo es la ruptura de
membrana debido a que actuan como aguja; otro tipo de transporte es por endocitosis

cuando los CNT'’s son funcionalizados con moléculas mas grandes (8.

Los MWCNT’s en el sistema MWCNT’s-PCA-PTX, manifiestan propiedades bioldgicas
interesantes, es decir, inicialmente los MWCNT’s fueron funcionalizados con acido
policitrico (PCA) con el objetivo de aumentar su naturaleza hidrofilica y funcionalidad con
grupos carboxilicos. Posteriormente el paclitaxel (PTX) (agente anticancerigeno) es
unido via covalente en los sitios carboxilo del PCA, originando el sistema MWCNT’s-
PCA-PTX, con un 38% en peso de farmaco. Ademas, el PTX puede ser facilmente
liberado del sistema a un pH de 6.8 y 5.0, siendo compatible con la liberacion en células

y tejidos de tipo tumoral (8.

La toxicologia y la farmacologia se encuentran intimamente en lo que se refiere al
proponer la nanomedicina a base de CNT's, debido a que deben realizarse estudios in
vivo para determinar si la administracion de los nanotubos de carbono no causa dafo a

las células del cuerpo humano ©8),

3.1.5.5 Sintesis de nanomateriales

La sintesis de nanomateriales, se realiza a partir de dos métodos ©3):

1. Método bottom-up: la sintesis de nanoparticulas es a nivel atomico en

donde se integran entre si hasta la formacion de nanomateriales.

2. Método top-down: se obtiene de manera macroscopica en donde se
fracciona hasta llegar a la escala nano.
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3.1.6 Hidroxiapatita

La hidroxiapatita Ca10(POa4)s(OH)2 se compone por fosfato de calcio y un grupo hidroxilo
con una relacion molar de calcio y fésforo (Ca/P) de 1.67 6465 La hidroxiapatita tiene
una estructura cristalina hexagonal, con parametros de red a=9.43 A y ¢=6.88, como se
representa en la figura 8, asi como las posiciones de los iones en la celda unitaria de la

hidroxiapatita, en la figura 9.

Figura 8 HAp en celda hexagonal
(Gémez et al, 2017)

Figura 9 Posicion de los iones en la celda unitaria A) Calcio B) Fésforo
A) Calcio 1 Numero de coordinacion 9 (izquierda) y Calcio 2 Numero de

coordinacion 7 (derecha). B) Fosforo, representado en tetraedros con 4 oxigenos
para formar el PO4 (Numero de coordinacion 4)
(Gomez et al, 2017)

26



« Hidroxiapatita
1000 ¢+ =3 * Oxido de calcio

a
-~
o
o

intensidad u. a.
o,
(=3
o

1 002 {
250 1R

310 I.
(O e
.vo V1

! I'|‘
of »«'w‘wJ U‘W / L"-.,A..J\,JJ«J«AALL‘.u LY

o

20 25 30 35 40 45 50 55 60
20

Figura 10 Patron de difraccion de la hidroxiapatita estequiométrica
(Ratner, B D 2004)

La figura 10 representa el difractograma de la hidroxiapatita donde se aprecian las

bandas correspondientes a los iones PO4*, CO3%> y OH-.

Tiene propiedades bioactivas, biocompatibilidad, osteoconductivas, no inflamatorias e
inmunoldgicas, debido a esto es un material ideal para la reparacién de tejidos duros, en
aplicaciones ortopédicas y dentales siendo la hidroxiapatita estequiométrica quien ha
promovido la regeneracion 6sea, en revestimientos de prétesis, regeneracion de tejidos
blandos (piel, musculos y encias), sistema de liberacion de farmacos, terapia de genes,
agente absorbente y purificacidn en cromatografia para la separacion de proteinas,

acidos nucleicos y anticuerpos (6465),

La composicion quimica, cristalinidad, tamano y morfologia influye en sus propiedades y
aplicaciones. La hidroxiapatita microestructurada presenta baja resistencia mecanica,
baja tasa de biodegradacion, es osteoinductiva y con carga relativa deficiente. Ademas
de mejor capacidad de sinterizacion, mayor bioactividad lo que promueve la cicatrizacion
Osea debido al favorecimiento de la adhesién y proliferacion celular, asi mismo presenta
una mayor capacidad de reabsorcién, tiene mejores propiedades mecanicas, mayor tasa
de disolucidén, una mayor dispersabilidad y area superficial, confiriéndole mayor

capacidad de carga y liberacion de farmacos.
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3.1.6.1 Estructura cristalina

Los atomos se encuentran agrupados en una unidad estructural denominada celda
unidad, en donde, los atomos se encuentran ordenados de manera periddica de largo
alcance %, como se muestra en la tabla 1, informacion obtenida de la base de datos

cristalografica Inorganic Material database (Atomwork).

Se originan catorce posibles puntos de red o “Redes de Bravais”, de acuerdo a la posicion
de los atomos en la celda unitaria y la posicidon de los planos cristalograficos. Asi mismo,
los materiales cristalinos durante el crecimiento pueden presentar modificaciones

estructurales como dislocaciones, defectos de aplicacién y defectos puntuales (66.67),

Tabla 1 Informacion cristalografica de la hidroxiapatita (HAp), obtenido de Inorganic
Material Database (AtomWork)

Informacién cristalografica de la hidroxiapatita (HAp)

Férmula quimica Cas(POa4)3(OH)
Simbolo Pearson hP44

Grupo espacial P63/m

No. 176

Parametros de celda a=0.9417 ym a=90°

b=0.9417um [=90°
c=0.6877 um y =120°

Volumen de la celda 0.52 ym?3
Densidad de la celda (calculado) 3.16 Mgm
z 2

3.1.7 Difraccion de Rayos X

La difraccién de rayos X es un método analitico versatil y no destructivo utilizado para la
caracterizacion de las propiedades de materiales organicos e inorganicos como
composicion de fases, estructura, textura en donde otorgan informacién estructural

relacionada al nivel de la celda unitaria y microestructural de materiales cristalinos
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relacionados a los cristalitos 8. Ademas, es utilizado en diversos campos de estudio
biomédico, debido a su alta sensibilidad para detectar diversos elementos en los tejidos,

particularmente nanoparticulas 3.

Los rayos X son ondas electromagnéticas de alta energia, en donde la longitud de onda
oscila entre los 0.01 y 10 nm, de tal modo que se puede parangonar con las distancias

interplanares de la estructura cristalina, dando como resultado el fendmeno de difraccion.

3.1.7.1 Componentes principales del difractometro

Constituido por un tubo al vacio en el que contiene un filamento de tungsteno (catodo) y
un bloque de cobre (anodo) en los que la diferencia potencial oscila entre 30 kV y 50 kV.
El filamento de tungsteno es calentado por una corriente de 3 Angstroms, originando la
emision de electrones, los cuales son atraidos al bloque de cobre como consecuencia
del alto voltaje. Los electrones son enfocados por la copa metalica. Ademas, algunos
electrones de alta energia cinética desaceleran rapidamente generando radiacion
electromagnética, mientras que, otros electrones colisionan entre si, en las capas

internas de los atomos (69.70),

Cuando un electrén de la capa interna del atomo de cobre es golpeado por un electron
del filamento, el atomo es excitado como consecuencia del paso del electron de la capa
interna hacia un nivel mas alto e incluso ionizando al atomo. Posteriormente, un electron
de la capa externa ocupa el lugar del electrén liberado, es decir, emite radiacién dejando
al atomo en un estado normal de energia. Por lo tanto, el espectro de la radiacién emitida

es constituido por radiacién continua y radiacién caracteristica.

Los analisis de DRX necesitan radiacidn monocromatica, motivo por el cual, se utiliza un
filtro que absorbe la radiacién continua y caracteristica no deseada. Mientras que los
rayos-X filtrados inciden sobre el material a analizar ©6970),

Consideremos la interferencia de los rayos X a partir de la dispersion por planos paralelos

de atomos en un cristal separados por una distancia d, como se observa en la figura 11.
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difractado|

Haz
incidente

atomicos

Figura 11 Dispersion de Bragg
(https://liquidosysolidos607.blogspot.com/2014/01/difraccion-de-bragq.html)

Al incidir una radiacion se formara un angulo 8 con los planos, todos los atomos de un
mismo plano daran origen a una interferencia constructiva si el angulo de dispersion es
igual al de incidencia. De igual manera, el rayo inferior transita una distancia adicional 2d
Sin(#) en comparacion al rayo superior. Si la distancia adicional es un numero entero de
longitudes de onda, nA, los dos rayos reflejados estaran en fase originando una
interferencia constructiva. Mientras que, el entero n se suele denominar niumero de

orden.

Por tanto, los rayos interactuan con los electrones de los atomos, que a su vez son
desviados de su trayectoria original. La difraccién sucede cuando la diferencia de las
trayectorias de las ondas es equivalente a un multiplo de la longitud de onda. En esta

instancia se cumple con la ecuacién de Bragg.

