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Capitulo |

Introduccién
La caries dental representa un problema de salud cada vez mas grave para el que se ha

identificado como las principales causantes de enfermedades bucales [1]. Hoy en dia, la
atencion se centra en el desarrollo de materiales adecuados capaces de matar o inhibir estas

bacterias y, por tanto, de controlar la condicion patoldgica.

Aunque se ha informado que los compuestos antimicrobianos disminuyen la aparicion de
enfermedades dentales, el uso de antibidticos y bactericidas quimicos puede tener un impacto
negativo en la flora bacteriana de la cavidad oral y el tracto intestinal [2,3]. Dado que los
patdgenos pueden adquirir resistencia frente a diferentes antibidticos, los agentes que se
caracterizan por una notable actividad antibacteriana y que no desarrollan resistencia son

ahora muy solicitados [4].

En base en esto, la nanotecnologia se considera una herramienta poderosa. Durante los
ultimos afos, una atencion cada vez mayor se centrd en las nanoparticulas metalicas (es decir,
plata y zinc) debido a sus notables propiedades antimicrobianas [5]. El alto efecto
antibacteriano de estos agentes nanoestructurados se atribuye a la alta relacion
superficie/volumen, lo que permite una mayor presencia de atomos en la superficie y, por lo
tanto, proporciona el maximo contacto con el medio ambiente. Debido a su capacidad para
penetrar facilmente las membranas celulares, varios procesos intracelulares se interrumpen,

lo que resulta en una alta reactividad y actividad antibacteriana [6].

En este contexto, las nanoparticulas de ZnO, pueden representar una valiosa herramienta en
el campo biol6gico/médico, también debido al hecho de que su proceso de produccién es
muy facil, econémico y escalable [7]. Las propiedades antimicrobianas de los ZnO como
nanocomposito frente a bacterias gramnegativas (Pseudomonas aeruginosa) y grampositivas
(S. mutans) se han investigado en estudios previos [8,9], y también se ha demostrado su muy
baja citotoxicidad a traves del sistema in vivo (Caenorhabditis elegans) [10]. Sin embargo,
una de las principales limitaciones para una amplia explotacion de los nanocompositos como
agente antimicrobiano en la aplicacion dental, esta representada la capacidad de agregacion

cuando se dispersa en una suspension coloidal.



La eficacia antibacteriana de los metales depende directamente de su area de superficie de
contacto total. Las dimensiones a nanoescala de las nanoparticulas permiten una gama mas

amplia de interacciones con microorganismos aumentando su capacidad antibacteriana.

Streptococcus mutans, E. Feacalis y E. Coli son una de las especies principales de bacterias
responsable de la caries dental [23]. Varias investigaciones argumentaron que, entre los
agentes metalicos, las nanoparticulas de plata son las mas eficaces para inhibir el crecimiento
de S. mutans [24]. Sin embargo, el principal inconveniente de la plata en la restauracion
dental son los cambios cosméticos de los materiales del color de los dientes [24]. Por lo tanto,
un metal insoluble, del color de los dientes o polvos incoloros de 6xido como silice, zirconio,
aliminay éxido de zinc (ZnO) puede ser mas interesante en compositos dentales. A pesar de
que la incorporacion de ZnO en los compositos dentales, se puede tener actividad
antibacteriana [5], la opacidad de las particulas contra la luz visible puede afectar
negativamente a la fotopolimerizacion y, en consecuencia, a las propiedades mecanicas de

los nanomateriales.

El 6xido de zinc (ZnO), un semiconductor de banda ancha amplia, ha atraido un interés
creciente debido a sus propiedades dpticas, luminiscentes, electrénicas, optoelectronicas y
biocompatibles Unicas [11,12]. Se han desarrollado varios métodos para sintetizar materiales
de ZnO como nanoestructuras unidimensionales (1D) con diferentes morfologias, incluidos
nanocables, nanobarras y nanoagujas [13]. Se ha demostrado baja citotoxicidad de ZnO [14],
junto con su gran potencial como material antibacteriano actuando contra Staphylococcus

aureus y Bacillus subtilis.

El propésito de este estudio es evaluar las propiedades antibacterianas del ZnO-CaO en cepas

bacterianas de E. Feacalis y E. Coli.



JUSTIFICACION.

