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RESUMEN

El Cemento de Ionomero de Vidrio (CIV) es un biomaterial utilizado en Odontologia por
los beneficios que ofrece, tales como la adherencia quimica al tejido dental, modulo
elastico similar al esmalte y dentina, liberacion de flaor (F), entre otros. Sin embargo, existe
evidencia de que las restauraciones se pierden por la aparicion de caries secundaria y, por
tanto, se han hecho esfuerzos por agregarle compuestos antibacteriales como antibioticos,
sales de amonio cuaternario, propoleos y nano particulas (NP) de metales. Asi, el objetivo
del estudio, fue sintetizar particulas nanométricas de cobre (NCu), agregarlas al CIV y
evaluar la viabilidad celular y propiedades antibacteriales, sin modificar negativamente las
propiedades mecanicas, adhesivas y de liberacion de F.

Las nano particulas de cobre (NCu) fueron sintetizadas mediante 3 métodos, basados en la
reduccioén del acetato de Cu con 4cido ascoérbico y la caracterizacion se llevo a cabo
mediante FTIR, EDX, XPS, DRX, DLS y TEM. Una vez modificado el material con 4
concentraciones diferentes de NCu, se caracterizo por FTIR, mapeo EDX, XPS, DRX y
Raman. La viabilidad celular se determiné utilizando fibroblastos humanos de pulpa dental
(FHPD) en contacto con los extractos del CIV y CIV modificado (CIVM) con NCu, siendo
evaluado con AlamarBlue a distintos tiempos (0-48 h); las propiedades antibacteriales
fueron evaluadas con las cepas S. mutans y S. sanguinis mediante el crecimiento de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por el método de difusion en caldo y la
caracterizacion mecanica evaluo los esfuerzos maximos a compresion, flexion y adhesion.
Al final, se comprobo la liberacion de flior para el material comercial y el modificado con
las 4 concentraciones de NCu.

El método para la sintesis de NCu produjo 6xido cuproso (CuxO), observandose en el
espectro de IR residuos del L-acido ascorbico. Ademads, el XPS presentd una energia de
enlace en 933 y 953 eV que indica la presencia de Cu®*" y Cu° respectivamente. La
caracterizacion mediante TEM confirm6 el didmetro nanométrico de algunas particulas,
con un promedio de 10.87 nm. La viabilidad de los FHPD se redujo al entrar en contacto
con todas las muestras, sin embargo, esta viabilidad se mantuvo superior al 74% después de

48 h. Ademas, se obtuvo un porcentaje de viabilidad superior a 68% cuando las células
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estuvieron en contacto con el CIVM. La actividad antibacterial se registr6 con una
reduccion del 80% al entrar en contacto con el CIVM a una concentracion superior al 1%
p/p para ambas cepas. La resistencia a la flexion y compresion resultaron similares entre
todos los grupos de CIV y CIVM vy la liberacion de F se vio reducida cuando se
incorporaron las NCu al CIVM.

El CIVM con NCu es un material con potencial antibacterial cuando se modifica en un
porcentaje superior al 1% p/p y ésta adicion, no compromete significativamente la
viabilidad celular en presencia de fibroblastos de origen pulpar. Todo esto, sin afectar el

comportamiento mecanico del material.



ABSTRACT

Glass Ionomer Cement (GIC) is a biomaterial used in dentistry due to its benefits such as
chemical adherence to both, enamel and dentin, elastic modulus similar to dental tissue and
fluoride release. However, there is evidence that these restorations fail due to secondary
caries, therefore, efforts have been made to give an antibacterial behavior by incorporating
antibiotics, quaternary ammonium salt, propolis and metal nano-particles. Thereby, the aim
of this study was to synthesize copper nano-particles (NCu) and to incorporate it to a
commercial GIC matrix and to assess its cellular viability against human dental pulp
fibroblast (HDPF) and its antibacterial activity against oral cavity strains, as Streptococcus
mutans and Streptococcus sanguinis, without negatively affecting both, mechanical and
adhesive properties and the fluoride release.

NCu were synthesize using copper acetate reduction with ascorbic acid and its
characterization was carried out by FTIR, EDX, XPS, DRX, DLS and TEM. Once obtained
a nanometric copper particle, the GIC was modified at 1, 2, 3 and 4 wt.% of NCu and then
characterized by FTIR, EDX mapping, XPS, DRX and Raman. HDPF viability was
evaluated by AlamarBlue test up to 48 h while antibacterial activity was assessed by CFU
growth in broth diffusion test. Mechanical properties were measured by both compressive
and flexural strength and by adhesion to dental tissue by shear bond strength test. Finally,
fluoride release for CIV and CIVM was tested.

The method of NCu synthesis rendered cuprous oxide (Cu20) with L-ascorbic acid residues
as observe by FTIR. However, XPS exhibited peaks at 933 and 953 eV, which indicates the
presence of Cu?" and Cu’, respectively. TEM confirmed the nano-metric size of the
particles, with 10.87 nm average size. HDPF viability was reduced after contact with
extracts of modified MGIC although it remained up to 74% after 48 h, being this value
similar to unmodified GIC extracts (68%). Antibacterial activity showed an 80% reduction
in UFC count when both, S. mutans and S. sanguinis comes into contact with the MCIV at
a concentration higher than 1 wt.%, after 48 h. Moreover, bending and compression

strength showed similar values between GIC and GICM when 1 and 2 wt.% of NCu were
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added. Fluoride release was also reduced when NCu were incorporated into CIVM at
concentration greater than 2 wt.%.

In summary, MGIC is a material with antibacterial potential when used at concentrations
higher than 1 wt.% of NCu and this modification does not significantly compromise pulp

fibroblasts  viability and mechanical behavior but only fluoride release.
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INTRODUCCION

Con el advenimiento de avances en el area de investigacion cientifica para las diferentes
areas del conocimiento humano, se han descubierto campos de estudio y aplicaciones que
se complementan entre si. En este constante intercambio interdisciplinario, se van abriendo
posibilidades para el desarrollo de tecnologia, estableciendo con ello la generacion de
conocimiento de novo. Estas virtudes son caracteristicas del area de la ciencia de la salud,
en donde actualmente existe el intercambio de conocimientos multi e interdisciplinarios,
haciendo importantes aportaciones para el mejoramiento de implementos médicos, donde
hasta hace algunos afios, los mejores esfuerzos estaban relacionados con la supervivencia
del paciente posterior a la remocion de algun tejido u 6rgano danado para después ocuparse
de la rehabilitacion. Ahora la meta es limitar el dafio con la minima intervencién e incluso,
establecer medidas preventivas para no permitir que la enfermedad comience.

En el area de la odontologia, la ciencia de los materiales dentales ha tenido interaccion con
la quimica desde el principio de los tiempos, sin embargo, el desarrollo ha llevado a
adaptaciones de los biomateriales segin las necesidades. Asi, actualmente encontramos en
el mercado todo tipo de material que puede usarse, metales, cerdmicos y polimeros,
incluyendo materiales compuestos. En estos biomateriales, se comenzaron a utilizar
antibidticos como aditivos para reducir los casos de infeccion posquirtrgica, y tan pronto se
extendio el uso, surgid el problema de resistencia bacteriana y alergias asociadas. Tal fue el
problema que actualmente se han hecho esfuerzos por encontrar otros compuestos para
obtener los beneficios de usar agentes antibacteriales, pero sin utilizar antibioticos; asi se
han incorporado productos sintéticos como las sales de amonio cuaternario y productos
naturales como el propoleo.

La caries dental, es una enfermedad que afecta a més del 95% de la poblacion mundial y es
la principal causa de extracciones dentales [1]. Estad presente en todas las regiones
geograficas, estratos socioeconomicos, afectando por igual a todos los niveles etarios y
géneros. Existen tres etapas de la caries dental (I a III) en la cual el diente puede ser
restaurado afectando al esmalte, dentina, cemento radicular o a los tres juntos. Cuando la

enfermedad, que destruye tejidos dentales, es detectada a tiempo, se puede restaurar con



diversos materiales dentales para sustituir el tejido natural degradado. Existen materiales
cerdmicos llamados cementos de iondomero de vidrio que son utilizados debido a la
similitud con el mddulo elastico de la dentina, haciéndolo un excelente reemplazo para este
tejido. Se utiliza en algunas técnicas restaurativas en las que es imposible utilizar materiales
adhesivos que involucran sustancias hidrofobas. Ademads, existe evidencia de que las
restauraciones dentales fallan y se pierden por efectos fisicos y quimicos que ocurren en el
medio bucal constantemente, observandose restauraciones defectuosas que hay que cambiar
o reparar en grandes porcentajes. Tal es la relevancia de este problema, que actualmente es
necesaria la incorporaciéon de aditivos que mejoren las propiedades mecanicas o
antibacteriales de los materiales para evitar el sobre tratamiento de los mismos organos
dentales (OO.DD).

Entre las ventajas de adicionar sustancias antibacteriales como las nano particulas de cobre,
es que se utilizan a una baja concentracion debido a su mayor area superficial, sin afectar
las propiedades mecanicas. En comparacion con la modificacion tradicional con
antibioticos, estos aditivos no generan resistencias bacterianas ni se han reportado
reacciones alérgicas secundarias. Por ello, la filosofia de la odontologia maximamente
preventiva y minimamente invasiva, ha traido beneficios clinicos favorables al utilizar la
técnica restaurativa atraumadtica (TRA). Sin embargo, existen mejoras que se pretenden
resolver con aditivos para evitar la replicacion bacteriana, pues se deja tejido
potencialmente afectado, con carga bacteriana viable para la proliferacion.

Considerando todo lo anterior, en esta investigacion se propone la modificacion de un
cemento de ionomero de vidrio (CIV) con nano particulas de cobre (NCu), como aditivo
antibacterial. Se medirdn las propiedades antibacteriales, mecanicas y adhesivas previo y
posterior a la modificacion con las NCu para evaluar los cambios que pudieran encontrarse

y reportar las ventajas o desventajas de esta modificacion.



HIPOTESIS

El cemento de ionomero de vidrio modificado con nano particulas de cobre, tendra accion
antibacterial y no modificara las propiedades fisicoquimicas, mecanicas o adhesivas del

material.



OBJETIVOS

General

Evaluar el efecto de la incorporacion de NCu, como inhibidor de la actividad bacteriana,

sobre las propiedades fisico quimicas, mecanicas y adhesivas del CIV.

Especificos

1. Sintetizar nanoparticulas de cobre (NCu)

2. Caracterizar fisicoquimicamente NCu mediante FTIR, XPS, SEM-EDX, DRX y TEM.

3. Modificar el cemento de iondmero de vidrio (CIV) con NCu a distintas concentraciones
(CIVM)

4. Caracterizar fisicoquimicamente y opticamente al CIV y CIVM, mediante FTIR, Raman,
XPS, SEM-EDX y DRX.

5. Evaluar la viabilidad celular sobre fibroblastos humanos de pulpa dental en contacto con
extractos de CIV y CIVM.

6. Evalular el potencial antibacterial del CIV y CIVM contra Streptococcus mutans y
Streprococcus sanguinis

7. Comparar las propiedades mecanicas de compresion, flexion y adhesion del CIV y
CIVvM

8. Comparar la liberacion de fluoruro del CIV y CIVM.



CAPITULO 1

ANTECEDENTES

Las restauraciones utilizadas en odontologia tienen como objetivo principal mantener o
reemplazar el tejido danado o perdido por la caries dental, propiciando una correcta
masticacion y fonacion ademads de cubrir los requerimientos estéticos cuando sea necesario.
Cualquier material en boca debe ser biocompatible y resistir las condiciones del medio
ambiente oral.