La ecuacion resultante, se denomina Ecuacion de Bragg o Ley de Bragg fue postulada
en 1913 por W.H Bragg y W.L Bragg, en donde se menciona que es una interpretacion
geométrica del fendmeno de difraccion debido a interferencias constructivas,

representada en la ecuacion 1; (69.70),

2d Sin(6) =nA n=1,23.

Ecuacion SEQ Ecuacion \* ARABIC 1
Ecuacion de Braaa
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En donde d = es la distancia interplanar, 8 = es el angulo de la onda difractada, A = es la

longitud de onda del haz incidente y n = es el orden de interferencia (n = 1,2, 3...)

Detector

-
%
. =
e Ranura de divergencia /'

4 \ ) iy Filtro beta

N
é Rendijas de Soller

tubo de rayos X

.

W Ranura antidispersion

W / Muestra

Figura 12 Configuracion del difractdmetro en la geometria Bragg-Brentano
(PANalytical, 2011)

La difraccion de rayos X, se emplea en (69.70);

° Analisis cualitativos de fases

° Analisis cuantitativos de fases

° Grado de cristalinidad

° Calculo de parametros reticulares e indizado
° Tamafo de cristalitos y microdeformaciones
° Textura cristalografica

° Tensiones residuales

° Analisis estructural

3.1.7.2 Ensanchamiento de los picos

La distribucion de la intensidad en funcién del angulo difractado (26), representa el
parametro extraido del analisis de difraccién de rayos-X. La posicién del pico, el fondo o
background (intensidad maxima del pico), el ancho a media altura del pico (FWHM), el

area bajo el pico y el ancho integral (ancho de un rectangulo de area correspondiente a
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la intensidad y de altura igual a la intensidad maxima); son la informacion presente en el

difractograma %°, mismas que se representan en la figura 13.

Asi mismo, estos puntos de referencia se dividen en tres grupos: posicién, intensidad y

perfil del pico, en donde cada categoria aporta informacion caracteristica del material
analizado (69

4
Posicion del pico 26
.
3
'%
= 1
L m; : —> Area del pico I,
Ancho
: HAEFEEN : Background
: : P
AR SN
Angulo 26

Figura 13 Informacion presente en el difractograma, extraido de un pico de difraccion
de rayos-X
Epp, 2016

El ensanchamiento de los picos (perfil del pico) es empleado para la determinacién del
tamafo promedio del cristalito. Sin embargo, la forma del perfil depende del

ensanchamiento instrumental, asi como de las microdeformaciones y el tamafio del
cristalito 79),

3.1.7.3 Tamaiio del cristalito
El tamario del cristalito, hace referencia al tamafo de un dominio coherente de difraccion.

Mientras que, el tamafo de una particula esta constituido por una agrupacién de
cristalitos ®7; como se representa en la figura 14.
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Crystallites

Figura 14 Comparacion entre tamario de cristalito y particula

(Fan, Wen, Liu & Yang, 2018)

La técnica de difraccion de rayos-X, permite conocer el tamafio medio de cristalito el cual

puede ser menor o igual al tamafo de la particula, ademas cuanto menor sea el tamafio

del cristalito mayor sera e

figura 15.

Intensity

| ensanchamiento de los picos 79, tal y como se observa en la

1nm
2nm

5nm

Intensity

40 60 80

2-Theta (degrees)

20

AAN = At N D O————
o | 25 nm
A A wnm

_— l,,lfif T T

50 60 80
2-Theta (degrees)

20 30 40

Figura 15 Patrones de difraccion de rayos-X en polvos simulada de particulas esféricas
de wurtzite Cds de diferentes tamaros con rangos de 1um a 1nm
La imagen de los patrones DRX a 1,2 y 6 nm esta expandida en el gje-y

(Holder & Schaak, 2019)
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3.1.8 Microscopio Electronico de Barrido (MEB)

3.1.8.1 Antecedentes del desarrollo del MEB

En 1933, dos cientificos fisicos Ruska y Knoll construyeron el primer microscopio
electronico conocido como microscopio electronico de transmision (TEM),
posteriormente en 1938, Von Ardenne agregd una bobina de barrido al TEM originando
un microscopio electrénico de transmision de barrido (STEM) con un voltaje de 23 kV,
con aumento de 8000x y resolucion de 50-100 um, el cual se convirtié en un estandar,
sin embargo, fue nula la produccién del instrumento. En 1942, Zworykin, Hillier y Snyder
desarrollaron una nueva presentacion del MEB enfocado en las muestras gruesas.
Oatley y su estudiante McMullan, en 1952 desarrollaron el microscopio electronico de
barrido (MEB) con lentes electrostaticos, con voltaje de 40 Kv para el caién de
electrones, no obstante, Smith agrego la amplificacion de sefiales no lineales, asi como

el escaneo de doble deflexion para actualizar el sistema de escaneo.

En 1963, Pease construy6 el sistema MEB V con tres lentes magnéticas; comercializado
desde 1965, bajo el nombre de “Stereoscan” de Cambridge Scientific Instruments Mark
1. En la actualidad ha tenido grandes avances como la sofisticacion de las fuentes de

electrones para la emision de mas electrones y la mejora de la calidad de la imagen.

Desde 1968, el espectrometro de energia dispersiva (EDS) se utilizé en conjunto con
MEB para medir los rayos X mediante un detector de estado sélido. La evolucion mas
reciente de MEB es la generacion digital de imagenes, la visualizacion de las imagenes
en la computadora. Motivo por el cual, la mayoria de los MEB comerciales son equipados
con el sistema EDS y un software el cual permite analizar los datos recibidos a partir de
la conversion de la intensidad de la relacidn de rayos X a composiciones quimicas en

pocos segundos (1),

3.1.8.2 Componentes principales del MEB

La maquina MEB consta de los siguientes componentes ("273) figura 16:
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a. Pistola de electrones, fuente para generar electrones de alta energia.

b. Columna descendente para viajar los electrones a través de dos o mas

lentes electromagnéticos.

C. Sistema de deflexion ¢, que consiste en bobinas de escaneo.

d. Detector de electrones para electrones retrodispersos y secundarios.

e. Camara para la muestra.

f. Sistema informatico, consiste en la pantalla para mostrar las imagenes

escaneadas Y el teclado para controlar el haz de electrones.

| Microscope Cnlumnp

Electron Gun

Electron Beam
Scan Coil

Electron Lenses

Figura 16 Las dos partes principales del MEB
La columna de electrones y la consola electronica
(The Morning Call, Allentown, PA)

El microscopio electronico de barrido es constituido por siete sistemas operativos
principales: vacio, generador del haz, deteccion, procesamiento de sefales y
visualizacion y registro, dichos componentes determinan los resultados y las cualidades
de una micrografia, como el aumento, la resolucién, la profundidad de campo, el

contraste y el brillo 71-73),
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1. Sistema de vacio.

Se requiere vacio cuando se utiliza un haz de electrones debido a su rapida dispersion.
Sin el vacio suficiente en el MEB, es imposible generar y controlar el haz de electrones,

es decir, si hay oxigeno u otras moléculas, la vida del filamento se acorta drasticamente.

Es fundamental el control y funcionamiento del sistema de vacio. Al cambiar las
muestras, el haz debe apagarse y el filamento debe aislarse de la presion atmosférica
por medio de valvulas. El vacio se obtiene eliminando tantas moléculas de gas como sea
posible de la columna. La presion atmosférica a nivel del mar es igual a 760 mm Hg. Una
presion de 1 mm Hg se denomina Torr. El vacio del MEB debe ser inferior a 10 Torr.

Cuanto mayor sea el vacio (menor la presion), mejor funcionara el microscopio (7273),

2. Sistema de generacién de haz de electrones.

Localizado en la parte superior de la columna del microscopio, este sistema genera el
haz de electrones “iluminador” conocido como haz primario de electrones. El candn de
electrones es integrado por tres componentes: 1) un filamento o catodo hecho de
alambre de tungsteno, cristal de hexaboruro de lantano (LaB6) o hexaboruro de cerio
(CeB6), 2) un cilindro de Wehnelt que controla el flujo de electrones (polarizacion) y 3)
una placa de anodo con carga positiva para atraer y acelerar los electrones a lo largo de
la columna hasta llegar a la muestra. De acuerdo al tipo de muestra y de la resolucién
necesaria, dependera el voltaje el cual oscila entre 0.1 y 40 kV, la mas comun para

muestras bioldgicas o sensibles al calor es de 10 Kv (7273),
El sistema de generacion de haces, consta de (73

I. Interruptor principal de encendido y apagado para el alto voltaje, se puede

denominar “HV” para alto voltaje o “HT” para alta tensién.
Il. Resistencia de polarizacién variable, para regular la corriente del haz.

lll. Fuente de alimentacion de control de corriente de filamento, permite ajustar

la corriente del filamento, proporcionando la corriente de calentamiento
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necesaria para obtener un flujo constante de electrones para la emision

térmica.

La emision térmica y la emision de campo son dos tipos de emisién de haz.

La emision térmica excita a los electrones del filamento, mediante calor. Existen tres tipos
de filamentos de emisién térmica: flamentos de tungsteno que tienen forma de pluma,

filamentos de LaB6 siendo de hexaboruro de lantano y filamentos de CeB6.