La caries dental es una de las enfermedades de salud bucal méas comunes en la actualidad. El
tratamiento inadecuado puede provocar infecciones secundarias y enfermedades sistémicas,
como artritis, enfermedades cardiacas y nefritis cronica, por lo tanto, los materiales de
restauracion versatiles y confiables para el tratamiento de caries son muy necesarios. Debido
a la estética superior y la biocompatibilidad sobre las aleaciones de amalgama, los
compuestos de resina dental se han utilizado ampliamente para restaurar la caries dental y
otros defectos desde 1960. Estos compuestos estdn hechos de rellenos inorganicos
modificados y estan dispersos en la superficie de una matriz de resina fotopolimerizable, que
puede formar de una red de polimeros compuestos reticulados bajo una irradiacion de luz
azul. Muchos esfuerzos de investigacion se han centrado en la optimizaciéon de las
formulaciones de relleno, incluida la morfologia del relleno, carga y tamarfio, para mejorar el
rendimiento fisico-mecanico de los compuestos dentales. Este problema no resuelve los
problemas bacterianos y fangicos, por lo que es importante utilizar y/o desarrollar materiales
con resistencia bacteriana y fangica, incluida la inhibicién de S. Mutans. Por otro lado, los
materiales mesoporosos llegan a ser una parte fundamental y de mucho interés en los
compuestos dentales, debido a sus estructuras mesoporosas ordenadas, su gran area
superficial y su buena compatibilidad. Mientras que su principal inconveniente en los
compuestos dentales son los cambios cosméticos de los materiales, afectando del color del
diente. Por lo tanto, los polvos de 6xido metélicos insolubles, de color similar al de los
dientes o incoloros, como el ZnO, son materiales atractivos para estas aplicaciones, ademas
de que el ZnO puede liberar Zn?* a través de la estructura para proporcionar compuestos

finales con actividad antibacteriana.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Como profesionales, tenemos el deber particular de proporcionar una amplia gama de
atencion dental a las personas que se presentan con diversos problemas medicos sistémicos,
discapacidades fisicas y de aprendizaje, deficiencias cognitivas, asi como a pacientes jovenes
con enfermedades congénitas, TDAH o0 espectro autista, entre otros trastornos. Ademas,
como resultado de los cambios demograficos actuales, nuestros pacientes reciben terapias
farmacologicas mas complejas que pueden interferir con ciertos procedimientos dentales.
Diariamente, los odont6logos se enfrentan a un nimero cada vez mayor de pacientes que se
someten a quimioterapia y radioterapia, lo que afecta la salud oral y causa sintomas agudos
que afectan la calidad de vida de los pacientes. Como resultado, debemos abordar planes de
tratamiento complejos, incluida la atencidn restaurativa proporcionada a grupos de pacientes
de edad avanzada con problemas médicos subyacentes para los que estan tomando multiples
medicamentos. La evaluacion de la capacidad mental, el consentimiento valido informado,
las consultas de especialistas y la "reunién de interés superior" con otras personas
involucradas en el cuidado de un paciente se estan convirtiendo en una parte esencial de la
practica dental de rutina, lo que refleja la complejidad real de la planificacion del tratamiento
individual. La creciente demanda de atencion dental especializada como resultado de
problemas de salud bucal mas complejos ha estimulado el establecimiento de nuevos
curriculos de capacitacion académica, y esta tendencia ha aparecido en todo el mundo. Sin
lugar a dudas, los estudiantes de odontologia deben adquirir enfoques mas integrados y
factibles durante la educacién para ayudarlos a estar bien preparados cuando se trata de casos
clinicos desafiantes. En las Gltimas décadas, los odontdlogos generales han notado un cambio
significativo en la reduccion de la exodoncia a favor de enfoques mas conservadores, debido
al envejecimiento de la poblacion y el cambio demogréafico. Finalmente, vale la pena
mencionar que la tendencia de reemplazar la anestesia general dental con servicios de
sedacion consciente también podria ser aplicable cuando se trata a pacientes con fobia dental

o discapacidades de aprendizaje.



HIPOTESIS

La sintesis de un Oxido mixto a base de ZnO ayudaran a mejorar las propiedades
antimicrobianas y antifungicas, en el area dental.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar y estudiar el efecto biolégico de las nanoparticulas de ZnO-CaO.

Objetivos especificos.
e Sintetizar nanomateriales ZnO-CaO.

e Caracterizar los nanomateriales ZnO-CaO.
e Evaluar el potencial antibacteriano.

e Evaluar el potencial antifungico.



Capitulo Il

Antecedentes
La nanotecnologia es la aplicacion del conocimiento cientifico de manipular y controlar la

materia predominantemente en el nanoescala para hacer uso de propiedades y fendmenos
dependientes del tamafio y la estructura, distintos de los asociados con &tomos 0 moléculas
individuales, o extrapolacion de més grandes tamafios del mismo material [26,27]. La
nanomedicina es el uso controlado de nanotecnologias en el cuidado de la salud que conduce

a nuevas vias de diagnostico y tratamiento de enfermedades humanas [28].

Las nanoparticulas estan presentes en la naturaleza y se utilizan para una gran extension en
nuestra vida diaria; p.ej. en productos cosméticos, por ejemplo, particulas de TiO2 o ZnO
utilizadas como filtro UV o en pastas bucales, en este caso principalmente didxido de titanio
o silicatos. Asi mismo, las nanoparticulas también estan presentes en la alimentacion diaria,
suplementos dietéticos y aerosoles utilizados para revestimiento, limpieza e impregnacion
[29-33]. Ellos son capaces de mejorar la estabilidad de los alimentos, su sabor y consistencia.
El diéxido de silicio, 6xido de magnesio o didxido de titanio son aditivos alimentarios

probados y autorizados en algunos paises [34].