Existen cuatro grupos posibles de materiales para restaurar tejido dental perdido: metales,
ceramica, polimeros y materiales compuestos. A pesar de los avances en el desarrollo de las
propiedades fisicas de estos materiales, ninguno se puede considerar permanente, debido a
la aparicion de caries dental posterior a la restauracion, llamada caries secundaria [2]. Esta
lesion se presenta en la porcion adyacente a la obturacion por la presencia de biofilm en la
interfase de la restauracion y el tejido dental, provocando el fracaso de la mitad de las

restauraciones dentro de los 10 afios posteriores a la colocacion [3].

1.1 Cementos dentales para aplicaciones como adhesivos

Los cementos en odontologia incluyen al fosfatos de zinc, policarboxilato de zinc y
iondmeros de vidrio (CIV), los cuales se clasifican en: a) liners y bases, b) provisionales o

temporales y ¢) permanentes [4].

1.2 Cemento de fosfato de zinc

Esta clasificado como un cemento de reaccion acido-basica. La porcidon basica de esta
reaccion la constituye el 6xido de zinc, ademas el 6xido de magnesio es usado como

modificador y puede contener otros 6xidos, como el 6xido de bismuto y 6xido de silicio.



La porcion liquida estd compuesta esencialmente de acido fosférico, agua, fosfato de
aluminio y a veces fosfato de zinc.

Cuando se mezcla el polvo con el liquido, se genera una cantidad considerable de calor
(reaccidn exotérmica) y cuando la mezcla se completa, el cemento alcanza un pH de 3.5.
Aunque el material puede ser biocompatible, existen sintomas de hipersensibilidad como

efecto secundario desfavorables después de la cementacion [4].

1.3 Cemento de policarboxilato de zinc

La mezcla es también una reaccion acido-basica. El polvo estd compuesto principalmente
de 6xido de zinc, 6xido de magnesio, bismuto y 6xido de aluminio. Puede contener también
fluoruro de estafio, lo que aumenta la resistencia a la compresion y flexion. El liquido esta
compuesto por una solucion acuosa de poli(acido acrilico) o un copolimero de acido
acrilico y otros acidos carboxilicos [5].

Después de mezclado, la apariencia es mas viscosa que el cemento de fosfato de zinc,
ademads las propiedades bioactivas de este cemento son deseables y puede causar poca

reaccion de la pulpa dental [4].

1.4 Cemento de ionémero de vidrio

El cemento de silicato fue desarrollado por Thomas Fletcher en Inglaterra en 1873, sin
embargo, se hace popular hasta 1904 y en 1908 Shoenbeck le afiade fluoruro. Estos
cementos silico-fosfatos fueron desarrollados inicamente para cementacion [6].

Cuando se comenzo6 a investigar el problema de la adhesion a los tejidos dentales en 1961,
se hizo evidente que se requeria de materiales hidrofilos capaces de humectar y reaccionar
con la hidroxiapatita (HA) y/o la fase colagénica del tejido del diente para una unién
duradera .

El poli(4cido acrilico) fue elegido por la capacidad de formar complejos con calcio y la

formacién de enlaces de hidrogeno con polimeros orgénicos, como el colageno. Al



principio, la capacidad de adhesion a esmalte y dentina fue probada in vitro e in vivo en
problemas de ortodoncia.

La investigacion y el desarrollo de CIV y materiales que contienen componentes de fluoro-
alumino-silicato de calcio, ademas de una solucion acuosa de poli(acido acrilico), acido
itaconico y acido tartarico han derivado en modificaciones por motivos de patentes y
razones practicas (Figura 1) [7].

La necesidad de encontrar técnicas econdémicas, en los lugares donde la tecnologia que se
utiliza en un consultorio dental no es posible obtenerla, ha tenido el advenimiento de la
odontologia de minima intervenciéon, como la restaurativa atraumdtica y la quimio
mecénica para la remocion de caries, debido a que los materiales dentales se adecuaran a
estos requerimientos [8].

El CIV es un material basado en agua y conocido como cemento de polialquenoato de
vidrio [9], fue introducido por Wilson y Kent en 1971 debido a sus caracteristicas Unicas;
como el coeficiente de expansion térmica similar al de la estructura dental, liberacion de
fltior, propiedades anti cariogénicas, adhesion a la estructura dental, minima microfiltracién
y baja citotoxicidad [2,3,10—12]. Sin embargo, atin hay algunas desventajas al utilizar estos
materiales, pues tienen baja resistencia a la deformacion [13,14].

Actualmente, los cementos de iondmero de vidrio tienen gran significancia en la
odontologia restaurativa, debido a la adhesion quimica al tejido dental y liberacion de fltior
[3]. No solo es utilizado para restauraciones pequefias, ya que puede ser utilizado para
reparar defectos de resinas compuestas, restauraciones con aleaciones ceramicas-metalicas,
cementacion de coronas y puentes protésicos [15]. Se unen al tejido dental quimicamente
por medio de quelacion, como resultado de una accion acido-basica con el calcio contenido

en el tejido dental [4].
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Fi_gura 1.1. Reaccion qﬁimica del polvo de fluoraluminosilicato con el poli(acido acrilico) para formar el
cemento de ionémero de vidrio [16].

1.4.1 Composicion del ionomero de vidrio

Los CIV forman parte del grupo de los materiales ceramicos y como tal, esta formado por
polvo de vidrio de fluoraluminiosilicato de calcio. Este material estd compuesto por la
fusiéon de cuarzo, criolita, fluorita, trifluoruro de aluminio y fosfato de aluminio a
temperaturas de 1100°C a 1300°C [4].

El liquido lo constituye una solucién acuosa de poli(acido acrilico) y acido tartarico, éste
ultimo, incrementa el tiempo de mezclado y la reaccion de fraguado. En la Tabla 1 se
muestra la composicion del polvo y liquido de algunos CIV comerciales.

La reaccion acido-bésica de la mezcla causa descomposicion, migracion, solidificacion,
ajuste posterior al endurecimiento y maduracion mas lenta. El poli (acido acrilico)
reacciona con la superficie exterior de las particulas resultantes de la liberacion de calcio,
aluminio, y iones de fluoruro. Cuando una cantidad suficiente de iones metalicos ha sido
liberado, se produce la solidificacion y el endurecimiento contintia durante 24 horas

aproximadamente [4,17,18].



Tabla 1.1. Composicion de algunos CIV comerciales [18].

Material Composicion liquido Composicion polvo

Ketac N100 3M- | Agua desionizada, 4acido | HEMA, FAS
ESPE, St. Paul, | polialquenoico = modificado

USA con metacrilato

Fuyji II LC, GC |Agua destilada, poli(acido | HEMA, dimetacrilatouretano,

Corporation, Tokyo, | acrilico) dioxido de silicio, vidrio de
Japan aluminosilicato
Fuji IX, GC | Agua, poli(acido acrilico) Vidrio polibasico de FAS

Corporation, Tokyo,

Japan

Ionofil Molar, Voco, | Agua, poli(acido acrilico) | Vidrio de FAS y pigmentos

Cuxhaven, Germany | puro, acido tartarico

Aqua Ionofil Plus, | Agua, poli(acido acrilico) | Vidrio de FAS y pigmentos

Voco, Cuxhaven, | puro, acido tartarico

Germany

Argion Molar, | poli(acido acrilico), acido de | Particulas de plata, vidrio de
Voco, Cuxhaven, | vino FAS alcalino

Germany

HEMA = Hidroxietilmetacrilato, FAS = fluoraluminosilicato

Existen tres tipos de CIV, dependiendo de las formulaciones y usos: tipo I para aplicacién
de cementacion; tipo II, como material de restauracion y tipo III, para usarse como forro o
base cavitario.

En estudios in vitro, se han evaluado las propiedades fisicas de los CIV tipo II de baja y alta

viscosidad, coincidiendo en que el de alta viscosidad es significativamente mejor, por lo



que es, el mas apropiado para usar en la técnica restaurativa atraumatica (TRA) como
material restaurador [19].

El CIV tipo II, o de alta viscosidad, fue creado para usar en la TRA debido al tiempo de
polimerizacion relativamente lento y mejores propiedades fisico-mecanicas, derivando en
un mayor tiempo de vida del material [20]. En un andlisis realizado por Van’t Hof, et al. en
2006 concluyen que aunque el numero de estudios acerca del efecto preventivo para caries
dental de los CIV es bajo, la retencion y efecto preventivo a caries dental de los CIV de alta
viscosidad es mayor que la de los de baja viscosidad [21].

Algunas modificaciones posteriores se han hecho para mejorar las propiedades mecanicas
como la resistencia al desgaste, una de las propiedades mas desafiantes en las
restauraciones. Hasta ahora, solo dos materiales con alta resistencia al desgaste se han
utilizado: la amalgama y las resinas compuestas. Actualmente, la primera se ha dejado de
utilizar debido a los efectos toxicos del mercurio. Sin embargo, las resinas tienen
desventajas propias como una complicada técnica de manipulacion, falta de adhesion
quimica al tejido dental, contraccion, absorcion de agua y alto coeficiente de expansion
térmica. Por esta razon, los cementos de ionémero de vidrio se han considerado como un
candidato para solucionar los inconvenientes antes mencionados, aunque se ha limitado el
uso para sitios con escaso desgaste y bajo estrés, como cavidades en dientes anteriores o
cuellos de molares [22].

Los esfuerzos para mejorar la resistencia al desgaste de los CIV incluyen la incorporacién
de plata y el uso de CIV de alta viscosidad modificados con resina. Por desgracia, ninguno
de los anteriores ha mostrado mejoras significativas [22]. Teniendo esto en cuenta, el uso
de CIV en la odontologia restaurativa pediatrica todavia serian adecuados por las bajas
fuerzas oclusales aplicadas a las restauraciones y el tiempo reducido de uso en la cavidad

oral [23].

1.5 Técnica restaurativa atraumatica
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Definida por Frencken y Holmgren en 1999, como la aproximacion ‘“maximamente
preventiva y minimamente invasiva para detener el mas remoto avance de la caries dental”.
Involucra la remocion del tejido dental cariado, reblandecido y completamente
desmineralizado con instrumentos manuales, seguido por la restauracion de la cavidad con
un material adhesivo que selle simultdineamente las fosas y fisuras que pudieran estar en
riesgo [24]. Fue presentada en una reunion internacional en Dar es Saalam, Tanzania en la
década de los 80. Al inicio, se utilizd con éxito en paises de medio y bajo ingreso
econdmico, para finalmente llegar incluso a paises de alto nivel de ingreso. La TRA resulta
menos incoémoda para adultos como nifios, observando una respuesta positiva al tratamiento
[25,26].

En los primeros afios del uso de esta técnica se utilizaba un CIV de viscosidad intermedia,
debido a que era el Unico disponible. A mediados de los afos 90, los fabricantes
desarrollaron un iondémero de alta viscosidad, el cual tenia mayor resistencia al desgaste.
Actualmente, es el iondmero de vidrio indicado para esta técnica [20,23,25,26].

Varios estudios se han realizado para averiguar cual es el mejor sistema para eliminar la
mayor cantidad de tejido afectado; uso de excavadores dentinarios con y sin agentes
quimicos como el Carisolv, pieza de alta velocidad, etc. De estos estudios, unos son
realizados en dientes primarios y otros en denticién permanente.

Estudios concluyen que la remocion incompleta de la dentina afectada por caries y
posterior restauracion con un material que selle la cavidad ajustadamente resulta en el
arresto de la lesion [24].