Los filamentos de tungsteno pueden ser utilizados en vacios mas bajos (10 torr), sin
embargo, presenta una vida util corta de aproximadamente 100 horas y baja emision de
electrones, lo que se traduce en un material inadecuado para trabajos de alta resolucion

en un microscopio de barrido.

Los filamentos LaB6 presentan mayor emision de electrones, mejor resolucion y mayor
vida util de aproximadamente 2000 horas en comparacion a los filamentos de tungsteno.
No obstante, tienen un costo elevado y requieren de un mayor vacio (10-s torr). Mientras

que los filamentos CeB6 tienen las mismas caracteristicas, pero una larga vida util.

La emision de campo no se utiliza para excitar los electrones, se caracterizan por ser
una fuente de electrones frios, debido a que se extraen magnéticamente. El filamento
consta de un alambre de tungsteno puntiagudo fino que se mantiene con una carga
negativa alta junto con el resto del catodo, mientras que, el anodo se mantiene con una

carga positiva (73,
3. Sistema de manipulacion de haz de electrones.

Consta de lentes y bobinas electromagnéticas ubicadas en la columna del microscopio,

asi mismo, controla el tamafio, la forma y la posicion de los electrones.

Los campos electrostaticos y magnéticos, afectan a los electrones en movimiento. Los
electrones son controlados por un campo electrostatico, en el cafidén, mientras que en el

resto del MEB son controlados por lentes magnéticos.

Los MEB utilizan diversos lentes electromagnéticos para reducir el tamafio del haz. La

relacion entre las dimensiones del tubo de rayos catddicos (TRC) y el area a escanear
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controla la ampliacion del MEB. La ampliacién aumenta a medida que se escanean areas
mas pequefas en la muestra. Existen dos formas de ajustar el aumento en el MEB: 1)
Con el control de aumento para cambiar el area escaneada de la muestra 2) Ajustar el
punto focal del haz y el eje Z (distancia de trabajo) hasta obtener un aumento apropiado,
asi mismo, existen cuatro ejes de movimiento de la muestra con respecto al detector: 1)
el eje X (movimiento de lado a lado), 2) el eje Y (movimiento hacia adelante y hacia atras),

3) el angulo de inclinacion y 4) rotacion planar (73),

4, Sistema de interaccidon del haz con la muestra.

Acontece la interaccion del haz de electrones con la muestra y los tipos de sefiales
detectados. Se define como dispersién al proceso en el que un electrén primario entra

en una muestra antes de chocar con otra particula.

El resultado del impacto del haz primario en la muestra es la formacion de un
recipiente de reaccion en forma de lagrima. En el recipiente de reaccion se producen
seis 0 mas eventos diferentes (3. En la figura 17 se representan los electrones

retrodispersados y secundarios.

i.Electrones retrodispersados. Son electrones del haz original con un alto nivel
de energia, cercano al voltaje del cafidén. Su funcionamiento es util para
mostrar informacién de densidad atomica relativa en conjunto con informacién
tipografica. Un electron del haz primario puede dispersarse escapando de la

muestra, pero no atravesandola.

ii.Electrones secundarios. Se generan cuando un electrén primario desaloja un
electron de la muestra de la superficie, tienen un nivel bajo de energia, por lo
tanto, solo se detectan cuando se desaloja cerca de la superficie del recipiente
de reaccion. Su principal funcién radica en obtener informacién topografica y

de alta resolucién.

iii.Rayos X. Son emitidos cuando los electrones se desalojan de las orbitas
especificas de un atomo en la muestra, los cuales tienen una longitud de onda

y energia especificas del atomo por el que se originaron. Los detectores de
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espectrometros de rayos X miden la longitud de onda (espectréometro de
dispersion de longitud de onda o WDS) o el nivel de energia (espectrometro

de dispersion de energia o EDS).

iv.Luminiscencia catddica. Esta reaccion se define como la fluorescencia de
algunas moléculas de muestra cuando se expone a un haz de electrones, en

el microscopio electrénico de barrido.

v.Muestra actual. La corriente de muestra hace referencia al electrén primario
que sufre una dispersion suficiente de tal modo que la energia del electron

disminuye hasta un punto en el que el electrén es absorbido por la muestra.

vi.Electrones transmitidos. Si la muestra es suficientemente delgada, los
electrones primarios pueden atravesarla. Estos electrones son denominados
como electrones transmitidos y proporcionan informacion sobre la densidad

atomica.

Secondary
Electrons (SE)

Electron
Beam
Backscattered

Electrons (BSE) Collector Voltage

+300V for SEs and BSEs
-100V for BSEs only

+12kV

CRT
Scintillator

Collector Light Pipe

Figura 17 Diagrama de electrones retrodispersados y secundarios
(Goldstein et al, 2003)

5. Sistema de deteccion de senales.

Conformado por diferentes detectores, cada uno sensible a distintas emisiones de
energia/ particulas producidas en la muestra. El microscopio electrénico de barrido,

obtiene informacion topografica proporcionada por electrones secundarios.
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El detector de electrones secundarios atrae magnéticamente por un potencial de +200
voltios aplicado a la copa de Faraday, al entrar en el anillo, el electron es atraido y
acelerado con un potencial de +10 kV en el centellador, en donde golpean al centellador
para emitir fotones, para posteriormente viajar por el tubo de luz que golpea el
fotomultiplicador (PM). La funcion del fotomultiplicador es aumentar o amplificar la sefal

original.

Los rayos X son caracteristicos del elemento del que se originaron; pero si un rayo X
choca y es dispersado por otra particula, el rayo perdera energia y cambiara la longitud
de onda. Actualmente, existen dos detectores, siendo el detector de rayos X EDS, mismo
que recopila todo el espectro de rayos X desde 0 eV hasta mas de 30 eV. El detector
WDS detecta un rango especifico de longitudes de onda, pero las longitudes de onda
fuera de este rango no seran detectados. Debido a esto, el WDS es configurado para
detectar un rango pequefio, es decir, la sensibilidad del detector es mayor y permite una

mayor precision en el trabajo analitico 71-73).
6. Sistema de procesamiento de sefiales.

Este sistema electronico procesa la sefial generada por el sistema de deteccion y permite
una manipulacion electronica adicional de la misma. La sefial en el MEB es percibida en
una imagen que se ve en un tubo de rayos catddicos (CRT). La pantalla del CRT,
constituida por una serie de puntos o pixeles. La imagen se ve en términos de brillo y
contraste. El brillo es el valor real de cada pixel. Un pixel con un valor de 50 es mas
brillante que un pixel con un valor de 10. El contraste es la diferencia entre dos pixeles,
por ejemplo, el pixel A=50 y el pixel B=49, por lo tanto, el contraste entre ellos seria 1
unidad, lo que se considera como un contraste bajo. Por el contrario, si el pixel A=50 y
el pixel B=10, el contraste sera mayor.

El control de brillo o control de negro, controla el brillo de las pantallas de visualizaciéon y
grabacion a partir de la suma o resta de algun valor. El control de voltaje PM (contraste)
ajusta el amplificador del detector secundario o de retrodispersion, de forma similar al
control de volumen de una radio. El control de voltaje PM multiplica los pixeles por una
cantidad dada. Los ajustes entre los controles de brillo y contraste son los dos controles

principales para configurar una micrografia. El control de la imagen inverso o negativo
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invertira los valores de gris de la imagen, es decir, el negro se convierte en blanco y el

blanco se convierte en negro, esta funcion es utilizada para crear diapositivas (71-73),

7.

Sistema de visualizacién y registro.

Permite la visualizacién de una sefal electrénica mediante un tubo de rayos catodicos,

permitiendo el registro de los resultados mediante medios fotograficos o magnéticos.

El brillo, el contraste, la resolucion, el aumento, la profundidad de campo, el ruido y la

composicion determinan la calidad de una micrografia.

|. Brillo. Cuanto mas altos sean los valores generales de los pixeles, mas

brillante sera la imagen.

Il. Contraste. Diferencia entre el valor del pixel mas bajo y el valor del pixel

mas alto.

[ll. Resolucion. El factor fundamental que afecta la resolucion en el MEB es el
tamano del punto del haz, ademas existen otros factores, tales como la
distancia de trabajo, el tamano de la apertura, corriente de polarizacion del

haz, voltaje y la cilindricidad del haz.

IV. Ampliacion. Es la funcién del area escaneada y del tamafio de visualizacion
(CRT o pelicula).

V. Profundidad de campo. Se define como la regién de nitidez aceptable
delante y detras del punto de enfoque. La gran profundidad de campo obtenida
en el MEB permite realizar micrografias estereoscoépicas con facilidad, ademas

son valiosas para muestras nuevas y desconocidas.