En odontologia, las nanoparticulas juegan un papel cada vez mas importante ya que estan
incorporadas intencionalmente en productos, para mejorar propiedades del material de los
compuestos a base de resina, como la capacidad de pulido y la estabilidad del brillo [35],
pero también como soportes [36]. Los materiales dentales, que liberan intencionalmente
nanoparticulas, son bastante raros, como el escaneo, la aplicacion de aerosoles para
CAD/CAM [37] o laminas indicadoras de oclusion.

El uso de la nanotecnologia tiene un gran potencial para la vida diaria y los grupos de
investigacion de todo el mundo y las agencias nacionales e internacionales estan poniendo
mucho esfuerzo en esta nueva y prometedora tecnologia [38-42]. Mas recientemente, las
nanoparticulas también se han convertido en un asunto de interés publico y cientifico y las
agencias nacionales e internacionales se ocupan de los nanomateriales y sus aspectos de
seguridad; por ejemplo, OMS, I1SO [38], o FDA [39].



Tanto los materiales dentales como los compositos, a base de resina, los cementos o los
materiales de impresion contienen nanomateriales, se estima que las nanoparticulas estan
presentes en cerca de 3500 materiales dentales (Verband der Deutschen Dental Industrie

(VDDI) —Comunicacion personal, junio de 2017).

Por otro lado, los crecientes requisitos de materiales para aplicaciones médicas y biomédicas
han llevado al desarrollo de nuevos materiales (como materiales nanocompuestos) con
propiedades superficiales especificas. Actualmente, se hace hincapié en la naturaleza
antibacteriana inmediata; biocompatibilidad y bioactividad, incluida la célula (figura 1) y la
hemocompatibilidad de los nanomateriales; una energia superficial baja; y una alta
hidrofobicidad, que conduce a una mala humectabilidad y una mala adherencia [42,43].

Especialmente, las propiedades de la superficie se modifican mediante diversas técnicas de
tratamiento, como la polimerizacion con plasma [45], la polimerizacion inducida por UV
[46] o el tratamiento con ozono [43,46,48]. Sin embargo, en el caso de materiales
nanocompuestos, las propiedades de la superficie también pueden verse influidas por la
composicion quimica, la humectabilidad y/o la topografia superficial cambiante del material
nanocompuesto. Ademas, la eleccion adecuada de los tipos de nanorelleno y su distribucion
homogénea en la matriz del nanomaterial permite influir en las propiedades estructurales y

antibacterianas.

Con este fin, los nanomateriales a base de metales, al igual que los agentes antibacterianos
relacionados con las nanoparticulas, pueden frenar el crecimiento antimicrobiano [46,47]. La
gran extension de superficie y volumen, al igual que las extraordinarias propiedades
superficiales de las nanoparticulas metélicas, las convierte en un agente terapéutico

antimicrobiano robusto, adaptable y convincente [48,49].

Entre los diferentes 6xidos metalicos se encuentra el éxido de zinc (ZnO), este nanomaterial
ha recibido el titulo de seguro, generalmente reconocido por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos (F.D.A). y se ha activado el estado de agentes bactericidas fiables
[50,51,52]. Se percibe como una de las nanoparticulas metalicas mas activas, ya que se

difunden bruscamente en la membrana y dafian las células del microorganismo.



Las nanoparticulas de ZnO se han utilizado como una potente sustancia antibacteriana contra
patdgenos especificos in vitro e in vivo contra agentes patdgenos. Se ha establecido que la
mayoria de las nanoparticulas, incluidas las nanoparticulas de ZnO, provocan lesiones en la
pared celular y las membranas de los microorganismos [53,54]. Mas importante aun, el nano-
ZnO exhibe toxicidad selectiva para las bacterias, lo que hace que su gran potencial para
aplicaciones antibacterianas en muchos campos, como la desinfeccion del agua, la
conservacion de alimentos, los vendajes médicos para heridas y aplicaciones dentales [53-
56].
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Figura 1. Mecanismo antibacterial de diferentes nanoparticulas

La cavidad bucal alberga varios tipos de microorganismos que provocan trastornos como
caries, célculos, gingivitis o periodontitis. Los procedimientos invasivos en la cavidad oral
que utilizan materiales dentales, como la restauracion de dientes cariados con composites 0
la colocacion de implantes, se ven particularmente afectados por la accion microbiana. Por

tanto, es l6gico equipar materiales dentales con propiedades antimicrobianas.

Es probable que la accion antimicrobiana de la plata se conozca desde los primeros registros
historicos [58]. En la actualidad, la plata es uno de los agentes antimicrobianos mas



reportados en la literatura cientifica. La accion antimicrobiana de la plata y algunos otros
metales se basa en los efectos dafiinos de los cationes metélicos en las células vivas. La plata
conduce al dafio de la pared celular y la membrana celular y a la reaccion con
biomacromoléculas dentro de las células. Los antimicrobianos a base de plata son

demostrativamente eficaces contra microorganismos como bacterias, virus y hongos [59].