En un articulo publicado en 2006, Hien Ngo estudia el intercambio quimico que existe
entre el CIV y el tejido cariado residual en dientes permanentes, utilizando 13 primeros
molares permanentes a los cuales les habian hecho tratamientos bajo los lineamientos de
TRA. Como sugiere, existen dos capas en la dentina cariosa; la externa, altamente infectada
por microorganismos que no puede ser remineralizada y la interna, adyacente a la dentina
sana, que puede estar parcialmente desmineralizada. Esta ultima puede contener flora
bacteriana que puede ser sellada y tratada con CIV. Los resultados del estudio fueron
alentadores, pues reporta que mientras mas profunda era la cavidad cariosa, mejor

condiciones de re mineralizacion tenia [27].
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Desde el inicio, a la composicion de los iondmeros de vidrio se les han agregado elementos
que ofrezcan no solo mayor resistencia al desalojo, en las pruebas de adhesion al tejido
dental o compresién, sino que contribuyan al control bacteriano debajo de las
restauraciones [28].

La tendencia actual se ha dirigido hacia el aumento de las propiedades antimicrobianas y
bioldgicas debido a que se ha demostrado que la fuga de iones de fliior debilita la matriz del
material y, ademas de la corta duracioén y liberacion subita de fluor, ha demostrado ser
clinicamente insatisfactorio en la prevencion de la descalcificacion [29,30].

En algunos ensayos clinicos se ha concluido que los sistemas adhesivos liberadores de fluor
no reducen significativamente la descalcificacion del esmalte; 50% de los pacientes y
13.5% de los dientes tuvieron descalcificacion pos tratamiento [30].

Varios estudios han planteado la problematica que surge tras eliminar parcialmente el tejido
dental cariado, pues los materiales tienden a degradarse y volverse rugosos cuando estan en
contacto con la acumulacion de bacterias [31]. Por lo tanto, la adicion de ciertos agentes
antibacteriales es una estrategia para erradicar la propagacion de la caries dental [30].

El agregado mas frecuente ha sido la clorhexidina, sin embargo, hay otras sustancias que se
han probado; como el triclosén, hiclato de doxicilina, dioxido de aluminio, etc.

Estudios recientes buscan cambiar la composicion de la matriz del iondmero de vidrio,
sustituyendo o adicionando elementos poliméricos con factores antimicrobianos [32]. Se
sugiere que con algunos agregados hay diferencias significativas en la actividad
anticariogénica, sin modificar las caracteristicas de adhesion, tal es el caso de la
clorhexidina [33], sales de amonio cuaternario [34], fosfato de calcio fosfopéptido amorfo,
etc. [35], sabiendo que no es suficiente la liberacion de fluor para garantizar la actividad
anticariogénica [2,34].

En un estudio de 2010, Mo et al., describieron la microflora existente en las lesiones de
caries secundaria; resultando predominantes las cepas Prevotella, Veillonella, Lactobacilli,
Streptococcus mutans, Neisseriae y Actinomyces; seguidas por Peptostreptococcus,

Fusobacterium y Porphyromonas gingivalis [36].
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1.6 Incorporacion de agentes antimicrobianos a los CIV

1.6.1 Clorhexidina

Conociendo la concentraciéon minima inhibitoria de la clorhexidina, cuyo valor es de 1.56
ug/mL [34], en un estudio de Ahluwalia en 2012, agregd 1% p/p de clorhexidina al CIV
Fuji IX, evaluando la fuerza de compresion y sellado marginal. No se encontré una
diferencia estadisticamente significativa (P>0.05), concluyendo que las caracteristicas de
fuerza de adhesion y sellado marginal entre el CIV convencional y el modificado con
clorhexidina era similar [37]. Du, en otro estudio de 2012, utiliza un CIV convencional y
otro modificado con resina, ambos con 2% p/p de clorhexidina mezclado al polvo del CIV;
concluye que después de 24 horas, la vitalidad de las bacterias era menor en el CIV y el
CIV modificado con resina al agregar clorhexidina, en comparacion con los CIV sin aditivo
[33].

Tiizliner, en 2012 publica un estudio en el cual evalua la dureza de la superficie del CIV
Fuji IX. Agrega cetrimida (CT), cloruro de cetilpiridinio (CCP) y clorhexidina (CHX) al
polvo del CIV Fuji IX a una concentracion de 1 y 2% en masa. Ellos obtuvieron resultados
desfavorables en la dureza de la superficie al agregar estos aditivos y concluyeron que estas
alteraciones fueron tolerables dentro de las limitantes de la investigacion y que convendria
evaluar las concentraciones apropiadas en estudios futuros para no alterar las propiedades

fisicas en situaciones clinicas [38].

1.6.2 Triclosan

Wicht et al., en un estudio de 2005, utiliza el triclosan para evaluar el efecto antimicrobiano
en un compoémero, al estar en contacto con la dentina excavada de manera incompleta.
Concluye que reduce el nimero de Lactobacillus, aun después de 6 semanas, pero no
reduce las cuentas totales en cavidad oral. Ademas, demuestra que la cantidad de bacterias

en contacto con el iondmero con agregado de triclosan pueden reducir en nimero pero no
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eliminar por completo los microorganismos asociados a la dentina excavada parcialmente

[39].

1.6.3 Nano particulas de dioxido de titanio

Elsaka, evalud la resistencia a la fractura, resistencia a la compresion, resistencia a la
flexion y resistencia de la union de microtension, ademas del potencial antibacteriano en
contacto directo contra Streptococcus mutans, de un CIV convencional al agregar
nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2). Los resultados al agregar 3% de TiO>
mostraron inhibicién del crecimiento bacteriano y mejoraron las propiedades mecanicas. Se
encontrd que mientras mas pequena la particula del TiO2 causa dafio intracelular mas rapido

y que las particulas nanométricas del TiO, maximizan el efecto bactericida [40].

1.6.4 Propoleo

Un estudio realizado por Topcuoglu et al., publicado en 2012, utiliza extractos de propoleos
para evaluar las propiedades antibacterianas contra el S. mutans al agregarse a un cemento
de iondémero de vidrio. La MIC obtenida fue de 25 pug/mL. Concluyen que el conteo
bacteriano obtenido del ionémero de vidrio convencional, en comparacion con el
adicionado con propoleos, no tuvo diferencias estadisticamente significativas, ademas no se
evalu6 el desempeiio en pruebas mecanicas y adhesivas [41]. Otro estudio evaluo in vitro la
efectividad de extractos de propoleos modificando la fase liquida del CIV en proporciones
de 10, 25 y 50% y concluyeron que estas concentraciones aumentaban la micro dureza del

material y no afectaban negativamente la micro-filtracion [42].

1.6.5 Sales de amonio cuaternario
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Hasta ahora, la incorporacion de sales de amonio cuaternario ha sido estudiada en resinas
compuestas, adhesivos dentinarios y iondmeros de vidrio [43].

Los compuestos de amonio cuaternario han mostrado efectividad en la reduccion del
crecimiento bacteriano, algunas sales como el cloruro dimetil cetil metacriloxietil amonio y
el bromuro de metacriloiloxidodecilpiridinio son dos monémeros que incluso demostraron
actividad bactericida en adhesivos dentales [44].

El efecto del amonio cuaternario con nano particulas de plata tiene un efecto antibacterial
potente contra el microcosmo de la placa dental [45]; otro estudio revela la reduccion en
5/6 partes al agregarle una sal de amonio cuaternario, en comparacion con CIV de uso
convencional [46]. En otro estudio, donde evaluaban la actividad anti cariogénica, el

amonio cuaternario revel6 niveles medios de prevencidn en caries incipientes [47].

1.7 Aplicacion de las particulas de cobre

El cobre es uno de los pocos metales esenciales para la salud humana. En el cuerpo de un
adulto se encuentran entre 1.4 y 2.1 mg de cobre por kilogramo de peso, ademas se estima
que una persona ingiere entre alimentos y bebidas cerca de 1 mg de cobre todos los dias y
al completar los requerimientos nutricionales, el exceso de cobre es liberado dentro de la
bilis y excretado en las heces.

El uso del cobre se remonta al 5° y 6° milenio antes de cristo, siendo el primer metal
utilizado debido a que se encuentra en forma nativa y no requiere fundicion.

Se reporta que los egipcios, en un texto médico de papiro mencionan la aplicacion de cobre
para esterilizar el agua; ademas, los griegos, los romanos, los aztecas, entre otros, utilizaron
el cobre o los compuestos para el tratamiento de dolencias como dolores de cabeza,
quemaduras, parasitos intestinales e infecciones del oido y el mantenimiento de la higiene
en general [48,49].

El cobre se considera seguro para los seres humanos como se ha demostrado
entre otras cosas por el uso generalizado y prolongado de dispositivos intrauterinos de
cobre (DIU) y en contraste con la baja sensibilidad del tejido humano al cobre, los

microorganismos son extremadamente susceptibles [49].
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La manera en que funciona como agente antibacterial (Figura 1.2) se debe a que posee un
electron donador/receptor por la alternancia entre los estados redox Cu (I) y Cu (II), lo que
podria causar dafio celular [48,50] y segun Grass et al., en un estudio de 2005, tiene las

siguientes capacidades:

1. Los iones de cobre se liberan y causa dano celular

2. La ruptura de la membrana celular debido al cobre y otros fenomenos de estrés, lleva a
la pérdida del potencial de membrana y contenido citoplasmico.

3. Los iones de cobre inducen la generacion de especies reactivas de oxigeno, lo que causa
dano celular

4. E1 ADN genomico y plasmatico se degrada debido a la entrada de iones de cobre
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) Endocitosis, \JR M

9 N/ ow

9 A,
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Figura 1.2. Mecanismo de accion antibacterial de los idnes metalicos afectando la membrana celular [51].

Mathewus, en un estudio de 2015 en el que el cobre entraba en contacto con una superficie
de acero, concluye que la reduccion de Cu*? a Cu” por la superficie del acero juega un
papel importante en el proceso de la muerte celular. Estos hallazgos subrayan la mayor
toxicidad de Cu’ en comparacion con Cu*? y sugiere materiales antimicrobianos novedosos

basados en aleaciones de hierro capaces de liberar el cobre [52].
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Toda vez conocido el potencial de accion de este elemento, la necesidad de utilizar
particulas de tamafio nanométrico se vuelve fundamental debido a que al reducir el tamatfio,
aumenta la bioactividad [53-55].

Las nano particulas se pueden sintetizar por tres diferentes métodos: Quimicos, fisicos y
biologicos. Todos con la finalidad de proporcionar un tamafio y forma controlado. Entre
estos métodos, el método de reduccion quimica se ha encontrado para ser el mas versatil
para la obtencion de nanoparticulas metalicas [54].

El pequefio tamafio y alta relacion de superficie a volumen les permite interactuar
estrechamente con las membranas microbianas. Las nanoparticulas de metales con
actividad bactericida se pueden inmovilizar en recubrimientos superficiales, que pueden
encontrar aplicacion en diversos campos, es decir, instrumentos y dispositivos médicos.
Uno de los aspectos mas desafiantes en la sintesis de las nano particulas es la alta tendencia
a la oxidacion. A diferencia del oro y la plata, el cobre es extremadamente sensible al aire.
Por lo tanto, la formacion de una capa superficial de 6xido de cobre en nanoparticulas es
dificil de evitar. Raramente se puede obtener un método en la literatura que produzca
nanoparticulas de cobre puro, a menos que todo el procedimiento se lleve a cabo bajo una
atmosfera inerte o reductora. Por ello, la encapsulacion de las particulas con cubiertas
organicas o inorgdnicas como carbon o silicio, pueden ser utilizadas para evitar la
oxidacion [54].