VI. Ruido. Es cualquier nivel de brillo observado en una micrografia, blanca o
negra, que no sea resultado de la interaccion planificada del haz con la
muestra, mismo que se hace evidente cuando la relacién sefal-ruido se vuelve

desfavorable.
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VII. Composicion. Es la forma en que se presenta la micrografia, ademas
representa la combinacion de todos los caracteres mas la forma en la que se

enmarca el sujeto ("1-73),

3.1.8.3 Proceso de analisis MEB

Goldstein 73, describio el proceso de analisis del microscopio electronico de barrido
(MEB):

a. El analisis es realizado con un haz de electrones de alta energia con un
rango de 100-30000 eV.

b. El tamafo del punto de los MEB es menor a 10 ym, mientras que los
electrones recolectados de la lente final interactuan con la muestra y penetran con

una profundidad de 1 ym, dando como resultado la produccion de la imagen.

C. La imagen se crea punto por punto de acuerdo al movimiento de las
bobinas de escaneo, es decir, el haz de electrones se mueve en forma de linea

recta hasta producir una trama rectangular en la superficie de la muestra,

d. El detector de electrones sirve para localizar los electrones emitidos
(senales) de la muestra escaneada. Los electrones secundarios (SE) como los
electrones retrodispersados (BSE) son utilizados para la formacion de las

imagenes MEB.

e. Las sefales se muestran en la pantalla, y el operador puede modificar el
brillo y la intensidad hasta obtener una imagen ideal. Ademas, si se requiere

exactitud se aplica una ampliacion de 10 000x.

f. El voltaje de los electrones tiene influencia en los detalles proporcionados,
por ejemplo; la imagen escaneada sera ideal si se utilizan voltajes de aceleracién

bajos o menores a 5 keV.
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g. La imagen parcialmente tridimensional depende de la topografia de la
muestra en términos de forma, tamafo y textura de la superficie, ademas de la
cantidad de BSE y SE.

3.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Torabinejad y cols. ”® en 1995 informé que el MTA se considera como un material
bioactivo. Presentando propiedades de regeneracion de tejido duro en tratamientos de
recubrimiento pulpar, pulpotomia, tratamiento de perforaciones de furca, raiz y
apexogénesis. Inicialmente tiene un pH de 10.2 y a las tres horas posteriores de su

aplicacién alcanza un pH de 12.5.

Melo y cols. ™ en el 2011, comprobaron el desempefio idéneo de las nanoparticulas al
ser adicionadas en mezclas y morteros de cemento Portland, en concentraciones de
0.30%, 0.50% y 0.75% debido a su tamafio las particulas contribuyen al buen llenado de
los espacios vacios. Utilizé dos aditivos quimicos policarboxilato modificado y melamina-
formaldehido. Las propiedades investigadas fueron la resistencia a la traccién y a la
compresion y el moédulo de elasticidad secante (MOE), para el analisis de la
microestructura se utilizd microscopia electronica de barrido (MEB) y area de superficie
especifica (BET). El analisis de los resultados de las pruebas, concluyé que el mejor
desempefio de los morteros fabricados con 0.30% de nanotubos de carbono y un aditivo

reductor de agua de policarboxilato modificado de alto rango.

Marcondes y cols. 8 en el 2015, en investigaciones realizadas en el area de
nanotecnologia y cemento, demostraron que algunas adiciones de nanocompuestos al
cemento confieren modificaciones importantes en su microestructura lo que a su vez
proporciona resistencia, menos porosidad y mayor durabilidad. Ademas, con 95% de
significancia, se evidencio6 que las propiedades mecanicas de resistencia a la compresion
y a traccidn por compresion diametral, son afectadas por la eficiencia de la dispersion de

los nanotubos de carbono en el concreto de cemento Portland.
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Flores y cols. 7 en el 2016 analizaron y comparé a partir de la Emision de Rayos X
inducido por particulas (PIXE), Calorimetria diferencial de barrido (DSC),
termogravimetria (TGA) y difraccion de Rayos X (DRX) la composicion quimica del
cemento MTA Angelus® y un cemento Portland Blanco (CPB-CA), cuyos resultados
obtenidos en PIXE manifestaron que los componentes en mayor cantidad para los
cementos fueron el aluminio, silicio y calcio, a su vez, el bismuto solo se detecto en el
MTA Angelus®. Los elementos traza fueron el cobre y estroncio en el MTA Angelus® y
zirconio en el CPB-CA. En contraparte, el analisis de las fases de MTA-A y CPB-CA
demostraron que estan compuestos por tres fases iguales, silicato dicalcico, silicato
tricalcico y aluminato de tricalcico, la fase bismita se detectd unicamente en el MTA-A;
por lo tanto, concluyeron que ambos materiales son constituidos en mayor porcentaje
por calcio, silicio y aluminio y sus fases minerales son compuestas por silicato dicalcico,

silicato tricalcico y aluminato tricalcico.

An y cols. 76 en el 2018 evaluaron la viabilidad de las nanolaminas de 6xido de grafeno
(GONF) molidas mediante bolas producidas a partir de un proceso mecanico quimico a
base de cemento Portland ordinario (OPC). Se anadieron distintas concentraciones de
GONF (0.01-1% en peso) a la mezcla de pasta de OPC. Para el desarrollo de la
investigacion, se emplearon dos métodos de disefio de mezcla: en primer lugar, fue una
mezcla seca, donde se mezclaron los GONF y los polvos de OPC antes de la formacion
de la pasta, y en segundo lugar fue una mezcla humeda, se agregd una solucién de
GONF sonicada. Realizaron pruebas mecanicas de compresion y flexion, cuyos datos
arrojaron que la pasta de OPC en que se incorporé 0.05% de GONF obtuvo mayor
resistencia. Ademas, se realizaron pruebas con microscopio electrénico de barrido (MEB)
y una espectroscopia de energia dispersa (EDS) para identificar los GONF dentro de los
productos de hidratacion del cemento. Para analizar la viabilidad de los GONF mezclados
en seco (0.01-1 % en peso). Concluyeron que las propiedades mecanicas de todas las
pasas y hormigones con GONF han mejorado en comparacion del grupo control. De
acuerdo a las pruebas de resistencia a la compresion y a la flexidn, se concluye que

0.05% y 0.01% de GONF son ideales en combinacion de la pasta y el hormigon.

Liu y cols. ’” en el 2019 indicaron el potencial del MTA de impulsar la diferenciacion osteo/

odontogénica al aumentar la expresion de marcadores osteo/odontogénicos y el depaosito
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de calcio, promoviendo la migracion celular de hSCAP a través del Wnt/Via de

sefalizacion de catenina sin citotoxicidad.

Cerro-Prada y cols. "® en el 2020 observaron en un estudio de 90 dias, utilizando pruebas
mecanicas convencionales; que una minima cantidad de MWNT aumenta un 25% la
resistencia a la compresion y un 20% la resistencia a la flexion. Ademas, el mejoramiento
de las propiedades mecanicas y durabilidad del MTA, es atribuido al tamafio y relleno de
los CNT’s.

Ramezani y cols. 7° en el 2020 establecieron que la longitud y didmetro de los CNT’s
eran de 10-20 ym y 20-32.5 pm respectivamente, siendo las medidas optimas para

mejorar las propiedades mecanicas de los materiales.

Lozano y cols. 8 en el 2022 realizaron una investigacion centrada en la evaluacion de la
migracion celular a partir del ensayo de herida por raspado, en donde, sembraron HDPC
de los pasajes 2 a 4 a una concentracion de 2 x 10" células en una placa de 12 pocillos.
Después de 48h, realizo el raspado en la monocapa celular con una punta de pipeta
estéril de 100 pL y se expuso a los extractos de material o al grupo control (medio sin
extractos de material). Las distancias de migracion celular se evaluaron en tres intervalos
de tiempo: el primer periodo de 24h (0 a 24h), el segundo periodo de 24h (24 a 48h) y el
tercer periodo de 24h (48 a 72 h). Finalmente, el grupo control mantuvo la viabilidad
celular en todas las condiciones. A las 24 h de cultivo MTA mostré una viabilidad celular
disminuida en comparacién con el grupo control (p<0.0001; p<0.05, respectivamente). A
las 48h de cultivo, las células tratadas con MTA sin diluir evidenciaron una ligera
disminucién en la viabilidad celular (p<0.001). Sin embargo, las diluciones 1:2 de los
materiales exhibieron una citocompatibilidad comparable a la del grupo control a las 48
y 72h de cultivo. Mientras que la migracion celular, a las 72h de cultivo, el MTA promovid

la cicatrizacion de heridas sin diferencias significativas respecto al grupo control.

Niu y cols. 62 en el 2024 observaron que el tamafio y relleno de los nanotubos de carbono
(CNT’s) promueven el proceso de hidratacion del cemento MTA, a partir del relleno de
orificios internos y favoreciendo las propiedades mecanicas y la durabilidad de la matriz

de cemento.

45



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

El Agregado de Trioxido Mineral (MTA) es ampliamente utilizado en tratamientos
endodédnticos debido a su capacidad de sellado y biocompatibilidad. Sin embargo, su
principal limitacién es el tiempo de fraguado, lo que puede aumentar el riesgo de
solubilidad y fallas clinicas, prolongar el procedimiento y comprometer los resultados.
Esto representa un reto significativo para los odontdlogos, quienes requieren materiales

con mejores caracteristicas.