La alta relacién superficie / volumen de las nanoparticulas de plata promete una mayor
eficacia de la dosis de plata contra los microorganismos. Combinado con el advenimiento de
métodos para producir nanoparticulas de plata con distribuciones de tamafio estrechas y
homogeneidad [60] y las vastas areas de aplicacion en odontologia, el nimero de

publicaciones que abordan este tema ha aumentado en los Gltimos diez afios.

Las nanoparticulas de plata se han aplicado en nanocompositos, recubrimientos de implantes;
formulaciones anti-caries; en el tratamiento del cancer oral y muchos mas [59]. Los
resultados in vitro revelan la excelente actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de
plata cuando se asocian con resinas acrilicas, co-mondmeros de resina, adhesivos,
medicacion intracanal y recubrimientos de implantes para combatir infecciones microbianas,
especialmente caries [59]. Sin embargo, el nimero de estudios que confirman estos

resultados in vitro positivos en situaciones clinicas es muy bajo.

La alta relacion superficie / volumen de las nanoparticulas de plata promete una mayor
eficacia de la dosis de plata contra los microorganismos. Combinado con el advenimiento de
métodos para producir nanoparticulas de plata con distribuciones de tamafio estrechas y
homogeneidad [60] y las vastas areas de aplicacion en odontologia, el numero de

publicaciones que abordan este tema ha aumentado en los Gltimos diez afios.

No todos los tamafios de nanoparticulas de plata parecen tener la misma eficacia
antimicrobiana. Ginjupalli y col. [61] mostr6 que las nanoparticulas de plata en un rango de
tamario de 80 a 100 nm son superiores en impartir actividad antimicrobiana a hidrocoloides

irreversibles en comparacion con rangos de tamario de particulas mas pequerios.

A pesar de los efectos antimicrobianos probados de la plata y algunos de sus compuestos,
este material tiene varias desventajas, toxico para todas las células del cuerpo, no solo para

los microbios. Este problema se ve agravado por las dificultades para controlar la dosis de



plata. Las nanoparticulas de plata pueden ser Utiles para abordar este problema de dosis [62].
Ademaés, la plata puede provocar la decoloracion de materiales o tejidos [63]. Si los
materiales dentales basados en nanoparticulas de plata pueden ser efectivos en situaciones
clinicas con respecto a su efecto antimicrobiano, la biocompatibilidad y la estética ain estan

por dilucidarse.

Las nanoparticulas de plata también muestran propiedades antivirales. Mohsen y
colaboradores [64] estudiaron el efecto inhibidor de las nanoparticulas de plata (tamafio de
particula inferior a 20 nm), los nanoalambres de plata y la infeccion in vitro de la célula
huésped inducida por el virus corona de coloides de plata. Descubrieron que los
nanomateriales de plata son eficaces en la prevencion de la infeccién celular mediada por
coronavirus como agente virucida o como inhibidor de la entrada viral. Estos hallazgos
pueden proporcionar nuevos conocimientos sobre la terapia antiviral de las infecciones por

coronavirus.

Hojati et al. demostro que los compuestos de resina que contienen nanoparticulas de 6xido
de zinc (ZnO) tienen un efecto antimicrobiano [48]. Una prueba de contacto directo mostro
que, al aumentar el contenido de nanoparticulas, el crecimiento microbiano de Steptococcus
mutans disminuyé significativamente. Sin embargo, la adicién de nanoparticulas de ZnO
redujo significativamente la profundidad de curado del material compuesto, mientras que

algunas propiedades mecanicas permanecieron sin cambios y otras aumentaron [23].

También se sabe desde hace mucho tiempo que el cobre tiene efectos antimicrobianos.
Gutiérrez et al. investigd nanoparticulas de cobre afiadidas en diferentes concentraciones
[66]. Encontraron que la adicion de nanoparticulas de cobre no afectd varias propiedades
mecanicas probadas y concentraciones mas altas las cuales produjeron interfaces adhesivo-
dentina que son mas resistentes a las microfiltraciones. Las nanoparticulas de cobre

aumentaron significativamente la actividad antimicrobiana.

Las nanoparticulas de cobre son efectivas contra virus como lo demuestran, por ejemplo,
Fujimori et al. [58]. Observaron la inactivacion de la cepa de influenza A HIN1 pandémica
2009 por nanoparticulas de yoduro de Cu (I). Esto involucro radicales hidroxilo y result6 en
la degradacion de la hemaglutinina y proteinas virales. También se ha demostrado que el

cobre es eficaz contra el coronavirus humano en las superficies de los materiales [59]. Para



evitar los problemas de los materiales dentales antimicrobianos que liberan iones metalicos,
se investigan intensamente alternativas. Estos incluyen nanoportadores o nanocépsulas,
nanocompuestos dentales que contienen una combinacion de monémeros antimicrobianos y

fosfatos de calcio y otros.

Pruebas antimicrobianas
Para evaluar la actividad antibacteriana de los nanomateriales en el area dental, se han

empleado muchos estudios como pruebas de difusion en disco [85], prueba de contacto
directo [79,86], concentraciébn minima inhibitoria (MIC) y/o concentracion minima
bactericida (MBC) [87].