Los materiales que contienen cobre y los recubrimientos con actividad antimicrobiana
puede encontrar aplicacion: en la medicina para reducir las infecciones en los hospitales, en
el tratamiento de quemaduras, asi como para evitar que las bacterias y los hongos colonicen
sobre protesis, catéteres, injertos vasculares, materiales dentales, etc. [53,56].

Actualmente, el uso de particulas metalicas nanométricas como el Cu se encuentran entre
los materiales que han sido estudiados debido a que permiten la liberacion de iones a través
de soluciones, aportando actividad antibacterial [57], pues la reducciéon del tamafio
incrementa el area de interaccion con las bacterias [53].

El o6xido de cobre II (CuO) ha sido utilizado en el area biomédica debido a la propiedad
antibacterial de los iones Cu [58] contra algunas cepas bacterianas como E. coli (Gram

negativa) y S. aureus (Gram positiva), siendo mas efectivo contra las primeras [59] e
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incluso contra el “super microbio” S. aureus resistente a meticilina (MRSA, por sus siglas
en inglés) [58], aunque se reporta como principal desventaja la potencial accion toxica [60—

62].

El propdsito de este estudio experimental in vitro, sera evaluar la capacidad antimicrobiana
realizando pruebas de difusion en caldo de un CIV modificado con nano particulas de
cobre. Una vez adicionadas las NCu, se evaluaron las propiedades fisico quimicas,

mecanicas y adhesivas del material.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Sintesis de las NCu

Se siguieron 3 métodos para la sintesis de las nanoparticulas de cobre.

2.1.1 Sintesis de particulas de cobre con Polivinilpirrolidona (PnCu)

Siguiendo la metodologia propuesta por Wei et al. [63], se prepar6d una solucion de acetato
de cobre al 0.2 mmol/L. Posteriormente se disolvieron 10 g de PVP y 17.259 g de 4cido
ascorbico en 1 L de agua desionizada en agitacion constante a una temperatura de 80°C
durante 8 horas. Las particulas obtenidas se dejaron decantar durante 12 h y finalmente, se
retird el sobrenadante para recuperar las PnCu y se llevaron a 3 ciclos de 15 minutos de
redispersion en etanol en una centrifuga (Sorvall RC 5B Plus, Dupont, Michigan, Estados
Unidos) a 8000 revoluciones por minuto (rpm). Una vez obtenida la muestra se evaporo el
etanol y se seco en una estufa Yamato modelo ADP300C (Yamato Scientific America Inc,

Santa Clara, California, Estados Unidos) a 60°C bajo condiciones de vacio (-70 kPa).

2.1.2 Sintesis de particulas de cobre con Almidén (AnCu)

Para esta sintesis, se utilizd L-acido ascorbico y almidon como agentes reductores y
estabilizantes, respectivamente. Como precursor del cobre se us6 una solucion de acetato de
cobre. El almidon (1 g) se disolvid en una solucion de dcido ascorbico al 10% (92.1 mg en
100 mL) para alcanzar un pH de 2. Una vez homogenizado el almidoén, se hizo reaccionar
durante 20 segundos en el microondas y posteriormente se le agregaron 7.9 mL de la
solucion de acetato de cobre a 0.2 M (0.91 g en 25 mL de agua desionizada). Esta mezcla,
se hizo reaccionar durante 60 segundos en el microondas y las particulas se decantaron

después de 24 h. Al dia siguiente se realizaron 5 ciclos de re dispersion y lavado con agua
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desionizada por medio de centrifugacion durante 45 minutos a 8000 rpm. El sélido

obtenido se congelo a -80°C y luego se deseco mediante liofilizacion durante 48 h.

2.1.3 Sintesis de particulas de cobre mediante reflujo (CuR)

Para la obtencion de las particulas sin estabilizacion con polimero se utilizo una solucion de
acetato de cobre 1 mM (46.33 mg en 250 mL de agua desionizada) y se calentd en reflujo
hasta llegar a 80°C y después se le agregd una solucion de L-dcido ascoérbico en una
relacion 2:1 mM al acetato de cobre (88 mg en 25 mL de agua desionizada). Esta mezcla se
hizo reaccionar en agitacion constante durante 30 min y posteriormente se centrifugd a
8000 rpm, para la recuperacion de las particulas, en 5 ciclos de 20 minutos. El s6lido

obtenido se congelo a -80°C y luego se sec6é mediante liofilizacion durante 48 h.

2.2 Caracterizacion fisicoquimica de las NCu, CIV y CIVM.

2.2.1 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Las NCu obtenidas fueron analizadas por FTIR, utilizando pastillas de KBr. Los espectros
fueron obtenidos en el intervalo espectral de 4000—400 cm™, con 100 barridos y resolucion
de 4 cm™!, empleando un espectrofotometro con trasformada de Fourier de Nicolet modelo
Thermoscientific Nicolet 8700 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Estados Unidos).

2.2.2 Espectroscopia Raman (Raman)

Los espectros Raman del CIV y CIVM fueron obtenidos mediante un espectrometro inVia
Renishaw (Renishaw, Wotton-under-Edge, Reino Unido) sobre muestras de CIV y CIVM.
El sistema obtuvo datos en un intervalo espectral entre 3300 cm™ y 100 cm™. La fuente de

radiacion de excitacion utilizada fue un laser de argon de 633 nm al 5% y 3 acumulaciones.
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2.2.3 Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)

Para la validacion de la composicion quimica y grado de oxidacion de las NCu se realizo el
andlisis por XPS, con un equipo Thermo Scientific K-Alpha X-ray Photoelectron
Spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), con
una fuente monocromatica de Al Ka con una energia de 1486.6 eV. Las muestras se
corrieron con 30 s de erosion con iones de Argon (Ar). Se bajo la presion hasta 5e-9 mbar y
se aplicO compensacion de cargas estaticas con un haz de iones de Ar, lo que eleva la

presion hasta 1e-7 mbar. El area eliptica de analisis tuvo un didmetro mayor de 0.4 mm.

2.2.4 Microanalisis por energia dispersiva de Rayos X (EDX)

La composicion elemental de las NCu, del CIV y del CIVM, fue obtenida mediante
microanalisis EDX. Para este fin se empled un equipo X-sight Model 7582 (Oxford
Instruments, Abingdon, Reino Unido), acoplado al MEB utilizando un haz de 20 keV.

2.2.5 Difraccion de rayos X (DRX)

Los difractogramas de rayos X de las nano particulas fueron obtenidos en un difractometro
Siemens D5000 (Siemens AG, Munich, Alemania), con radiacién CuKa (A = 1.5416 A o
0.154 nm), con un tamano de paso de 0.02° y un tiempo de conteo de 3 s, en el intervalo 260

de 5° a 60°.

2.2.5.1 Determinacion de tamaiio de particula por ecuacion de Debye Scherrer

El didmetro de la particula (d) en nandmetros, se calcula sustituyendo los valores, donde K

es la constante para particulas esféricas (0.9), A es la longitud de onda del Rayos X en
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Angstroms, f es el ancho de la altura media de los picos de difraccion y @ es el angulo de

Bragg [64].

d=_*__ (1)

- 31/2 cos @

2.2.6 Microscopia electronica de transmision (TEM)

La microscopia electronica de transmision se realizd con un equipo JEOL, modelo JEM-
ARM200F (Laboratorio japonés de energia oOptica Co. Ltd., Tokio, Japon), aplicando
técnicas CTEM y STEM a 200 keV con una apertura de 50 pum con un nivel de vacio de 2 x
10 Pa.

2.2.7 Dispersion de luz (DLS)

El tamafio (diametro hidrodindmico) y distribucion de tamano de las NCu fue determinado
por dispersion de luz dinamica (DLS, por sus siglas en inglés) con el equipo Nano Zetasizer
Malvern, modelo nano ZS (Malvern Panalytical Ltd, Malvern, Reino Unido). Se utilizé el
indice de refraccion del Cu de 0.637 disperso en agua con densidad a 25 °C de 1.0031

g/cm® y un indice de refraccion n=1.33.

2.3 Modificacion de ionomero de vidrio

Después de la caracterizacion de las 3 vias de sintesis de las NCu, se decidié utilizar las
CuR debido al porcentaje atdbmico del elemento Cu cuantificado y por no tener contenido
polimérico en las paredes de la particula que reduciria la superficie en contacto directo con
las membranas bacterianas una vez mezclado en la matriz del CIV. Asi, el CIV (Fuji IX,

GC Corporation, Tokio, Japén) se prepard de acuerdo a las instrucciones del fabricante
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(proporcion polvo/liquido 3.4/1 mg/mg) y al CIV se incorpord para la modificacion 1%,
2%, 3% y 4% p/p de NCu. Estos especimenes seran denominados como CIV + 1% NCau,
CIV + 2% NCu, CIV + 3% NCu y CIV + 4% NCu y estas composiciones seran
conformadas con las dimensiones que requiera cada ensayo. Ej. Para los cilindros de 4 mm
de didmetro con 6 mm de altura se utilizaron 230 mg de polvo y 67.64 mg de liquido y para
la modificacion al 1% se agregaron 2.97 mg de las NCu, todas las muestras fueron pesadas

en una balanza analitica.

2.4 Espectrofotometria de absorcion atomica de llama

Se determiné la concentracion de cobre (ppm) en cinco muestras liquidas con eluciones del
CIV y CIVM incubadas a 72 h, mediante espectrofotometria de absorcion atdmica de
llama, en un instrumento marca Thermo Scientific modelo Serie M 650718 v1.27 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). La sefial analitica fue obtenida
en el modo de absorbancia, a una longitud de onda de 343.8 nm, con rendija de 0.5 nm y
lampara de deuterio como correccion de fondo. Para la llama, se empled una mezcla de
gases aire-acetileno, con flujo de combustion de 1.1 L/min, con una altura de mechero de
7.0 mm. Se realizO una calibraciéon externa con un estandar de cobre para
espectrofotometria de absorcion atomica, marca Sigma-Aldrich TraceCERT, Ilote
BCBT4020, en un intervalo de concentraciones de 0.1 a 10 mg/L. Los resultados tuvieron
un ajuste de 0.9998 para la funcion cuadratica Y=-0.001711x"2 + 0.08041x + 0.0004. Las
muestras fueron acidificadas al 1% con acido nitrico marca Fermont "trace ppb", lote

PB01413.

2.5 Viabilidad celular de Fibrobastos humanos de pulpa dental (FHPD)

Los fibroblastos fueron aislados de terceros molares extraidos por indicaciones en el
diagnostico de ortodoncia. Posterior a la extraccion dental, los molares fueron almacenados

en un tubo de 50 mL con medio de cultivo Dulbecco modificado (DMEM; Thermo

Scientific HyClone, Logan, UT, USA), antibidtico y antimicotico (100 IU/mL de
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penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 0.3 pg/mL de fungizona). La pulpa se obtuvo
mediante un corte cervical de la corona del tercer molar utilizando un disco de diamante en
un micromotor, para acceder al conducto radicular y extraer la pulpa con una lima de
endodoncia nimero 20. Después, la pulpa se colocd en un tubo de 5 mL con trispina-EDTA
al 0.25% durante 5 minutos en incubacion a 37°C. Asi, los tubos fueron centrifugados a
5000 rpm y luego el sobrenadante se removié para obtener el contenido celular y re
suspender nuevamente con 1.5 mL de DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB, Gibco, Carlsbad, CA, USA), antibidtico y antimicotico (100 IU/mL de penicilina,
100 pg/mL de estreptomicina y 0.3 pg/mL de fungizona. El contenido obtenido, se coloco
en una placa de 6 pozos con 2 mL de DMEM vy se dej6 incubar a 37°C en un ambiente con
5% de CO2 y 100% de humedad. Las células obtenidas después de 3 semanas (con cambio
de medio cada tercer dia) hasta alcanzar un 80% de confluencia fueron transferidas como el
primer pasaje a un frasco de cultivo de 75 cm?.