Por esta razon, investigaciones recientes han incorporado nanotubos de carbono (CNT’s)
en pequenas concentraciones (0.1% y 0.3%), observando una disminucion en el tiempo
de fraguado sin comprometer la resistencia a la compresion, radiopacidad o solubilidad
del material. Sin embargo, es fundamental continuar con la evaluacién de su
comportamiento bioldgico. A partir de ello, se plantea la siguiente pregunta de

investigacion:

¢, Como afecta la adicion de nanotubos de carbono en concentraciones de 0.1% y 0.3%
a la viabilidad celular y la capacidad de formacion de apatita (bioactividad) en un cemento
MTA?
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5. JUSTIFICACION

El Agregado de Trioxido Mineral (MTA) ha sido reconocido como uno de los materiales
mas eficaces en diversos procedimientos endododnticos, gracias a su capacidad de
sellado, biocompatibilidad y su habilidad para promover la formacion de tejido
mineralizado. No obstante, su principal desventaja es el prolongado tiempo de fraguado,
lo que puede comprometer la eficacia de tratamiento, aumentar el riesgo de
microfiltraciones, prolongar el procedimiento clinico y disminuir el confort del paciente.
Estos factores representan un desafio significativo para los profesionales odontolégicos,

especialmente en situaciones donde la rapidez y efectividad del sellado son criticas.

Por otro lado, se ha demostrado que los nanotubos de carbono (CNT’s) mejoran el
comportamiento de diversos materiales de construccion debido a sus excepcionales
propiedades fisicas y quimicas. Por esta razon, investigaciones recientes han
incorporado CNT’s a cementos a base de silicato de calcio (MTA) en pequefas
concentraciones (0.1% y 0.3%), observando una disminucion en el tiempo de fraguado
sin comprometer su resistencia a la compresion, radiopacidad ni solubilidad. Sin
embargo, es importante verificar la influencia de esta incorporacion en la viabilidad
celular y la bioactividad (formacién de hidroxiapatita), ya que un MTA modificado con
nanotubos de carbono podria representar una nueva generacion de cementos con

propiedades mejoradas, incrementando la seguridad y los resultados clinicos.

Al realizar este estudio, no solo se busca contribuir a la mejora de los materiales dentales
disponibles, sino también avanzar en el conocimiento sobre la interaccion entre

nanomateriales y su comportamiento biolégico.
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6. HIPOTESIS

° HO1. La adicion de nanotubos de carbono en diversas concentraciones no

tendra efecto en la viabilidad celular en un cemento MTA.

° Ha1: La adicion de nanotubos de carbono en diversas concentraciones

tendra efecto en la viabilidad celular en un cemento MTA.

° HO2. La adicion de nanotubos de carbono en diversas concentraciones no
tendra efecto en la capacidad de formacion de apatita (bioactividad) en un

cemento MTA.

° Ha2: La adicion de nanotubos de carbono en diversas concentraciones
tendra efecto en la capacidad de formacion de apatita (bioactividad) en un

cemento MTA.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Comparar el efecto de la adicion de nanotubos de carbono en diversas concentraciones
en la viabilidad celular y la capacidad de formacién de apatita (bioactividad) en un

cemento MTA.

7.2 Objetivos especificos

° Comparar el efecto de la adicion de nanotubos de carbono en

concentracion de 0.1% y 0.3% en la viabilidad celular en un MTA a 24, 48 y 72h.

° Evaluar el efecto de la adicién de nanotubos de carbono en concentraciéon
de 0.1% y 0.3% en la bioactividad en un MTA a los 7 y 14 dias.

° Evaluar la formacion de apatitas en la superficie de los cementos por medio

de Difraccion de rayos X de haz rasante.

° Evaluar la formacién de apatitas en la superficie de los cementos por medio

de Microscopia Electronica de Barrido.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Diseino experimental

Experimental in vitro.

8.2 Tamano de muestra

Se utilizé el método de Tang, calculando el tamano de la muestra con base a un estudio
previo trabajando a una potencia del 85% y un intervalo de confianza del 95%. Se obtiene
un tamafo de muestra de n=12, por grupo, para la prueba de viabilidad. Mientras que
para la prueba de bioactividad al ser un analisis descriptivo ya la sensibilidad de las
pruebas de caracterizacion (difraccion de rayos X de haz rasante y microscopia

electronica de barrido) solo se necesitd una muestra por grupo.

8.3 Criterios de selecciéon

8.3.1 Criterios de inclusion

) Muestras que sean integras al momento del ensayo.

) Muestras que cumplan con las dimensiones para las muestras de ensayo
postuladas por los requerimientos especificados para los cementos dentales de

obturacion retrograda.

8.3.2 Criterios de exclusion

) Muestras que al momento de la preparacion se fracturen.
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) Muestras que no cumplan con las caracteristicas para ensayarlos.

8.3.3 Criterios de eliminacion

° Muestras que durante el trabajo experimental se fracturen o que tengan la

presencia de burbujas.
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8.4 Variables

Variable

Definicion
conceptual

Variables independientes

Cementos MTA

Polvo color blanco
desarrollado para
endodoncia
indicado para
recubrimientos
pulpares directos

Variables dependientes

Viabilidad
celular

Bioactividad

Cantidad de
células sanas en
una poblacién

Propiedad que
provoca una
respuesta
biologica

especifica en la
interfaz de
material, lo que
resulta en la
formacién de un
vinculo entre el
tejido y el material

Definicién
operacional

Se utilizé cemento
MTA experimental
con

concentraciones de

01 y 0.3% de
nanotubos de
carbono.

Conteo celular a las
24, 48 y 72 horas,
después de la
elaboracion de la
muestra

Capacidad de
producir una capa
de apatitas sobre la
superficie del
material alos 7y 21
dias de elaboracién
de la muestra, por
medio de difraccién
de rayos x de haz

rasante y
microscopia
electronica de
barrido

52

Tipo de Unidad de
variable medida
Cualitativa e G1- MTA sin
nominal nanotubos
de carbono
o G2- MTA
con 0.1% de
nanotubos
de carbono
o G3- MTA
con 0.3% de
nanotubos
de carbono
Cuantitativa  Conteo celular
de razon
Nominal Ausencia o)
dicotémica presencia de
apatita



8.5 Concordancia y fiabilidad

El alumno investigador fue capacitado en la metodologia de evaluacion biolégica de
dispositivos médicos: preparacion de muestras y materiales de referencia con base a la
norma I1SO 10993-5 8! y en la metodologia de la preparacién de muestras con base a la
norma ISO 23317 %2, Fue asesorada en la interpretacion de los resultados por los

investigadores participantes en el proyecto.

53



8.6 Ubicacién espacio temporal

Las pruebas de viabilidad celular se realizaron en la Facultad de Odontologia de la
Universidad Auténoma de Chihuahua y la prueba de bioactividad, se realizé en la
Facultad de Estomatologia BUAP, Laboratorio de Materiales y Biomateriales Dentales,
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, México, las pruebas de caracterizacion se
realizaron en el Instituto de Investigacion en Materiales de la UNAM. En el periodo agosto
2024 — enero 2025.

8.7 Procedimientos

8.7.1 Elaboracion de los cementos

Se elaboré un cemento MTA experimental a partir de un cemento Portland blanco y
20%wt de tridxido de bismuto. El cemento Portland blanco y el cemento experimental
fueron previamente caracterizados 7%82), Posteriormente, se agregd el 0.1% wt y 0.3%
wt de nanotubos de carbono, los cuales fueron adquiridos de Sigma Aldrich, como

reactivo de alta pureza

8.7.2 Elaboracion de las pastillas y almacenamiento

Materiales:

° Cemento MTA.

° Losetas de vidrio estériles (15 *10 *2 cm).
° Espatula para cemento.

° Guantes de vinilo.

° Bandas de polietileno.

° Pinzas de algodon.
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° Agua destilada.
° Nanotubos de carbono (Aldrich, 724769, Lot. MKBQ3087V)

° Moldes para elaboracion de muestras de 2 mm de diametro x 3 mm de

profundidad.

Figura 18 Protocolo de elaboracion de pastillas de cemento MTA con diversas
concentraciones de nanotubos de carbono
A) Molde cilindrico estéril de 2 mm de diametro x 3 mm de profundidad. B) MTA en
diversas concentraciones, con peso de 500g. C) Pasta de MTA en diversas
concentraciones (G1- SNT, G2- 0.1% NT, G3- 0.3% NT de izquierda a derecha).
D) Retiro de la pastilla de MTA con diversas concentraciones de NTC’s de los
moldes cilindricos estériles.
(Fuente propia)

8.7.3 Prueba de viabilidad celular
Se prepard el cemento MTA en relacion polvo liquido (1g polvo- 0.33 de agua) en una

loseta de vidrio estéril, limpia y fria. Se colocé la mezcla de MTA con diversas

concentraciones de nanotubos de carbono, en el molde de acero inoxidable cilindrico
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estéril (2 mm de diametro * 3 mm de profundidad, con relacién entre area de superficie
del material y volumen medio de 3 cm? mL-', de acuerdo a lo establecido por la Norma
ISO 10993 1), Se dejo fraguar la muestra durante 4h y posteriormente se retiré del molde
de acero, posteriormente, las muestras se almacenaron a 37°C y en ambiente humedo

en 1 mL de DMEM (HyClone, UT, USA) durante 24h para obtener el medio condicionante.