Difusion en disco
En difusién en disco de agar, las muestras (generalmente como tableta) se colocan en la

superficie de placas de agar inoculadas. Este método se utiliza en la mayoria de los estudios
actualizados sobre agentes solubles capaces de difundirse en gel de agar, pero no es aplicable
a agentes insolubles con propiedades de inhibicion de superficies. Si algin componente
antibacteriano soluble se filtra de las muestras, la actividad antimicrobiana se evaluara
midiendo el didmetro de la zona de inhibicion (mm) en la superficie de las placas. Sin
embargo, en la mayoria de los estudios, se encontr6 que los composites curados no liberaban
ningun componente antibacteriano; asi, no se ha demostrado la zona de inhibicion porque no
hubo lixiviacion de cantidades adecuadas de componentes antibacterianos. de composites
curados para inhibir el crecimiento bacteriano [88].

La actividad antifingica y antibacteriana de estos curados las resinas provienen de los
antimicrobianos filtrados. Por ejemplo, en el estudio reportado por Yap et al., algunos
curados comerciales se probaron en compuestos que liberan fluoruro y solo algunos
mostraron poca inhibicién contra S. mutans. La razén radica en el hecho de que la cantidad
de fluoruro liberada de los compositos fluorados curados son demasiado pequefios para
revelar efectos antibacterianos [89]. Como resultado, la prueba de difusion en disco de agar
puede ser realizada para compuestos no polimerizados y esta técnica no muestra actividad

microbicida.



Concentracién Minima inhibitoria (MIC) y bactericida (MBC)
Los métodos MIC y MBC generalmente se usan para materiales no polimerizados antes de

curar para revelar la actividad de monomeros antimicrobianos o particulas inorganicas como
ZnO nanoparticulas [90,91]. EI mondmero antibacteriano no polimerizado actia como un
bactericida libre similar a los antimicrobianos convencionales. Por ejemplo, Imazato et al.
[92,93] sintetizé un nuevo mondmero bromuro de 12-metacriloiloxidodecilpiridinio (MDPB)
y realizd una CIM en este mondémero antes de polimerizacion para evaluar su actividad
antimicrobiana. En estos métodos, una amplia gama de concentraciones del antibacteriano
compuestos, tales como mondmeros antibacterianos o nanoparticulas, se colocan en viales y
se inoculan con una determinada concentracion de cultivo bacteriano y fangico ajustado. El
valor de MIC se determina a partir de examenes visuales y / 0 por espectrometria como la
concentracion mas baja de un agente antimicrobiano que es necesaria para inhibir
completamente las bacterias crecimiento. MBC es la concentracion mas baja del
antimicrobiano agente que mato al 99,9% de las bacterias que no produjeron colonias en el
plato [94,95].

Prueba de contacto directo
La prueba de difusion en disco de agar demuestra la inhibicién del crecimiento de los

microorganismos evaluados mientras que la prueba de contacto directo muestra actividad
bactericida y microbicida. Beyth y col. sintetizd los policationes antibacterianos que se
formaron como nanoparticulas reticuladas. Sus resultados de la disolucién comportamiento
y la difusion del disco de agar indicaron que la bioactividad de los compuestos no se debe a
la liberacion de compuestos al medio y que la actividad esta asociada con contacto superficial
[96].

La prueba de contacto directo es mas nueva que la prueba de difusion en disco de agar, y las
imagenes de biopeliculas microbianas cultivadas en discos de resina son observado por
microscopia confocal de barrido laser (CSLM), microscopia de fluorescencia y / o
microscopia electronica de barrido (SEM). Para las imagenes de fluorescencia de CSLM, la
resina curada los discos se afiaden a los vasos. Los recipientes se llenan con la respectiva
suspension de microorganismos a una concentracion predeterminada. Después de 1 o 3 dias
(depende de la prueba), las biopeliculas en los discos se lavan tres veces con fosfato

tamponado solucion salina (PBS) para eliminar las bacterias sueltas y luego se tifien



utilizando una tincion comercial de viabilidad bacteriana Live / Dead BacLight equipo.
Finalmente, el crecimiento de las biopeliculas en los discos de resina curada. (discos

marcados con fluorescencia) se evalua mediante escaneo confocal para obtener imagenes.

Cuando se conjuga con CLSM, Live / Dead BacLight puede emplearse para ilustrar la
integridad de la membrana de las bacterias en los discos curados, facilitando asi la
investigacion sobre la accion antimicrobiana de los agentes cationicos inmovilizados que se
cree que interrumpen la membrana citoplasmatica [88,89]. La cual se escanea la capa
bacteriana adherida a cada superficie de los discos. tanto en el canal verde (como excitacion
de 488 nm, verde emision) para bacterias con membranas integrales y canal rojo (como
excitacion de 543 nm, emision roja) para bacterias con membranas dafiadas. Células de
microorganismos Vvivos con las membranas intactas se tifien de verde y las células muertas
con las membranas dafiadas se tifien de rojo. Entonces, los resultados son analizados y
calculados para cuantificar cada imagen en términos de la superficie total cubierta por

bacterias vivas y muertas.