Los ensayos de viabilidad se realizaron con discos de CIV y CIVM (6.35 mm de didmetro y
1 mm de espesor) esterilizados bajo UV durante 30 minutos por lado y luego depositados
en tubos de 5 mL conteniendo 2.5 mL de DMEM e incubados a 37°C durante 72 h para
obtener los extractos. La siembra de los fibroblastos se realizo 24 h antes del ensayo y se
sembraron en 100 uL del DMEM ajustado a 1.5x10° células/mL en una placa de 96 pozos
incubados a 37°C con 5% CO2 y 100% de humedad. Después de la incubacién, el medio
fue desechado y se agregaron 100 u. de DMEM fresco y 100 uL de los extractos
experimentales. Para el seguimiento de la viabilidad, se depositaron 20 pL. de Alamar-Blue
en cada pozo y se realizaron las lecturas en un lector de placas (Cytation 3, Biotek) a 570

nmalas0, 3,6, 12,24 y48 h.

2.6 Pruebas microbiologicas con las cepas Streptococcus mutans y Streptococcus

sanguinis

El ensayo fue realizado utilizando discos (6.35 mm de didmetro y 1 mm de espesor) de CIV
y CIVM con concentraciones de 1, 2, 3 y 4% p/p de NCu. Se probaron 5 grupos de 3

especimenes cada uno contra las cepas bacterianas liofilizadas obtenidas de la coleccion de
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cultivos de naturaleza americana (ATCC, por sus siglas en inglés, Rockville, MD, USA), S.
mutans (ATCC 23175) y S. sanguinis (ATCC 10556), las cuales fueron rehidratadas en
caldo de Mycoplasma suplementado al 5% de sangre de cordero desfibrinada, 5 mg/mL de
Hemina y 0.3 mg/mL de Menadiona bajo condiciones de anaerobiosis (80% N2, 10% COa,
and 10% Hz). Después de 5 dias de incubacion, se recolectaron las cepas y se almacenaron
en caldo a una densidad optica (DO) 600 nm = 1 en un espectrofotometro (Eppendorf
BioPhotometer D30, Germany). Los discos de CIV y CIVM esterilizados en UV fueron
colocados individualmente en una caja de 48 pozos y se agregaron sobre las muestras 1x10°
células/mL de una suspension para cada cepa en un volumen de 1000 pL. Las placas fueron
incubadas durante 48 h a 35°C bajo condiciones de anaerobiosis y después de este tiempo,
el medio de cultivo fue desechado y las muestras se transfirieron a una nueva placa con
1000 pL de caldo estéril para después sonicar en 3 ciclos de 5 segundos. Asi, se tomd una
alicuota de 100 pL de la suspension sonicada para luego sembrarla en una caja de Petri con
Agar de Mycoplasma, esparciendo en la superficie y dejando incubar durante 48 h en
condiciones anaerobicas. Después de la incubacion, el nimero total de unidades formadoras
de colonias (UFC) fue contada en cada plato para determinar el efecto antibacterial de las

muestras experimentales.

2.7 Caracterizacion mecanica

2.7.1 Compresion

El ensayo a compresion se realizé de acuerdo a la norma ISO 9917 [65], en una méaquina de
pruebas universales Shimadzu AG1-100 (Shimadzu Co., Kioto, Japon) (Figura 2.1), con
una celda de carga de 5 kN, a una velocidad de cabezal de 1 mm/min., ensayandose 5
grupos con 5 muestras experimentales cada uno. De acuerdo con el estandar, se usaron
cilindros de 4 mm de didmetro y 6 mm de alto. La prueba de compresién consiste en
colocar el cilindro entre dos placas planas, una fija y otra movil sujeta al cabezal de la

maquina de pruebas universales. Con esta prueba se determind el esfuerzo méximo (MPa),
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el modulo eldstico a compresion y el porcentaje de deformacidon, mismos que fueron

graficados con el programa Origin.

Figura 2.1 Prueba mecanica de esfuerzo maximo de compresion del CIV.

2.7.2 Flexion




Figura 2.2. Prueba mecanica de esfuerzo maximo de flexion del CIV.

El ensayo a flexion a tres puntos (20 mm entre mordazas) se realizd de acuerdo a la norma
ISO 9917-2 (Shimadzu Co., Kioto, Japén) [66], empleando igualmente una maquina de
pruebas universales mini Shimadzu AG1-100 con una celda de carga de 1 kN y una
velocidad de cabezal de 1 mm/min, ensayandose 5 grupos con 5 muestras experimentales
cada uno, deteniéndose la prueba cuando se alcanzo la falla del material. Los especimenes
tuvieron una forma rectangular con dimensiones de 25 mm de largo, 5 mm de ancho y 2
mm de espesor. El ensayo a flexion consiste en colocar la probeta entre dos apoyos simples
y aplicando una carga vertical en el centro longitudinal de la probeta (Figura 2.2). Con esta
prueba se determiné el esfuerzo maximo (MPa), el mddulo eléstico a flexion y porcentaje

de deformacion.

2.7.3 Adhesion

La seleccion de las muestras se basé en las recomendaciones de la especificacion ISO/TS
11405:2015 [65] y los especimenes fueron preparados y evaluados segun la norma ISO
29022:2015 [68].

Para la obtencion de los premolares se elabor6 una carta de consentimiento informado, la
cual fue proporcionada a cada paciente donador, procedentes de la Facultad de Odontologia
de la Universidad Auténoma de Yucatan (FOUADY).

Siguiendo las indicaciones de la norma para las pruebas de adhesion, se utilizaron 5
premolares por grupo (n=5) extraidos sanos y completos; se limpiaron, eliminando tejido
blando remanente para la posterior conservacion y se almacenaron en un recipiente de

vidrio con agua destilada, a una temperatura de 5°C en un refrigerador.
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Se prepararon las muestras colocando la parte mas plana del molar en contacto con una
superficie lisa en el centro de un anillo de aluminio de 1 pulgada de didmetro. Se rellen6 el
interior del anillo con polimero Nic-Tone y mondémero de la misma marca. Para evitar que
la exotermia de la polimerizacion afecte al tejido dental, se aisld con plastilina un area de 3
mm?. La mezcla polimerizada se retiré del anillo y se realizaron desgastes de 2 mm por la
parte en contacto con la superficie plana hasta descubrir dentina con un area mayor a 5
mm?. Para esto, se utilizo papel abrasivo de carburo de silicio de grano 600, en un pulidor
metalografico Buehler Ltd. a 500 rpm. Se almacenaron en agua a 5°C durante 24 h. Al dia
siguiente, se montaron las muestras en un aditamento para determinar la fuerza de adhesion
utilizando el CIV y CIVM con las NCu siguiendo las especificaciones de mezcla del
fabricante y previo acondicionamiento de los tejidos durante 20 s con el poli(acido
acrilico). Se almacenaron las muestras en agua a 37+2°C en una estufa de conveccion
marca Felisa durante 24 horas. Pasado este tiempo se eliminaron los excedentes con hoja de
bisturi #5 y se realizd la prueba de adhesiéon en una maquina de pruebas universales
Shimadzu AG1-100 con una celda de carga de 1 kN a una velocidad de cabezal de 1
mm/min (Figura 2.3), deteniéndose la prueba cuando ocurrié el desprendimiento del

material.

Figura 2.3. Ensayo de adhesion a esfuerzo cortante de un cilindro del CIV adherido al premolar desgastado.
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2.8 Determinacion de liberacion de fluor

Para evaluar la liberacion de fluoruro se prepararon especimenes con una geometria
cilindrica (altura de 7.16 mm y didmetro de 3.87 mm y un peso promedio de 0.17 g). La
determinacion de la cantidad de fluoruros liberados se realiz6 en 5 grupos con n=3 por
grupo para las diferentes concentraciones del CIV y CIVM. Estas muestras fueron
almacenadas para recuperar la liberacion de fluoruro en una incubadora a 37°C durante 48
h, 7, 14, 21 y 28 dias.

La liberacion se midié en un equipo pH/Ion Oakton modelo 510 (Oakton Instruments, Il,
USA) con una curva de calibracion preparada con cuatro soluciones estandar ajustadas a 1,
10 y 100 ppm de fluoruro. Posteriormente en un vaso de precipitado de 50 ml se
depositaron las eluciones a los diferentes tiempos de almacenamiento (48 h, 7, 14, 21 y 28
dias) en 5 ml de agua desionizada, posteriormente se agregd 100 pL de una solucion
ajustadora de fuerza i6nica (ISA, por sus siglas en inglés) para obtener el potencial en ppm

y anotarlo en un documento de la base de datos Excel.

2.9 Analisis de Resultados
Los datos fueron evaluados utilizando el software Minitab (Minitab Limited Coventry,

Reino Unido). Se utiliz6 el andlisis de varianza de una via (ANOVA) con post-hoc Tukey

con un nivel de significancia de p = 0.05 para realizar comparaciones multiples.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion fisicoquimica de las NCu

3.1.1 Espectroscopia infrarroja para las PnCu, AnCu y CuR

—— PnCu
200 — —— AnCu
— CuR

150 -

Transmitancia (u.a)

o OH ch

L) l L) L) L) L) L) L)
4000 3500

T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'1)

Figura 3.1. Espectros FTIR de nano particulas de cobre sintetizado por diferentes rutas.
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La figura 3.1 muestra el espectro de IR para las particulas sintetizadas por 3 rutas, en donde
las obtenidas a partir de la polivinilpirrolidona (PnCu) mostraron absorciones a 3448 cm’!
asociada al estiramiento del grupo funcional OH, mientras que a 2923 cm ' se asigna al
estiramiento simétrico del grupo CH» de la PVP. El analisis del Cu sintetizado con PVP
como estabilizador, mostré bandas en 1629 cm™! debido a la flexion del grupo carbonilo
(C=0). No se encontraron bandas cercanas a 1292 cm™ (estiramiento de C-N-C) como lo
reporta Anasuya et al. [63].

También se observa que en el espectro de las particulas sintetizadas con almidon (AnCu)
hay una banda en 3290 cm™ asociada al estiramiento del grupo funcional OH, mientras que
22921 cm™! se asigna al estiramiento simétrico del grupo CHa del almidén. El analisis del
Cu sintetizado con almidén como estabilizador, mostrd bandas en 1027 cm ™! debido al
estiramiento —C—O—C- correspondiente al grupo éter del almidon. Ademas, de acuerdo con

Castafio et al., reportan que las bandas registradas entre 700-400 cm™!

se asignan a las
vibraciones Cu-O, confirmando la formacion de Cu2O [69,70].

El anélisis, comparado con lo publicado por Valodkar M en 2012, solo muestra bandas en
1650 cm™ y 1015 cm™ y no hay cambios que indiquen la unién del cobre con el almidon
pues no se observaron en nuestro espectro, bandas en 1605 cm™ y 1085 cm™ [57].

En el espectro para las CuR, de acuerdo con lo reportado por Umer et al., se observa la
presencia del L-acido ascorbico. La vibracion del estiramiento del C=C y la banda flexion

del grupo hidroxilo, O-H, se observaron en 1620 y 1398 cm™ respectivamente, mientras

que para el autor fueron observados en 3312, 1635, 1567 y 1377 cm™ [71].