Para obtener los resultados en la evaluacion de viabilidad celular, el recuento de células
se llevo a cabo alas 24 h, 48 hy 72 h, se utilizaron células L929 en placas de cultivo (96
pocillos con densidad de 2.5x103 células por pocillo). Después de 24 horas se designo el
dia “cero”, en donde se suplié el medio con Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) al
10% de suero fetal bovino y DMEM condicionado (24 h). Se separé el cultivo y se anadié
10 pL de MTT (0.5 mg/mL), donde se incubo durante 3 horas, después se retiré el MTT
y se agrego 100 pl de Dimetilsulfuro (DMSO), se llevé a la incubadora durante 15

minutos. Se realizaron las pruebas de absorbancia a 570 nm en un espectrofotometro.

Figura 19 Evaluacion de viabilidad celular
A) Placas de cultivo (96 pocillos con densidad de 2.5 x 103 células por pocillo). B)

Sustitucion del medio con Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) al 10% del

suero fetal bovino y DMEM condicionado (24h). C) Separacion del cultivo e

incorporacion de 10 uL. de MTT (0.5 mg/mL) para su incubacion durante 3h. D)
Prueba de absorbancia a 570 um en un espectrofotometro.

(Fuente propia)

Las células se colocaron en placas de 96 pocillos estériles (50-10000 células/pocillo) en

un medio estandar. Para la reproductibilidad, la incubacion se realizé a 37°C con 5% de
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CO2 después de 24 h o0 48 h; se agregd 20 yL de una solucién MTT, 5 mg/gr a cada
pocillo y la placa se incub6 durante 4 horas adicionales, el medio se aspir6 o elimind y
los pocillos se lavaron con PBS (soluciéon tamponada con fosfato), el colorante convertido
se solubilizé con etanol al 100%. La absorbancia del colorante convertido se midié a una

longitud de onda de 570 ym con sustraccion de fondo a 630-690 um.

8.7.4 Prueba de bioactividad

Se confeccionaron muestras de discos para cada grupo (15 mm de diametro x 1 mm de
espesor) en moldes de acero inoxidable (Figura 20). Las muestras fraguaron durante 1

hora a 37°C, con humedad relativa del 95%.

Figura 20 Protocolo de elaboracion de pastillas de cemento MTA con diversas
concentraciones de nanotubos de carbono

A) Molde cilindrico estéril de 15 mm de diametro y profundidad variable. B) MTA en

diversas concentraciones, con peso de 500 g. C) Pasta de MTA en diversas
concentraciones (G1- SNT, G2- 0.1% NT y G3- 0.3% NT de izquierda a derecha)

colocada en los moldes cilindricos estériles. D) Retiro de las pastillas de MTA

con diversas concentraciones de NTC’s de los moldes cilindricos estériles.
(Fuente propia)
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Posteriormente, las muestras se sumergieron verticalmente en SBF, cambiando
semanalmente la solucion SBF (Figura 21). Llevandola a una temperatura de 36.5°C

bajo agitacion, previo al recambio.

Figura 21 Recambio de solucion de 21 dias

SBF almacenado en matraz a 37°C. B) Barra agitadora con 140 mL de SBF a 36.5°C
en un vaso de precipitados de plastico con agitador magnético. C) Frascos herméticos
de vidrio con las pastillas de MTA y diversas concentraciones de NT’s (sin NTC’s, 0.1%
NTC’s y 0.3% NTC'’s de izquierda a derecha); con SBF. D) Recambio de 45.5 mL de la

nueva solucién de SBF en cada recipiente de vidrio de las pastillas de los grupos G1-

SNT, G2- 0.1% NT y G3- 0.3%.
(Fuente propia)

Los discos fueron sometidos a un proceso de recubrimiento con oro para obtener
imagenes de superficie en MEB y se evalud la formacion de apatita, utilizando difraccion
de rayos X de haz rasante, en donde se colocaron las pastillas en el portamuestras, para
identificar las fases, se compararon los picos con los del PDF-2 (2004) otorgado por el

ICDD (Centro Internacional de Datos de Difraccion).
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8.7.5 Elaboracioén de solucion de fluido corporal simulada (SBF).

A partir de la metodologia de la norma 1SO 23317 (2), se prepard una solucion de fluido

corporal simulada (SBF) 0

Para preparar 1000 mL de SBF, Se colocaron 700 mL de agua destilada en vaso de
precipitado de plastico con superficie lisa y sin rayones, en bafio de agua sobre el
agitador magnético y se cubrié con un film plastico. Se calent6 el agua en el a 36.5°C
bajo agitacion. Posteriormente se disolvieron los reactivos del 1° al 8° en orden como se
indica en la Tabla 2, en la solucion a 36.5 °C uno por uno, con la condicion de que el
reactivo anterior se haya disuelto por completo. Los reactivos 9° (Tris) y 10° se
disolvieron con el debido ajuste de pH y protocolo de disolucién del Tris, teniendo en
consideracion que los reactivos higroscépicos como KCI, K20HP4, MgCl26H20, CaClz,
se midieron en el menor tiempo posible. La temperatura fue establecida a 36.5°C y con
pH de 2.0. Al disolver toda la cantidad de Tris, se ajusto el pH de la solucién mediante el
electrodo del medidor de pH con HCI poco a poco a un pH de 7.4 a 36.5°C,
posteriormente se retird el electrodo de la solucién, se enjuagd con agua destilada e
intercambiada con iones, agregando los lavados a la solucidén. Se vertié la solucion
ajustada al pH del vaso de precipitados en un matraz aforado de 1000 mL. Se anadio el
agua intercambiada con iones y destilada hasta la linea marcada, se tapo6 el matraz y se

cubrio con film plastico, finalmente se enfrid la soluciéon a temperatura ambiente.

Tabla 2 Pedido, cantidades, recipientes para pesar, purezas y pesos de formula de reactivos

para preparar 1000 mL de SBF

Orden Reactivo Cantidad Recipiente Pureza (%) Peso de la
férmula
1 NacCl 8.03 ¢ Papel para pesar 99.5 58.44
2 NaHCOs 0.35¢ Papel para pesar 99.5 84.00
3 KCI 0.22¢ Botella de pesaje 99.5 74.55
4 KoHPO4*3H20 | 0.23 g Botella de pesaje 99.0 228.22
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5 MgCl2 *6H0 | 0.31g Botella de pesaje 98.0 203.30
6 1.0M.HCI 39 mL Cilindro graduado - -
7 CaClz 0.29¢ Botella de pesaje 95.0 110.98
8 Na2S04 0.07 g Botella de pesaje 99.0 142.04
9 Tris 6.119 Papel para pesar 99.0 121.13
10 1.0M - HCI 0-5mL Jeringa - -

Figura 22 Protocolo de preparacion de la solucion de fluido corporal simulada (SBF)

A) Reactivos a utilizar para la preparacion de la solucién de fluido corporal
simulada. B) Balanza analitica para el pesaje de los reactivos. C) Pesaje del
primer reactivo NaCl 8.035 g en la balanza analitica. D) Electrodo para medir pH
de la solucion de fluido corporal simulada. E) Medicion de pH de 7.40 con el
electrodo de la solucion de fluido corporal simulada. F) SBF en matraz cubierto
con film plastico para su almacenamiento.

(Fuente propia)
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8.8 Analisis estadistico

Una vez capturados los datos, se realiz6 prueba de normalidad Shapiro Wilks, para
verificar el uso de pruebas paramétricas. Los resultados fueron analizados en SPSS, con
el analisis de ANOVA, ya que se tienen tres grupos, se aplico la prueba post hoc Tukey

para comparaciones multiples, debido a que se encontraron diferencias entre los grupos.
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9. RESULTADOS

9.1 Viabilidad celular

La viabilidad celular a las 24h, es similar en los 3 grupos de investigacion, en donde, el
G1- SNT muestra una viabilidad de 170%, G2- 0.1% NT una viabilidad celular de 168%
y G3- 0.3% NT, presentd una viabilidad celular de 166% (ANOVA p > 0.05), no se
encontraron diferencias estadisticas en este periodo de tiempo entre los grupos, como

se observa en la figura 23.

200
ANOVAp >0.05

175

150

[y
N
wv

100

~
(%}

% de Viabilidad (del basal)

50

25

166

24h

HGl mG2 uG3

Figura 23 Resultados de viabilidad celular a las 24h
Se graficé la media y las barras de error representan la desviacion estandar
(Fuente propia)

A las 48h se presentd en el G1- SNT una viabilidad celular de 110%, el G2- 0.1% NT
expuso una viabilidad celular de 95%, mientras que el G3-0.3% NT expuso una viabilidad
celular de 108%. Se observé una disminucion en la viabilidad en todos los grupos; sin
embargo, todos cercanos al 100% del basal, se encontraron diferencias estadisticas
entre todos los grupos (ANOVA p<0.05, post hoc Tukey p<0.05). Los resultados no se
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consideran citotoxicos debido a que estan por arriba del 90% del porcentaje de viabilidad
(del basal), los resultados se muestran en la figura 24.