Materiales antimicrobianos
Hay muchos tipos de materiales, como QAC, Ag y ZnO, que pueden aportar actividad

antibacteriana a los materiales dentales. Sevinc y Hanley [90] han demostrado que la
combinacidn de las nanoparticulas de éxido de zinc (ZnO-NP) al 10% en peso en compuestos
dentales muestran actividad antibacteriana y reducen el crecimiento de biopeliculas
bacterianas contra Streptococcus sobrinus en aproximadamente un 80% para un modelo de

biopelicula dental de una sola especie.

Las nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2) también son eficaces para inhibir el
crecimiento. Por ejemplo, nanoparticulas de TiO2 incorporadas en un material de
restauracion de ionomero de vidrio convencional. Los materiales mostraron actividad
antibacteriana contra S. mutans [100]. La mayoria de los ejemplos conocidos del relleno

antimicrobiano inorganico son nanoparticulas de Ag.

En los ultimos afios, los compuestos de plata [101,102] y nanoparticulas [103-105] se han

estudiado por su actividad antimicrobiana como sustituto de los antibi6ticos [106]. Por



ejemplo, nano-Ag ha mostrado actividad antibacteriana en sistemas de resina acrilica
autopolimerizables [107]. Jia y col. [108] utilizé nano-SiO> como portador para preparar
materiales antibacterianos inorganicos mediante el método de adsorcion. Ponen Ag y

Nanoparticulas de Zn en las superficies porosas del nano-SiO..

Estos materiales demostraron la actividad contra Escherichia coli y Enterococcus faecalis.
Sin embargo, el mayor inconveniente de estas particulas, del tamafio de nano o micro, es que
no tienen enlaces quimicos a la matriz que puedan lixiviar con el tiempo junto con otros
materiales que pueden conducir a riesgos para la salud [61]. Por ejemplo, el elemento plata
puede ser ionizado en presencia de agua, exudados tisulares o fluidos corporales y puede
interactuar facilmente con residuos de aminoacidos, proteinas, especialmente aquellos con
grupos tiol, aniones libres y receptores en membranas celulares de mamiferos y eucariotas
[108].



Capitulo Il
Metodologia
Materiales y Métodos

Reactivos
El 6xido de Zinc se obtuvo a partir de Acetato de Zinc Dihidratado (C4sHeO4Zn*2H0,

Sigma Aldrich), etanol (CH3CH20H, CTR, USA.), hidréxido de amonio (NH4OH, Sigma
Aldrich, USA) y el oxido de zinc/6xido de calcio (ZnO-CaO) se obtuvo utilizando el

precursor mencionado anteriormente y la sal de nitrato de calcio.

Sintesis de Materiales
La sintesis del material se obtuvo por el método Sol-gel. En un matraz de tres bocas se

agregaron 14 g del precursor acetato de zine—yzinc y 140 mL de etanol, la solucion se ajusto
a un pH neutro y se calent6 a 120 °C durante 2 h, después se llevo a 0 °C durante 6 h.
Finalmente la muestra se secd a 100 °C y se calcin6 a 500 °C con una rampa de calentamiento

de 2 °C/min, como se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Diagrama de flujo del método sol-gel.



Caracterizacion de materiales

Microscopia Electrénica de Barrido
La morfologia de las nanomateriales se determind mediante microscopia electronica de

barrido (SEM) (Tescan, MIRA 3LMU, Reino Unido) a 20 kV (figura 2).

Figura 3. Microscopio electrénico de barrido



Difraccién de Rayos X
Los patrones de difraccion de rayos X, se obtuvieron utilizando un difractometro de la marca

Panalytical modelo Empyrean, (Almelo, Netherland) equipadojcon radiacién Cu K ( (1 =
0.154 nm). La intensidad de difraccion en funcion del angulo (2\) se midié entre 10° to 90°,
usando un paso de 0.02° y un tiempo de conteo de 0.2 s por paso. Ademas, el tamafio
promedio del cristal se determind usando la ecuacion de Scherrer (2), usando el pico mas

intenso para cada muestra (figura 3).

k

D=——
[ cos cos

()

Donde D es el tamafio de cristal, k que equivale a la constante del coeficiente del factor de
forma con un valor de 0.89, l la longitud de onda de rayos X (0.154 nm), Bts la mitad como
méaximo de la altura del pico de difraccion del 6xido metalico utilizado y \ es el angulo de

Bragg.

El espacio interplanar (d) se puede calcular a partir de la ley de Bragg (3):

2dsenf=n.A (3)

Figura 4. Difractometro de rayos X



Espectroscopia de UV-Vis con DRS
Los espectros de absorcion UV-Vis DRS se obtuvieron con un espectrofotometro UV-Vis

(Shimadzu UV-2600, Tokio, Japon) junto con una esfera de integracion para estudios de
reflectancia difusa. La absorcién se midié en una longitud de onda de 190 a 900 nm (figura
4). A partir de la gréfica, se calculo la energia de banda prohibida utilizando la ecuacion de
Plank (1).