3.1.2 Composicion elemental obtenida por EDX para las PnCu, AnCu y CuR

El analisis elemental EDX se utilizo para cuantificar el porcentaje atomico (Tabla 3.1) de
los elementos que se detectaron en las tres sintesis de las particulas de Cu, donde se
confirm6 la presencia de Cu, C y O [72-74]. Los picos encontrados en 0.52 keV
corresponden al OKg, en 0.27 keV al carbon (CKy) y los picos en 0.85, 0.94, 8.04 y 8.94
keV corresponden a CuL;, CuL,, CuK, y CuKp respectivamente, como lo describe Khan et

al. al sintetizar NCu a partir de sulfato de cobre pentahidratado, 4cido ascérbico como
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reductor y almidon como agente estabilizante [64]. Asi, como reporta Valodkar et al., el C
y O estan relacionados con las moléculas que recubren a las particulas de Cu durante la

sintesis [57].

Tabla 3.1. Contenido elemental en porcentaje atémico (%)

de las PnCu, AnCu y CuR obtenido por EDX.

Elemento PnCu AnCu CuR
C 53.78 (£21.00) | 47.65 (+27.27) | 20.86 (£6.7)
(o) 4.62 (£1.65) 5.56 (£1.57) 33.17 (£7.54)
Cu 41.60 (£22.56) | 46.79 (£26.52) | 45.97 (£10.34)
Total 100 100 100

3.1.3 Composicion elemental obtenida mediante XPS para las PnCu, AnCu y CuR
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Figura 3.2. Vista general del espectro de XPS de PnCu, AnCu y CuR.
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Figura 3.3. Espectro de XPS del Cu para las PnCu, AnCu y CuR.

Tabla 3.2. Contenido elemental en porcentaje atomico (%)

de las PnCu, AnCu y CuR obtenidos mediante XPS.

Elemento PnCu AnCu CuR
C 41.83 49.29 28.11

(o) 10.72 10.78 11.16
Cu 47.45 39.93 60.72
Total 100 100 100
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Los resultados del analisis XPS se encuentran en la Figura 3.2 y los porcentajes atomicos
de los elementos en la Tabla 3.2. Para las CuR, el elemento de mayor contenido en la
muestra corresponde al Cu, con un porcentaje atomico de 60.72%, seguido del C con

28.11% y O con 11.16%, coincidiendo con lo reportado por Kruk et al [53].

En la Figura 3.3 se observan picos que corresponden a la presencia de Cu 2p [73,75], con
un porcentaje en peso atomico promedio de 49.36% en promedio para las 3 particulas y
para el Cy O, 39.74% y 10.88% respectivamente. Ademas, una mayor intensidad para el
Cu en la energia de enlace (BE, por sus siglas en inglés), presentando una sefal en 932 eV,
indica la presencia de Cu?*, asi como la presencia de Cu con una BE en los 952 eV o bien,
que el Cu cubierto por componentes organicos moviera la BE del elemento, como lo
muestra la Figura 3.3 [53]. Sin embargo, Gawande et al. indica que los satélites propios de
un acomodo del Cu®* se encuentran en un intervalo de BE entre 938-946 eV [76].

El pico registrado en 531 eV se asigna al O en las formas de O-C=0 (grupos carboxilicos)
o al C-O cuando existen grupos éter o alcohol hidroxilo. Ademas se reporta que el pico de
enlace Cu-O puede verse en 933.7 eV, asociado a la unién del Cu con complejos de grupos
funcionales como carbonilos, carboxilos y grupos hidroxilo alifaticos/fendlicos, ademas, los
picos para el C 1s se registraron en 285 eV y son asignados a los grupos C-C, C-O y O-
C=0, como lo refiere Zhao et al. en 2017 [73].

3.1.4 DRX para las PnCu, AnCu y CuR
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Figura 3.4. Difractograma de particulas de PnCu, AnCu y CuR.

En el analisis de los difractogramas se observa la presencia de Cu y CuxO debido a la poca
estabilidad que tiene el Cu y a la potencial oxidacion del elemento. En la Figura 3.4 se
sefalan los patrones de los planos encontrados en 43.3° (111), 50.44° (200) y 74° (220) para
el Cu y en 36° correspondiente al plano 110 del CuxO [63,72,77,78]. Estos picos fueron
consistentes con el estindar JCPDS No. 04-0836, asignado al cobre metalico (cubico

centrado en las caras, FCC por sus siglas en inglés) [64,69,79].

3.1.4.1 Tamafio de particula a partir de la ecuacion Debye Scherrer
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Sustituyendo en la Ecuacion (1) nuestros valores, obtuvimos tamafios de particulas para
correspondientes a los picos ubicados en 20: 43.29 y 50.43 (Tabla 3.3) para las PnCu de
40.82 nm, 26.55 nm para AnCu y 36.12 nm para CuR. Otros autores reportan utilizando
esta formula, haber obtenido particulas de entre 34.5-36 nm [79], 22-32 nm [72], 20 nm
[80], 24 nm [81], 50-60 nm [71].

Tabla 3.3. Tamaiio de particula (nm) determinado por la

ecuacion de Deby-Scherrer.

20 PnCu AnCu CuR
43.29 45.02 31.68 40.73
50.43 36.62 21.43 31.52
Media 40.82 26.55 36.12
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3.2 Medicion del tamafio de particula mediante Dispersion de luz para las PnCu,
AnCuy CuR
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Figura 3.5. Distribucion de tamafios de particulas para las PnCu, AnCu y CuR, obtenidas mediante dispersion
de luz.

La distribucion del tamafio de particula se encuentra graficado en la Figura 3.5,
observandose para las PnCu que en la muestra existen particulas no homogéneas en
tamafio, observandose un pico con media en 21 nm [53]. Yu et al. al usar PVP como
estabilizador del tamafio y forma de la particula de Cu reportaron tamanos entre 1-7 nm al
utilizar diferentes concentraciones del reductor (CuSOs4) y disolvente (agua y etileno

glicol). En otro reporte, al sintetizar nanotubos de Cu utilizando &cido ascorbico como
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agente reductor y poli(vinil pirrolidona) como estabilizador, obtuvieron tamafios de 100 +
25 nm [82].

Grigore et al. en 2016 realizdé un reporte de varios métodos para la obtencion de nano
particulas de cobre, en los cuales obtenian tamafios entre 3-30 nm, dependiendo de la
sintesis; siendo la irradiacion por microondas la de menor tamafio (3 nm) y la sonoquimica
con mayor tamafio (30 nm) [59].

Por otra parte Eversole y Broida concluyen que el analisis por dispersion de luz es un pobre
elemento para determinar la uniformidad de las particulas; esto debido a la forma esférica,

que es diferente la dispersion obtenida a partir de particulas reales [83].

Las AnCu mostraron un tamafo disperso con media en 615 nm. Castafio et al. en 2016
utilizaron almidon y CuSO4*5H>0 para la obtencion de nano particulas y a partir de los
valores de DRX obtuvieron por medio de la formula de Scherrer un tamafio de 11.41 nm en
promedio [69]. El mismo método utilizé Khan et al., obteniendo valores de 28.73 y 25.19

nm para el Cu y CuxO respectivamente [64].

Para la sintesis de CuR, el tamafio de particula en promedio tiene un didmetro de 122 nm.
Esta sintesis fue basada en lo reportado por Umer ef al. en 2014, en donde reportan valores
de tamafio de particula entre 50-60 nm, calculado a partir del DRX por medio de la formula

de Debye Scherrer [71,72].

3.3 Caracterizacion microscopica de TEM de las PnCu, AnCu y CuR




Figura 3.6. Micrografia por TEM de las (a) PnCu, (b) AnCu y (c) CuR, donde se observan particulas de
forma esférica con un tamafio promedio de 12.78 nm, 15.38 nm y 10.87 nm, respectivamente.

Las NCu sintetizadas a partir de varios métodos fueron medidas mediante microscopia
electronica de transmision (Figura 3.6) y determinado el tamafio promedio de cada una. Las
PnCu tuvieron un tamafo promedio de 12.78 nm de diametro de acuerdo a las micrografias,
siendo mas grandes que las obtenidas por Yu ef al. y Wu et al. al utilizar el mismo método

de sintesis que en este trabajo [63,78]. Por otro lado, coincide con el tamafio de particula
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reportado por Khodashenas et al., donde obtuvieron un tamafio promedio de 15 nm al
utilizar un método similar a lo que se reporta aqui y donde concluyen que la concentracion
de PVP es directamente proporcional con el tamafo de la particula [54]. Otro estudio donde
fue utilizada la PVP reporta un tamano de entre 50-60 nm determinado por la ecuacion de
Scherrer, a partir del patrén de difraccion de rayos X (DRX) [71].

Para las AnCu se obtuvo un tamafio promedio de 15.38 nm, coincidiendo con la sintesis y
caracterizacion de Valodkar et al. al utilizar nitrato de cobre como precursor y acido
ascorbico y almidén como agente reductor y estabilizador, respectivamente [57,84]. En otro
método utilizado por Ceja-Romero et al., donde se utilizé sulfato de cobre pentahidratado,
almidén y D-Glucosa anhidra, se reportaron tamafios de particula entre 6 y 25 nm [69].

La sintesis de nanoparticulas de cobre sin polimero (CuR) condujo a particulas con un
tamafio promedio de 10.87 nm obtenido mediante TEM. Estos resultados difieren en el
tamafio obtenido por Kobayashi ef al., con un promedio de 57.75 nm cuando no utilizaron
polimeros como agentes estabilizantes [79,85]. En otro estudio utilizaron &cido oleico como
surfactante y obtuvieron un tamafio de particula promedio de 15.3 nm utilizando 1 M de
acido ascorbico como agente reductor. Sin embargo, cuando se aument6 a 2 M el acido

ascorbico, el tamafio de particula aument6 a 67 nm en promedio [86].

3.4 Caracterizacion fisicoquimica del CIV y CIVM

3.4.1 FTIR

Las particulas de NCu (CuR) mostraron absorciones a 3473 (OH), 3149 (OH), 3012 (=CH),
1627 (C=C conjugados), 1398 (C-OH) y 628 (Cu-O) (Figura 3.7). Estas son similares a lo
reportado por Umer et al. [71], donde se observaron absorciones predominantemente del L-
4cido ascorbico. El ascérbico puro tiene cuatro absorciones intensas a 3303 cm™ (OH),
1754 (C=0), 1673 (C=C) y 1322 (C=C-OH).

El CIV sin modificar mostré absorciones a 3436 (OH), 3124, 2965 (CH>), 1720 (COOHR),
1635 (C=C vinilico), 1602 (COOasim Al), 1463 (C-H 0 COOsim’), 1401 (COOsim’), 1166 (C-

O en el poliacrilico o en el tartarico), 1076 (C-O), 796 y 644 cm’!. Estas asignaciones, sin
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embargo, deben considerar que en los poliacrilatos puros de calcio aparecen absorciones de
estiramiento asimétrico a 1550 cm™', los de aluminio a 1599 cm’, el tartrato de calcio a
1595 cm! y el tartrato de aluminio a 1670 cm™ [87]. Del mismo modo a 1410, 1460, 1385 y
1410 cm™ se aprecian los enlaces COO™ de los estiramientos simétricos de los mismos
compuestos. Por lo tanto, las absorciones entre 1401 y 1463 cm! también pueden deberse a
de sales (policarboxilatos o tartratos) de Ca y Al [5]. Finalmente, las bandas localizadas
entre 400 a 800 cm™! corresponden a las estructuras cristalinas como AlO;, fluoruros
metélicos, Cux0, etc. [88].