ANOVA p <0.05, post hoc Tukey p < 0.05
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Figura 24 Resultados de viabilidad celular a las 48h
Se grafico la media y las barras de error representan la desviacion estandar. Las letras
diferentes entre grupos representan las diferencias estadisticas.
(Fuente propia)

Los resultados a las 72h se muestran en la figura 25, se observé que en el G1- SNT
aumento la viabilidad a 140%, mientras que el G2- 0.1% NT y el G3- 0.3% NT
disminuyeron a 84 y 63% respectivamente, se encontraron diferencias entre todos los
grupos (ANOVA p< 0.05, post hoc Tukey p<0.05).
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Figura 25 Resultados de viabilidad celular a las 72h
Se graficé la media y las barras de error representan la desviacion estandar. Las letras

diferentes entre grupos representan las diferencias estadisticas.

(Fuente propia)

La comparacion de la viabilidad de cada grupo experimental por tiempo se observa en la
figura 26, de acuerdo a los intervalos de tiempo 24h, 48h y 72h. Se observa una
reduccion de la viabilidad a las 48 h en todos los grupos, sin embargo, solo el G1- SNT
aumenté la viabilidad las 72h, se encontraron diferencias estadisticas en cada grupo por
tiempo (ANOVA p< 0.05, post hoc Tukey p<0.05).
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Figura 26 Comparacion de resultados a las 24, 48 y 72h
(Fuente propia)

9.2 Bioactividad

10.2.1 Difraccién de rayos X de haz rasante

En el analisis de DRX, no se encontrd ningun indicio de formacion de hidroxiapatita, sin
embargo, se observé la presencia de Calcita (Carbonato de calcio) un precursor de
apatitas, sus picos se compararon con la base de datos del “Power Diffraction File” PDF
05-0586, los picos se encuentran identificados en los 3 grupos en la figura 27. De igual
manera se observan picos asociados al trioxido de bismuto en su forma mineral de
Bismita PDF 41-1449.
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Figura 27 Difraccion de rayos X de los 3 grupos
¢Ca- Calcita/Carbonato de calcio marcada con linea roja punteada. eBismita/ Trioxido

de Bismuto marcado en linea morada punteada.

(Fuente propia)
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9.2.2 Microscopia Electréonica de Barrido

9.2.2.1 Cementos sin hidratar

Se tomaron imagenes de bismuto y MTA experimental antes de ser agregados a las
mezclas de los cementos. Las figuras 28, 29, 30 y 31 corresponden al bismuto y MTA

después de haber sido tratados en el molino respectivamente.

Se observa que las particulas de Bismuto (Bi) presentan una superficie heterogénea, con
particulas de forma irregular y un tamafo entre 0.5 ym y 50 um, mientras que las de los

nanotubos de carbono se encuentran entre menores a 10nm.

- ‘L\j

e b

£ Lf UNAM f-'?;«;

Figura 28 Bismuto (Bi) por medio de MEB, con magnificacion de 500X
Se observan las particulas de Bismuto (Bi) de forma de cristales alargados brillantes
con tamano de entre 5-25 um
(Fuente propia)
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Figura 29 Composicion de G1-SNT a 2,500X y 50,000X
(Fuente propia)

Figura 30 Composicion de G2- 0.1% NT a 2,500X y 50,000X
En la figura A) se observan particulas de Bismuto (Bi) representado con una estrella,

con tamanio de entre 2-10 um. B) Nanotubos de carbono sefialados con una flecha.

(Fuente propia)
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Figura 31 Composicion de G3- 0.3% NT a 2,500X y 50,000X
Figura A) se observan particulas de Bismuto (Bi) con tamafo de entre 2-10 um. En la
figura B) se observan nanotubos de carbono senalados con una flecha.
(Fuente propia)
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9.2.2.2 Superficies de los cementos después de la prueba de bioactividad

A partir del MEB con electrones secundarios se tomaron las imagenes de la superficie
de los cementos, en donde, se observan aglomerados en la superficie que corresponden

a imagenes de apatitas de acuerdo a lo reportado por la literatura.

A los 21 dias, el tamario de los aglomerados en G1- SNT y G2- 0.1% NT aumentaron de
tamano, con un diametro uniforme cercano a las 10 ym, mientras que el G3- 0.3% NT de
manera similar presenta un diametro uniforme, pero con tamafio que oscila entre 2.5 pm

-5 um.

El G1- SNT y G3- 0.3% NT muestran aglomerados con estructura definida en
comparacién al G2- 0.1% NT.

Los grupos con los agregados muestran crecimientos de aglomerados en toda la
superficie de los cluster, el G2- 0.1% NT muestra mas cluster en comparacién al G3-
0.3% NT.

SEl 10kV WD12mm x1,000 10pm  —
IIM-UNAM

SEI 10kV  WD12mm x2,500 10pm
IIM-UNAM

Figura 32 Superficie del G1- SNT después de la prueba de bioactividad a 1,000X y
2,500X
Figura A) se observan aglomerados en la superficie con tamario de entre 2.5-10 um,

mientras que en la figura B) los aglomerados oscilan entre 10-15 um.

(Fuente propia)
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Figura 33 Superficie del G2- 0.1% NT después de la prueba de bioactividad a 1,000X y
2,500X
Las imagenes de la superficie del G2- 0.1% NT, A) y B) muestran aglomerados no
homogéneos con un diametro uniforme cercano a las 2.5 um.
(Fuente propia)

SEl 10kV WD12mm x1,000 10pm  — SEI 10kV WD12mm x2,500 10pm
IIM-UNAM 1IIM-UNAM

Figura 34 Supefficie del G3- 0.3% NT después de la prueba de bioactividad a 1,000X y
2,500X
Las imagenes de la superficie del G3-0.3% NT, A) y B) muestran aglomerados

homogéneos con un diametro uniforme de alrededor 2.5 um.

(Fuente propia)
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10. DISCUSION

En este estudio se evalud la viabilidad celular y bioactividad de un cemento MTA al
agregar nanotubos de carbono en concentraciones de 0.1% y 0.3%. EI MTA, es un
material con diversas aplicaciones clinicas, sin embargo, no esta exento de sus
desventajas como la fragilidad, escasa resistencia al agrietamiento. Con la finalidad de
mejorar las deficiencias del MTA, se ha descubierto tras diversos estudios y
experimentos, que las propiedades mecanicas y subsecuentemente la durabilidad han
mejorado significativamente al agregar nanotubos de carbono; debido a sus propiedades
fisicas, surgiendo como nanorellenos que atribuyen propiedades mecanicas y térmicas.
De acuerdo a investigaciones, el tamafo y relleno de los nanotubos de carbono
promueven el proceso de hidratacion del cemento MTA, a partir del relleno de agujeros,

favoreciendo las propiedades mecanicas y la durabilidad de la matriz del cemento.

Los resultados de viabilidad celular del cemento MTA con nanotubos de carbono en
concentraciones de 0.1% y 0.3% mostraron que, a las 24h los 3 grupos de investigacion
no presentaron diferencias estadisticas (ANOVA p> 0.05). Los valores disminuyeron
significativamente entre todos los grupos (ANOVA p< 0.05, post hoc Tukey p< 0.05)
después de 48 h, pero todos cercanos al 100% del basal. Los valores disminuyeron
significativamente en los 3 grupos (ANOVA p< 0.05, post hoc Tukey p< 0.05) a las 72h.
Concluyendo que no se considera citotoxico debido a que los valores son mayores al
100%. En investigaciones como las de Nabavizadeh y cols.83 en donde se evalud la
citotoxicidad de un cemento MTA y de un nuevo cemento a base de nanoparticulas de
silicato de calcio Nano Fast Cement (NFC) en seis concentraciones diferentes, se
utilizaron fibroblastos gingivales L-929, en medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) y 10% de suero fetal bovino (FBS), en una atmdsfera de 5% CO2/ 95% de aire
a 37°C; las cepas de células primarias derivadas de tejidos humanos vitales fueron
esenciales para reproducir el medio in vitro, se sembraron 10* células de la cuarta
coleccion en 96 pocillos. Se realizo un estudio colorimétrico de metiltiazoltetrazolio (MTT)
alas 24,48y 72h, los valores de absorbancia se midieron con un lector de placas ELISA
con longitud de onda de 540 nm, en los analisis estadisticos, empled post hoc Tukey,