Eg= hC (1)

Donde, Energia (Eq) = Banda prohibida, constante de Planks (h) = 6,626x10734 Joules™s,
Velocidad de la luz (€) = 2,99x108 m/s, y Longitud de onda (1) = Valor del pico de absorcion.

El Factor de conversion se considera como: 1eV = 1,6x101° Joules.

Figura 5. Espectrometro Uv-visible, shimadzu, uv-2600

Espectroscopia de Infrarrojo con reflectancia difusa
Los espectros de FT-IR de los materiales se llevaron a cabo en un espectrometro

ThermoFisher Scientific modelo Nicolet iS5, (Tokio, Japdn) utilizando la Reflexion Total
Atenuada (ATR). El espectro se realizd considerando los siguientes parametros, 24 escaneos

por paso y 4 cm™ de resolucion con una longitud de onda de 4000 cm™ a 500 cm™ (figura 5).



Figura 6. Espectrometro de Infrarrojo, Thermo Scientific, Nicolet iS50

Actividad antimicrobiana
Se realiz6 un antibiograma por el método Kirby Bauer. Se inocularon los microorganismos

en placas con agar especifico para el crecimiento de cada tipo de bacteria. En las placas se
colocaron discos impregnados con los tratamientos a concentraciones conocidas, asi como
los controles positivo y negativo. Las placas se incubaron segun las condiciones de
crecimiento de los microorganismos (37° C, 24 h).

Durante la incubacién los tratamientos se difunden radialmente del disco al agar, esta
difusion puede o no generar un diametro de inhibicién microbiano, que debe medirse para
ser clasificado en las categorias de sensible, intermedio o resistente (S, I, 0 R) de acuerdo a
tablas publicadas por organismos encargados del control microbiolégico, como el Comité
Nacional de Estandares de Laboratorios Clinicos (NCBI).

Finalmente, la zona de inhibicidn que se formo alrededor de los discos (diametro) y se midid
en milimetros (mm) para ser registrada, Figura 7. El procedimiento descrito anteriormente
se repitid para cada tratamiento ZnO, ZnO-CaO al 1%, ZnO-CaO al 3% y ZnO-CaO al 5%.
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Figura 7. Método de difusion en disco.




Capitulo IV

Resultados y Discusion
En el presente capitulo se presentan los resultados obtenidos, asi como la discusion de los

mMismos.

Microscopia Electrénica de Barrido
En la figura 7 se presentan los resultados de las micrografias obtenidas del nanocomposito

sintetizado, donde se puede apreciar en la figura 7a, las nanoparticulas de ZnO con
morfologia esférica en su mayoria y otras en forma tipo conicas y en forma hexagonal
caracteristicas de este nanomaterial, en la figura 7b, se aprecian las morfologias del
nanocomposito de ZnO-CaO al 1% con estructuras en formas de barras y en los extremos la
forma hexagonal caracteristico del ZnO, en la figura 7c y 7d, ZnO-CaO al 3% y 5%
respectivamente, se aprecian morfologias de forma hexagonal piramidal y esféricas, lo que
nos sugiere que el CaO se encuentra disperso en la superficie del ZnO.
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View flold: 5.47 pm Det: SE 1pm Vi
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SEM HV: 200KV : 15.1 o MIRAI TESCAN SEMMHV: 200KV | WD: 1526 mm 1 MIRA3 TESCAN
View fiold: 5.86 pm t: SE Tpm View fiold: 5.39 pm Det: SE ym
SEM MAG: 32.6 kx_ Dato(midy): 07/47/19  UNIV. DE GUADALAJARA /CUCEI  SEM MAG: 35.4 kx  Date(midly}: 07/17/19 | UNIV. DE GUADALAJARA / CUCEI

Figura 8. Microscopias de los nanomateriales ZnO-CaO, donde: a) ZnO, b) ZnO-Ca0 al
1%, c) ZnO-CaO0 al 3%, d) ZnO-CaO al 5%.



Difraccién de Rayos X
En la Figura 8 se presentan los difractogramas del nanocomposito del ZnO-CaO, Los

difractogramas presentan la fase hexagonal tipo wurtzita del ZnO (tarjeta JCPDS No. 89—
1397) y los indices de Miller (100), (002), (101), (102), (110 ), (103), (200), (112), (201),
(004) y (202), lo que nos sugiere que el CaO se encuentra disperso en la superficie del ZnO.

Los patrones de difraccion sugieren una alta cristalinidad de las nanoparticulas ZnO-CaO.
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Figura 9. Difractogramas de los nanomateriales ZnO-CaO, donde: a) ZnO, b) ZnO-CaO al
1%, ¢) ZnO-CaO al 3%, d) ZnO-CaO al 5%.



Espectroscopia de UV-Vis con DRS

En la figura 9, se muestran los andlisis por espectroscopia por UV-Vis utilizando reflectancia
difusa. Se puede apreciar que todos los nanocompositos presentan y el nanocomposito al 3%
presenta un desplazamiento a los 415 nm lo que nos sugiere una incorporacion en la red del

ZnO y una dispersion en la superficie del mismo, y con una Eg de 3.2 caracteristico de este
material.