Las bandas correspondientes al CIV modificado con NCu se observan en 1712 cm ™' y se
atribuyen al estiramiento del grupo carboxilo (C=0) [9], mientras que el C=C vinilico (o
COOAI) se encuentra en 1631 cm™’. En esta figura también se observa que las absorciones a
1635 y 1602 cm™! se mantienen con la misma intensidad independientemente de la cantidad
de cobre afadida mientras que las absorciones a 1463 cm™ y 1401 cm’' variaron en

I es de menor

intensidad. Esto es, en el ionomero sin modificar, la banda a 1463 cm"
intensidad que la banda de 1401 cm™ mientras que en los CIV modificados con cobre estas
intensidades se invierten. Esto significa que el poliacrilato de aluminio (1463 cm™) se

produce menos debido a la presencia del cobre.
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Figura 3.7. Espectros FTIR de CIV y CIV modificado con NCu a diferentes porcentajes.

3.4.2 Raman

Los espectros Raman del CIV modificado se muestra en la Figura 3.8, donde se observaron
picos entre 2930 y 2940 cm™' los cuales fueron atribuidos a estiramientos enlaces CH, del
poli(acido acrilico) [89]. Del mismo modo, se observaron dos picos intensos, uno a 1370
cm! y otro a 1402 cm™ pudiendo atribuirse a flexiones del enlace CH del poli(acido
acrilico). Dos absorciones poco intensas a 1657 cm™ y 1806 cm™ podrian deberse a C=0 en

ésteres (carboxilatos) o anhidridos de acidos (tartarico).
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Los picos correspondientes al Cu aparecen en la region de 529-620 cm!, siendo visibles

unicamente en el CIV modificado con 2 y 4% de NCu [90].

Intensidad (u.a)

CH ——CIV
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—— CIV + 3% NCu
— CIV+4% NCu
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Figura 3.8. Espectro Raman del CIV y CIV modificado con NCu a diferentes porcentajes.

3.4.3. EDX

El contenido elemental del CIV y CIVM se muestra en la tabla 3.4, en donde se aprecian

todos los elementos que contiene el CIV. Ademas de los componentes principales C (43.5-

46.5 at%) y O (31.6-36.2 at%) se observaron cantidades apreciables de Si (3.86 at.%) y Al

(5.02 at.%) correspondientes al vidrio de alumino-silicato. Ademas, se registro la presencia
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de Sr (1.57 at.%) usado como agente de contraste y F (7.75 at.%) probablemente en forma
de floruro de sodio adicionado para la prevencion de caries [91,92].

Ademas, se nota el incremento del elemento Cu al ir aumentando la concentraciéon de NCu
entre el 1 y 4 % p/p dentro de la matriz de CIV. Sin embargo, de los resultados de este
andlisis queda claro que la cantidad cuantificada por EDX no corresponde a la cantidad

incorporada en peso sugiriendo que en la superficie existe una proporcion diferente a la del

interior o total en el CIV [93].

Tabla 3.4. Contenido elemental (% atémico) del CIV y CIVM con NCu.

Elemento C1v CIV +1% NCu | CIV +2% NCu | CIV+3% NCu | CIV +4% NCu
C 43.77 (£0.16) 45.44 (£0.25) 44.82 (£0.81) 46.56 (£1.06) 43.5 (+£0.87)
(0] 36.2 (£0.49) 34.64 (+0.29) 34.32 (£0.72) 31.67 (£0.76) 35.67 (£1.02)
F 7.75 (£0.28) 6.92 (+£0.46) 7.05 (£0.22) 7.04 (£0.11) 6.93 (+£0.34)
Na 1.6 (£0.12) 1.52 (+£0.14) 1.59 (£0.07) 1.68 (£0.06) 1.56 (£0.05)
Al 5.02 (£0.15) 5.06 (£0.09) 5.36 (£0.12) 5.65 (£0.3) 5.16 (=0.06)
Si 3.86 (£0.22) 3.92 (£0.2) 4.1 (£0.2) 4.44 (£0.24) 3.9 (20.17)
P 0.09 (£0.15) 0 0.09 (£0.14) 0.17 (£0.15) 0
Ca 0.14 (£0.01) 0.09 (£0.01) 0.22 (£0.05) 0.03 (£0.05) 0.18 (£0.04)

Cu 0 0.76 (£0.16) 0.85 (+0.08) 0.98 (£0.07) 1.53 (=0.2)
Sr 1.57 (£0.08) 1.65 (£0.01) 1.6 (£0.03) 1.78 (£0.08) 1.57 (£0.02)

En la Figura 3.9, se presenta el mapeo de cobre realizado al CIV y CIVM, en el que se
comprueba la dispersion homogénea del elemento Cu, incrementando la concentracion de
CIV + 1% NCu al CIV + 4% NCu, comparado con lo reportado por Zanata en 2011, donde
reportd los mismos elementos pero con porcentajes atdmicos superiores para el Al con 17
at.%, Si con 15 at.%, Sr 13 at.%, e inferiores para el F con 4.6 at.% y similares para el Ca

con 0.1 at.% [91].
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Figura 3.9. Mapeo por EDX para el elemento Cu en las muestras de CIV y CIVM con diferentes
concentraciones de NCu. (a) CIV, (b) CIV + 1% NCu, (c) CIV + 2% NCu, (d) CIV + 3% NCau, (e) CIV + 4%
NCu.

3.4.4 XPS

Los espectros del analisis XPS de la Figura 3.10, muestran la aparicion del Cu2O (Cu2p a
933.4 eV) para los CIV modificados con 2-4% de NCu, coincidiendo con lo reportado por
Kruk et al., cuando caracterizo particulas de Cu [53,94,95]. En la muestra con 4% de NCu
se detectd un contenido de cobre superficial de 0.38 at.%, lo cual fue menor al detectado
mediante EDX para la misma composicion.

Uno de los picos de mayor intensidad corresponde al carbono (Cls) y se observé a 284.8
eV correspondiente a enlaces C-C (55.85 at.%) mientras que a 289 eV se localizo el C
unido al oxigeno (C=0) asociada al acido poli(acrilico) (ver figura 3.11). Esto muestra que
no hay diferencia entre poliacrilatos de calcio, aluminio o cobre.

El oxigeno (Ols) se localiz6 en 531.8 eV [96,97] con un contenido de aproximadamente
24.0 at.% para el CIV y CIVM. El pico correspondiente a este elemento fue simétrico y no
se detectaron hombros correspondientes a 6xidos metalicos (ver figura 3.12). Ademas, de
acuerdo con lo reportado por Laiteerapong, nuestros resultados coinciden para el F en 682.2

eV [98,99] con un contenido aproximado de 6.5 at%. También se detectaron Si (102.9 eV),
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Al (74.7 eV) y Ca (347.8 eV) con contenidos aproximados de 2.0 at%, 8.9 at% y 0.4 at%

respectivamente.
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Figura 3.10. Espectro de XPS del CIV y CIV modificado con NCu a diferentes porcentajes. 30 segundos de

erosion.
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Figura 3.11. Espectro XPS del Cls de los CIV y CIVM.
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Figura 3.12. Espectro XPS del Ols de los CIV y CIVM.

3.4.5 DRX

La Figura 3.13 muestra el difractograma del CIV con NCu donde se observa la presencia de
Cu y Cu20O debido a la poca estabilidad que tiene el Cu y a la potencial oxidacion del
elemento. De igual manera se sefialan los patrones de los planos encontrados en 43.3°
(111), 50.44° (200) y 74° (220) para el Cu y en 36° correspondiente al plano 110 del Cu,O
[63,72,77,78]. Estos picos fueron consistentes con el estandar JCPDS No. 04-0836 [64,69].

En esta figura se observa claramente como los picos correspondientes al cobre van
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aumentando en intensidad conforme se incrementa la concentracion en el cemento de
ionomero de vidrio.

Para el difractograma correspondiente al CIV sin modificar, no aparecen picos
sobresalientes, debido a la composicion amorfa del material [100]. Asi, se puede concluir

que todos los componentes han reaccionado completamente [101].

° —CIV

—— CIV+ 1% NCu
— CIV + 2% NCu
—— CIV + 3% NCu
— CIV + 4% NCu

® Cobre metalico

Intensidad (u.a)

30 40 50 60
20

Figura 3.13. Difractograma del CIV y CIV modificado con NCu a diferentes porcentajes.

3.5 Espectrofotometria de absorcion atomica de llama
De las muestras analizadas, se report6 como valor cuantificable la correspondiente al CIV +
4% NCu (Tabla 3.5). En un estudio, Foley y Blackwell analizan un cemento con metales

como el Cu y determinan que los metales con alto numero atdémico, tendran un efecto
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antibacterial, sin que se atribuya a la liberacion de iones. Asi, describen que la liberacion de
Zinc y Magnesio, ademds del Cu, descendia significativamente entre los 2 dias a 6 meses,

independientemente de pH utilizado (7, 4 y 2) [102].

Tabla 3.5. Concentracion de Cu en
eluciones del CIV y CIVM incubadas a 72

h (ppm).
Muestra Concentracion
Clv 0.00
CIV + 1% NCu 0.07
CIV +2% NCu 0.03
CIV +3% NCu 0.03
CIV +4% NCu 0.45

3.5 Viabilidad de fibroblastos humanos de pulpa dental

Los resultados indican una disminucién en el metabolismo celular, derivado de una
disminucion en la poblaciéon al entrar en contacto con los extractos de las muestras
experimentales, como se describe en la Figura 3.14 y descrito por Laiteerapong et al., el
crecimiento y proliferacion de las células de pulpa dental humanas, dependera del
acomplamiento inicial en el medio [98]. Los resultados son diferentes con lo reportado para
la misma prueba realizada por Kanjevac et al., cuando se utilizé la misma marca de CIV
contra células mesenquimales de pulpa dental [103]. Otro estudio realizado por Siqueira et
al., utilizd6 odontoblastos inmortalizados MDPC-23 en contacto indirecto con CIV y CIV
modificados con nano particulas de plata, en el cual reportan una viabilidad celular de entre
60-95%, coincidiendo con nuestros resultados [104].

El analisis estadistico ANOVA para el ensayo no encontré diferencias estadisticamente
significativas entre los tiempos 0, 3, 6, 12, 24 y 48 h y el post-hoc no encontr6 diferencias

entre los grupos de CIV y cada concentracion de CIVM.
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Figura 3.14. Viabilidad fibroblastos pulpares en presencia de extractos de CIV modificados con NCu.

3.6 Ensayos microbiologicos

La actividad antibacterial medida mediante CFU se muestra en la Tabla 3.6 y Figura 3.15.
Ambas cepas mostraron una reduccion del crecimiento bacteriano superior al 80% cuando
estuvieron en contacto con el CIVM con NCu a una concentracion mayor al 1% p/p. Los
valores para el conteo de CFU contra S. mutans del CIV y CIVM con 1% p/p de NCu fue
estadisticamente mayor (p=0.001) que aquellos CIVM con 2-4% p/p de NCu. De igual
manera la diferencia fue mayor entre los grupos de 2% comparado a los de 3 y 4% p/p. El
analisis estadistico mostro que el CIV y CIVM contra S. mutans y S. sanguinis fueron

diferentes (p=0.042) en el andlisis post-hoc entre 1 y los de 4% p/p.

Covarrubias et al. describieron la capacidad inhibitoria del crecimiento en el nimero de

colonias de S. mutans para las NCu cuando utilizaron un método similar al nuestro. Ellos
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concluyeron que las NCu tuvieron una mayor capacidad cuando se unian con quitosano
para prevenir la formacién de biofilm y reducir la viabilidad bacteriana [105]. En otro
estudio Toodehzaeim et al. incorporaron 1% p/p de NCu a un adhesivo ortodontico y
determinaron que podia tener una inhibicidn en el crecimiento bacteriano contra S. mutans
con un halo de 9.2 mm [56]. De igual forma, NCu agregadas a un adhesivo de grabado y
enjuagado mostré un comportamiento antibacteriano contra S. mutans [106]. Facio et al.
evaluaron varios CIV y CIVM con resina contra S. mutans y observaron halos inhibitorios
de 7.8 mm para el Fuji IX, por método de difusion en agar, lo cual fue diferente a nuestro
estudio que no reveld actividad para CIV sin modificar [31]. En concordancia con esto,
Zalewska reportd zonas de inhibicién de 11 y 12.3 mm contra el S. mutans y S. sanguinis

respectivamente cuando fue evaluado un CIV comercial [107].