LSD y prueba T independiente con el programa SPSS, version 16.0; en la viabilidad
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celular con diferentes concentraciones e intervalos de tiempo (p= 0.649), se observé que
a las 74h los valores de viabilidad disminuyeron, sin embargo, no se presentd una
diferencia significativa entre el primer y segundo ensayo de MTT (p = 0.987). Ademas, la
citotoxicidad aumenté significativamente a concentraciones superiores a 6.25 pg/mL.
Finalmente, concluy6 que el tiempo, la concentracion y la composicion del cemento son
factores que predisponen la citotoxicidad del cemento; Wang y cols.®* evalué a las 24 y
72h a partir de un ensayo de MTT la proliferacién de células HCEM con estimulacion de
nanotubos de carbono, asi mismo, a los 7 y 10 dias con tincién con rojo de alizarina S
se evaluaron los niveles de deposicién de calcio. Mientras que la reaccion en cadena de
polimerasa cuantitativa, en distintos intervalos de tiempo siendo 3, 7 y 10 dias midio la
expresion geénica relacionada con la mineralizacion y a los 14 dias se analiz6 el cultivo
con nanotubos de carbono a partir de MEB, en donde se concluy6 que los nanotubos de
carbono se proponen como un componente innovador bioactivo para materiales de
regeneracion del tejido periodontal apical, por medio de la regulacion de la mineralizacion
de los cementoblastos al favorecer la mineralizaciéon de las células HCEM; Oliveira y
cols.8 en su investigacion empleando células madre del modelo humano de dientes
temporales, se evaluo la viabilidad celular, el estrés celular oxidativo y la integridad del
ADN a partir de los efectos de los nanotubos de carbono multipared carboxilado
(MWCNT - COOH) cuyos resultados demostraron que no se presentoé toxicidad en las
células madre, es decir, mantuvieron su viabilidad después de la exposicion a MWCNT -
COOH), ademas la actividad de la superdoxido dismutasa no ocasiond efectos
genotodxicos; Dayi y cols.® en su estudio in vitro, realizd una mezcla homogénea con
MTA Angelus agregando 0.1% wt y 0.3% wt, mismos que se compararon con MTA
Angelus puro, en donde el efecto citotdxico de las muestras se determiné a las 24 y 72h
mediante la prueba MTT, kits de estado oxidante total (TOS) y la capacidad antioxidante
total (TAC) utilizando fibroblastos gingivales, cuyos datos se analizaron estadisticamente
con ANOVA unidireccional y post hoc Tukey, los resultados mostraron que la capacidad
antioxidante total presentoé diferencias estadisticas entre los grupos de material y el grupo
control a las 24 y 72h y entre los grupos con 6xido de grafeno y el grupo control en el
MTT alas 72 h y la capacidad antioxidante total y el estado oxidante total a las 24 y 72h
(p< 0.05). Finalmente, se concluye que al agregar oxido de grafeno al MTA disminuye
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considerablemente su capacidad antioxidante de acuerdo a la dosis y el tiempo, ademas
incrementa la toxicidad y la cantidad de oxidante, no obstante, en diversas

concentraciones puede favorecer el éxito del recubrimiento pulpar.

En el analisis de DRX, no se encontrd ningun indicio de formacion de hidroxiapatita, sin
embargo, se observa la presencia de Carbonato de calcio (Calcita) un precursor de
apatitas, sus picos se compararon con la base de datos del “Power Diffraction File” PDF
05-0586. En investigaciones como las de Sorrentino y cols.?” donde se analizé la
localizacion y caracterizacion de la fase cristalina y la concentracion de Ca en las
deposiciones ricas en Ca en la fase temprana de la biomineralizacion en células madre
mesenquimales 6seas (bMSC) humanas mediante tomografia de rayos X suaves y
criogénicas (cryoSXT) y microscopia crio-XANES (cryoXANES), cuyos resultados
mostraron que la calcita cristalina se encuentra en depdsitos ricos en Ca en bMSC a los
4 dias después de la induccion osteoblastica (bMSC-4D), mientras que a los 10 dias
después de la induccion osteoblastica, los cristales de hidroxiapatita y sin CaCO3 se
detectaron depdsitos en células madre mesenquimales basales (CMMB). Esto indica que
la calcita es uno de los precursores del proceso de biomineralizacion, que finaliza con la
formacion de hidroxiapatita en las células madre mesenquimales basales; Jefferson y
cols.8 en su investigacion a partir de cafia azlcar refinada para obtener carbonato de
calcio a partir del método de calcinacion, posteriormente el carbonato de calcio obtenido
y el acido ortofosforico, fueron utilizados como precursores de calcio y fésforo para
sintetizar hidroxiapatita por medio del método de precipitacion humeda, en la
investigacion morfolégica mostrd diversas particulas de carbonato de calcio, la imagen
de MEB mostré una alta aglomeracion de particulas de carbonato de calcio y las
nanoparticulas de hidroxiapatita sintetizadas, el analisis de DRX y WAXS confirmé la
fase de carbonato de calcio que coexiste con hidréxido de calcio y 6xido de calcio, con
una sola fase de hidroxiapatita; Irfa’i y cols- 8 estudio que las fuentes de calcio a partir
de la materia prima de carbonato de calcio precipitado en polvo mediante etapas de
procesamiento de polvo por calcinacién- disolucion-precipitacion pueden ser utilizadas
para la elaboracion de materiales biomédicos, ademas la calcita carbonatada se ha
establecido como un precursor en polvo para la produccion de hidroxiapatita

carbonatada; Y. Azis y cols.®® en su investigacion, el carbonato de calcio precipitado

74



obtenido a partir de la modificacién del método de carbonatacion utilizando arrecifes de
coral, en donde los resultados del analisis de DRX se obtuvieron cristales de carbonato
de calcio en forma de calcita, los cuales son similares al estandar de calcita (ICD 01-078-
4614) con el sistema cristalino romboédrico, asi mismo en el analisis MEB-EDX las
particulas de carbonato de calcio precipitado mostraron una pureza del 99%, es decir,
ofrecidé excelentes propiedades para ser utilizado como precursor de hidroxiapatita; Thi
y cols.®’ en su estudio a partir de la transformacion de fase de calcita en solucion de
Na2HPO4 de 1mol/L se sintetizd hidroxiapatita carbonatada (CHAp), en donde los
resultados mostraron que la estructura de CHAp estaba constituida por nanocristales con
forma de aguja, de entre 48 y 63 nm de longitud y entre 8 y 10 nm de ancho; Ghouse y
cols.?? sintetizd hidroxiapatita a partir del precursor de calcio en carbonato de calcio puro
(CaCOs3) extraido de cascaras de huevo mediante calcinacion, posteriormente el
dihidrato de fosfato de hidrégeno y calcio (DCPD) se agregaron a través de una ruta
mecanoquimica simple durante 2 horas, la mezcla de polvo se sometioé a un tratamiento
térmico a 800°C para obtener hidroxiapatita, el analisis DRX confirmé la formacién de
hidroxiapatita en el polvo sintetizado con un tamafio promedio de cristalito de 26.35 +-
0.1 nm con tamafo de particula aglomerada de 520 nm, el EDX validé la composicion
elemental de hidroxiapatita con una relacién Ca/P de 1,76, por lo tanto, la calcita se ha

utilizado con éxito como un precursor de calcio para la produccion de hidroxiapatita.

En este estudio, a los 21 dias después de la elaboracién de las muestras. Se evalué la
bioactividad en tres grupos experimentales siendo MTA experimental, MTA con 0.1% de
NTC’s, MTA con 0.3% de NTC'’s, a partir del analisis de DRX se observo la presencia de
calcita el cual ha sido reportado como un precursor de hidroxiapatita, de igual manera
para poder visualizar hidroxiapatita en nuestra investigacion se necesita un periodo de
tiempo mas largo, ya que la cantidad de apatita formada es insuficiente para poder
detectarla por DRX, debido a que la principal limitante de la prueba es que la cantidad
de apatita no debe ser menor al 3%. Sin embargo, en las figuras se muestran superficies
con caracteristicas similares a otros articulos donde han sido identificadas apatita. Estos
datos son consistentes con lo reportado por Ashokan y cols.?® que observé que, para
mejorar la presencia de hidroxiapatita sintetizada a partir de calcita, existen diversos

parametros tales como la temperatura de reaccion, el tiempo de reaccion y la velocidad
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de agitacion, sustentados por los analisis FTIR y TG. El aumento del tiempo de reaccién
mejoro la formacion de la fase de hidroxiapatita y la relacion Ca/P en donde se acerco al
valor ideal de hidroxiapatita. Las microesferas de hidroxiapatita obtenidas a partir del
carbonato de calcio (calcita) prometen ser un material ideal para aplicaciones biomédicas
debido a su morfologia uniforme, distribucién de tamafo estrecho, alta pureza y mejor
area superficial. Naubnome y cols.et® en su estudio demostré la formacién de un polvo
cristalino monofasico de hidroxiapatita de calcio (Ca-HA) mediante una solucién acuosa
con multiples fuentes de fosforo (calcita), en donde, en todos los patrones de DRX
obtenidos de las diferentes fuentes de fésforo concuerdan con el modelo de estructura

cristalina.
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11.CONCLUSIONES

1. A las 72h se observé una significativa reduccion en la viabilidad en los 3

grupos de investigacion.

2. El agregar nanotubos no se considera citotoxico en ningun intervalo de

tiempo, debido a que los valores a las 24, 48 y 72h son mayores al 70%.

3. En la prueba de bioactividad, en ningun grupo se encontré indicio de
formacion de hidroxiapatita, sin embargo, se observé Calcita que es un precursor

de apatitas, por lo que se sugiere aumentar el tiempo de prueba.
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