— Zn0

—— ZnO-Ca0 1%
—— Zn0O-Ca0 3%
—— Zn0O-Ca0 5%

Absorbance (u.a.)

T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
Wavenumber (1)

Figura 10. Espectros de UV-Vis de los nanomateriales ZnO-CaO, donde: a) ZnO, b) ZnO-
Ca0 al 1%, c) ZnO-CaO0 al 3%, d) ZnO-CaO al 5%.



Actividad antimicrobiana
En lo referente a los resultados de la actividad inhibitoria de los materiales mediante el método Kirby

Bauer, se obtuvieron las iméagenes de la Figura 11y 12. Se evalug la actividad antimicrobiana de ZnO
y ZnO-Ca0, ambos a concentraciones de 100, 200, 300, 400, y 500 mg.

Figura 12. Antibiogramas de ZnO-CaO, E. Faecalis

De acuerdo a lo reportado en la Tabla 1, 2, 3, 4 y 5, en el material ZnO la concentracién de 400 mg
fue la que mejor actividad present6 para E. Faecalis. Mientras que para E. Coli, las concentraciones
de 300 y 500 mg presentaron los mejores halos de inhibicidn. Para ambas bacterias el material de 100

mg de concentracion presento la actividad antimicrobiana més baja.

Estos resultados concuerdan con Kim y Cols [56], que en 2019 evaluaron la actividad antimicrobiana
de peliculas que contenian ZnO y determinaron que, al aumentar la concentracion, la actividad

antimicrobiana de la pelicula se volvia muy alta.

Para el material ZnO-CaO al 1% y 3% la concentracion de 500 mg fue la mejor inhibiendo ambas
bacterias (E. Coli y E. Faecalis) asi como la concentracion de 100 mg fue el tratamiento que menor
actividad presento.



Mientras que en el material ZnO-CaO al 5% la concentracion con mas actividad inhibitoria fue la de
400 mg para E. Faecalis y 300 mg para E. Coli. Nuevamente la concentracion de 100 mg fue la que

produjo menor actividad antimicrobiana.

Las propiedades antibacterianas del ZnO se atribuyen a las especies reactivas de oxigeno (ROS), que
inhiben el crecimiento bacteriano, ya que las NP de ZnO descargan iones Zn?* que atraviesan la pared
celular y reaccionan con el contenido citoplasmatico, ademas se sabe que las NP de ZnO producen
H20,, que es un oxidante fuerte y es capaz de causar grandes dafios en la membrana celular de las
bacterias (56).

Tabla 1.
E. Feacalis \ E. Coli
Material 100 mg
Promedio | D.E. |Promedio|D.E.
Zn0 8.33| 1.53 6.33| 0.58
Zn0-Ca0 1% 6.33 0 6.63| 0.58
Zn0-Ca0 3% 11| 2.65 8.33| 0.58
Zn0-Ca0 5% 11.33| 4.04 10 1
Tabla 2.
E. Feacalis \ E. Coli
Material 200 mg
Promedio |D.E. |Promedio|D.E.
Zn0O 10.67| 1.53 7.33| 0.58
Zn0-Ca0 1% 9 1 6.67| 1.15
Zn0-Ca0 3% 13.67| 5.03 8.67| 1.53
Zn0-Ca0 5% 14| 3.61 10| 1.73
Tabla 3.
E. Feacalis ] E. Coli
Material 300 mg
Promedio |D.E. |Promedio|D.E.
Zn0 10 1 7.67| 1.53
Zn0-Ca0 1% 9| 0.58 7.33| 1.15
Zn0-Ca0 3% 12.33| 2.08 11.33| 1.15
Zn0-Ca0 5% 16.33| 3.79 14.67| 1.53




Tabla 4.

E. Feacalis \ E. Coli
Material 400 mg
Promedio |D.E. |Promedio |D.E.
Zn0 15.33| 2.52 7.33| 1.15
Zn0-Ca0 1% 9.33| 0.58 6.67| 0.58
Zn0-Ca0 3% 16.33| 231 12| 1.73
Zn0-Ca0 5% 17.67| 4.62 13 2
Tabla 5.
E. Feacalis \ E. Coli
Material 500 mg
Promedio |D.E. |Promedio|D.E.
Zn0O 14.33| 4.04 7.67| 1.53
Zn0-Ca0 1% 10.67| 0.58 7.33| 0.58
Zn0-Ca0 3% 18.67| 1.53 13.67| 3.51
Zn0-Ca0 5% 15.67| 2.08 13.33| 1.53




Capitulo VvV

Conclusiones
La sintesis de sol-gel proporciono una morfologia esférica la cual fue benéfica en la actividad
antimicrobiana.

Los valores de Eg mostraron un desplazamiento cuando se utiliza el CaO al 3%.

Para el material ZnO-CaO al 1% y 3% la concentracion de 500 mg fue la mejor inhibiendo ambas
bacterias (E. Coliy E. Faecalis). Mientras que en el material ZnO-Ca0 al 5% la concentracién con mas
actividad inhibitoria fue la de 400 mg para E. Faecalis y 300 mg para E. Coli.
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