Tabla 3.6. Crecimiento promedio de las UFC
del CIV y CIVM contra S. mutans y S.

sanguinis.

S. mutans S. sanguinis
Clv >1000 >1000
CIV+1%NCu >1000 226.33
CIV+2%NCu 152.00 63.50
CIV+3%NCu 5.67 44.00
CIV+4%NCu 6.67 18.67
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Figura 3.15. Conteo de las UFC en la difusion en caldo del CIV y CIVM a diferentes concentraciones de
NCu. (a) CIV, (b) CIV + 1% NCu, (¢) CIV + 2% NCu, (d) CIV + 3% NCu y (e) CIV + 4% NCu. * = conteo
de UFC > 1000.
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3.7 Caracterizacion mecanica

3.7.1 Ensayos mecanicos de compresion del CIV y CIVM

Los resultados de las pruebas de compresion de los CIV y CIVM con NCu se muestran en
la Tabla 3.7 y en la Figura 3.16. Los valores del CIV alcanzaron esfuerzos maximos
promedio de 134 MPa, con una desviacion estandar de £29 MPa. Ademas, los CIVM con 1
y 2% p/p de NCu se obtuvieron valores maximos promedio de 139 MPa y para los
modificados con 3 y 4% p/p, los esfuerzos maximos fueron de 130 MPa en promedio. Estos
resultados son comparables con lo reportado por Zelmer et al. en 2016, quienes reportan
valores promedio de 123 MPa cuando evaluaron sin modificaciones el CIV Fuji IX [108],
siendo que la norma de referencia ISO 9917-1 indica que 4 de los 5 especimenes deben
obtener esfuerzos maximos superiores a 100 MPa para considerarse validos los resultados
[5,14,109].

Ademas, el médulo elastico (E) reportado por Naoum et al., mostraron valores para el CIV
Fuji IX en un rango entre 4.5 y 5.5 GPa [110]. Otro estudio en el que utilizaron otra marca
de ionémero de alta viscosidad, reportan valores entre 2 y 5 GPa al someterlo a ensayos de
compresion [111].

El andlisis estadistico ANOVA para el ensayo a compresion no encontré diferencias
estadisticamente significativas (p=0.05) entre los grupos de CIV y las concentraciones de

CIVM.

Tabla 3.7. Propiedades mecénicas de compresion del CIV y CIVM con NCu. E=médulo elastico (GPa),

o=Esfuerzo maximo (MPa).

Muestra CIV CIV 1% NCu CIV 2% NCu CIV 3% NCu CIV 4% NCu
E o E o E o E o E o
1 6.2 138.82 5.2 139.28 5.58 137.41 55 129.16 4.1 123.56
2 5.54 | 129.53 6.4 140.16 6.72 142.21 5.32 124.86 4.52 129.52
3 6.54 | 140.66 6.22 149.36 5.4 144.2 5.52 130.28 5.7 137.19
4 6.2 128.22 6.81 143.44 5.98 137.13 6.21 139.44 5.08 121.64
5 6.5 134.06 58 127.71 6.21 13491 6.48 138.94 5.5 127.42
X 6.20 |134.258 | 6.58 139.99 5.98 139.17 5.81 132.53 5.02 127.86
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Figura 3.16. Curva de esfuerzo maximo y deformacion de los ensayos de compresion para
los CIV y CIVM con 1, 2, 3 y 4% p/p NCu.
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3.7.2 Ensayos mecanicos de flexion del CIV y CIVM

Los resultados de las pruebas de compresion de los CIV y CIVM con NCu se muestran en
la Tabla 3.8 y en la Figura 3.17. Los valores CIV alcanzaron esfuerzos maximos promedio
de 21.00 MPa, con una desviacion estandar de +£2.31 MPa. Para los CIVM con 1%, 2% y
3% p/p de NCu se obtuvieron valores maximos promedio de 24.18 MPa y para el
modificado con 4% p/p, los esfuerzos maximos fueron de 22.88 MPa en promedio [112].
Por otro lado, el modulo de flexion (Ef) se mantuvo por debajo del rango promedio
reportado por Moberg ef al., quienes obtuvieron valores entre 9.7 GPa y 11.1 GPa al utilizar
CIV de alta viscosidad [113]. Otro estudio reportado por Garoushi et al., utilizando el CIV
Fuji IX, reporta valores en el rango entre 1 y 4 GPa, coincidiendo con nuestros resultados
[13].

Nuestros resultados comparados con lo reportado por Garoushi et al. representa una
disminucion en el desempefio promedio por 2.5 MPa cuando fue evaluado sin modificarse
[13], mientras que Faridi reporta resultados en donde solo difiere negativamente en 2 MPa
en promedio [112].

El andlisis estadistico ANOVA para el ensayo a flexion no encontrd diferencias
estadisticamente significativas (p=0.05) entre los grupos de CIV y las concentraciones de

CIVM.

Tabla 3.8. Propiedades mecénicas de flexion del CIV y CIVM con NCu. E/=mddulo de flexion (GPa),

o=Esfuerzo maximo (MPa).

Muestra cIv CIV 1% NCu CIV 2% NCu CIV 3% NCu CIV 4% NCu
E, o E, c E/ c E, o E/ c

1 348 | 24.83 | 4.06 | 2582 | 3.82 | 2654 | 265 | 2528 | 3.23 | 27.02
2 333 | 2136 | 3.67 | 28.64 | 3.64 | 2208 | 2.80 | 2858 | 279 | 19.17
3 3.6 | 2095 | 2.83 | 2495 | 395 | 31.09 | 325 | 2030 | 242 | 2026
4 3.80 | 1891 | 3.08 | 21.05 | 3.05 | 21.97 | 3.66 | 1825 | 3.55 | 26.17
5 302 | 1952 | 3.03 | 18.02 | 3.02 | 215 | 266 | 2862 | 3.61 | 21.77
% 338 | 2111 | 333 | 2370 | 3.50 | 24.64 | 3.00 | 2421 | 312 | 22.88

DesEst | 028 | 231 | 051 | 418 | 044 | 415 | 044 | 476 | 051 | 3.53
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Figura 3.17. Curva de esfuerzo maximo y deformacion de los ensayos de flexion para los
CIVyCIVMcon 1, 2, 3 y 4% p/p NCu.

3.7.3 Ensayo de adhesion

Los resultados de las pruebas de adhesion de los CIV y CIVM con NCu se muestran en la
Tabla 3.9. Los valores CIV alcanzaron esfuerzos maximos promedio de 3.72 MPa, con una
desviacion estandar de £0.65 MPa [10]. En un estudio realizado por Garcia-Contreras et.

al., concluyeron que el CIV sin modificar tenia una resistencia al desalojo promedio de
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1.32 MPa y cuando se incorporaron nano particulas de Ti al 3 y 5% p/p obtuvieron 1.5 y
0.99 MPa, respectivamente [114]. Los resultados de Carvalho et al., para el CIV sin
modificar obtuvieron valores de 6 MPa cuando fueron probados en dentina [115].

Para nuestros CIVM con 1 y 2% p/p de NCu se obtuvieron valores maximos promedio de 3
MPa y para los modificados con 3 y 4% p/p, una media de 3.9 MPa.

El andlisis estadistico ANOVA para el ensayo de adhesion encontrd diferencias
estadisticamente significativas, p=0.015, entre los grupos de CIV + 2% NCu y el CIV + 4%
NCu.

Tabla 3.9. Propiedades mecanicas de adhesion del CIV y CIVM con NCu (MPa).

Muestra | CIV CIV 1% NCu CIV2%NCu | CIV3%NCu | CIV 4% NCu
1 4.13 3.24 2.87 3.25 4.49
2 3.25 2.82 2.83 3.40 4.79
3 3.24 3.61 2.76 4.90 3.80
4 4.66 3.14 2.84 3.75 4.20
5 3.32 3.24 3.20 3.45 3.13
x 3.72 3.21 2.90 3.75 4.08
Des Est | 0.65 0.28 0.17 0.67 0.65

3.8 Liberacion de fluoruro

La liberacioén de fluoruro de las muestras (n=3 por grupo) se realizé con el CIV y CIVM
con las 4 concentraciones de NCu y se siguié durante 28 dias. Como se muestra en la
Figura 3.18, en las primeras 24 horas ocurre una liberacion promedio de 14.72 ppm y los
siguientes dias la liberacion se encuentra en un promedio de 0.8 ppm hasta finalizar los 28
dias. La primera medicion fue realizada a las 48 h y las siguientes cada 7 dias. Al final, el
CIV alcanzo una liberacion total de 62.17 ppm, el CIV + 1% NCu 44 ppm, el CIV + 2%
NCu 33 ppm, el CIV + 3% NCu 26.2 ppm y el CIV + 4% NCu 27.3 ppm. Este patron de
liberacion obtenido, y valores obtenidos se asemejan a lo reportado por Delgado- Mufios et

al., en 2014, analizando el cemento de ionomero de vidrio Fuji II y Ketac Molar.

59



El analisis ANOVA para la liberacion de fluoruro resultd estadisticamente significativo
(p=0.001) en todos los tiempos evaluados y para el tiempo de 48 h resultaron sin diferencia
el CIV + 3% NCu para los otros grupos, para el tiempo de 7 dias resultaron diferentes los
grupos excepto entre el CIV + 3% NCu y CIV + 4% NCu. A los 14 dias, los grupos
resultaron diferentes entre ellos el CIV, CIV+1%NCu e iguales los CIV+2%NCu
CIV+3%NCu y CIV+4%NCu; finalmente de los tiempos 21 y 28 dias resultaron iguales los
CIV+3%NCu y CIV+4%NCu.
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Figura 3.18. Liberacion de fluoruro en funcion del tiempo para CIV y CIVM con diferentes concentraciones
de NCu.
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CONCLUSIONES

1. La caracterizacion de las NCu mostro mediante FTIR, EDX, XPS, DRX y MET, que
estan compuestas de Cu™, Cu0 y Cu’, debido a la reduccién del acetato de cobre por
medio del acido ascérbico, sin embargo, este antioxidante no es suficiente para evitar la
capa superficial de 6xido en las particulas, ademas se confirm¢ el tamafio nano métrico.

2. El CIVM fue caracterizado y demostrd6 que el elemento Cu era detectable en la
superficie, ademés de comprobarse su distribucion homogénea mediante el mapeo por
EDX.

3. El ensayo de viabilidad celular demostré que no existe diferencias en la reducciéon al
entrar en contacto con el extracto de CIV y los CIVM, lo cuadl indica que no existiria una
contraindicacion para el uso del material en cuanto a su composicion.

4. Las pruebas microbiolédgicas concluyeron que para los CIVM con 2%, 3% y 4% NCu en
contacto con las bacterias, la reduccion de las UFC era mayor al 80%.

5. Para las pruebas mecanicas, hubo diferencias entre los grupos de CIVM, sin embargo,
para el grupo con actividad antibacterial, el CIVM con 2% NCu, no era diferente al CIV.

6. Al final, se comprob¢ la liberacion constante de fluoruro durante 28 dias, debido a que

esta liberacion es fundamental para garantizar su accion como biomaterial.
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