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» RESUMEN

En la presente investigacion evaluamos un adhesivo dental experimental dopado
con diferentes concentraciones de nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO) con la
técnica de quimica verde, ademas de conocer los elementos que componen la
superficie del esmalte sano, con fluorosis leve y moderada, y finalmente
realizamos el esfuerzo de adhesion en las diferentes superficies del esmalte.

Utilizamos el microscopio electronico de transmisiéon (TEM) y el microscopio
electronico de barrido (SEM) para la caracterizacion de NPs ZnO, a su vez
conocimos los elementos de los cuales se compone la superficie del esmalte sano
(control), y con fluorosis leve y moderada mediante el 5rtodént de espectroscopia
de dispersién de energia de rayos X (EDS rayos X), evaluamos el esfuerzo de
adhesion por medio de la maquina universal de pruebas mecanicas.

La caracterizacion mediante el SEM mostrd que el tamafio de las nanoparticulas
de ZnO son del orden de 5 a 30 nm., y de forma cuasiesférica, el 5rtodént de EDS
de rayos X demostré ser mayor el elemento de P y Ca en esmalte con fluorosis
leve comparado con el grupo control (sano) no encontrando diferencias
estadisticamente significativas. Mediante el TEM se determiné su estructura
cristalina (estructura hexagonal, grupo espacial P63mc.). La resistencia de
adhesién mediante la maquina universal de pruebas mecanicas demostré ser
mejor la concentracion de 0.025% en los tres grupos de esmalte 5rtod6 mejoro en
la superficie con fluorosis leve y moderada (15.15 Mpa. Y 12.75Mpa.), mientras
gue en esmalte sano disminuyo (9.65Mpa).
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> INTRODUCCION

La microscopia electronica en sus diferentes modalidades, barrido (SEM, por sus
siglas en inglés) y de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) son herramientas
que han permitido profundizar en el conocimiento de diferentes areas de las
ciencias biologicas y de ciencia de materiales. Con los alcances de resolucion de
hoy en dia, 0.5 nm para un SEM y 0.05 nm en un TEM, y las capacidades
analiticas asociadas, como son la Espectroscopia por Dispersion de Energia de
Rayos X (EDS, por sus siglas en inglés), Espectroscopia por Dispersién de
Longitud de Onda (WDS, por sus siglas en inglés) y Espectroscopia por Pérdida
de Energia de Electrones (EELS, por sus siglas en inglés), hacen de la técnica
una herramienta muy importante desde el punto de vista de la ciencia y de su uso
en medicina y el sector productivo. En particular en este trabajo se pretende
mostrar el potencial del SEM y TEM, en el estudio de un adhesivo dopado con
nanoparticulas de ZnO para su potencial uso en el tratamiento de 6rganos
dentarios con fluorosis para su restauracion operatoria, protésica y/o 6rtoddntica.
A continuacion se presenta el marco teorico relacionado con el tema de

investigacion.

1.- ANTECEDENTES
1.1 Nanociencia y nanotecnologia

La nanociencia surge como el estudio de los fendmenos y el manejo de materiales
a escala nanométrica. La nanotecnologia involucra el disefio, la caracterizacion y
la aplicacion de estructuras, dispositivos y sistemas complejos mediante el control
de la forma, el tamafio y las propiedades de la materia a escala nanométrica®
(Figura 1).

La nanociencia y la nanotecnologia son areas relativamente nuevas de
investigacion en el estudio de los materiales, permiten estudiar fendbmenos que

ocurren a nivel atbmico y molecular. La importancia de la nanotecnologia radica en

6
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que en el mundo nanométrico los materiales pueden adquirir o realzar
propiedades diferentes a las que tienen a escala macroscopica.

Las referencias iniciales a la nanotecnologia fueron presentadas en 1959 por el
fisico norteamericano Richard Feynman en una conferencia titulada: “There’s
Plenty of Room at the Bottom”, en la cual vislumbro la posibilidad de manipular
materiales a escala atdbmica y molecular. El término “nanotecnologia” fue usado
por primera vez en 1974 por Norio Taniguchi, un investigador de la Universidad
de Tokio, quien sefialaba asi la capacidad de manejar materiales a nivel
nanometrico. El rango de tamafio de mayor interés para la nanociencia y las
nanotecnologias es de 1 — 100 nm, a esta escala los materiales pueden realzar
sus propiedades o adquirir otras totalmente diferentes?.

Los nanomateriales son aquellos materiales con unidades estructurales basicas
como granos, fibras, particulas u otros componentes que al menos en una
dimension son mas pequefias de 100nm. Estos nanomateriales pueden ser
ensamblados de tal manera que ademas de la reduccion del tamafio, también se
favorece una mayor superficie de contacto dando lugar a propiedades
fisicoquimicas superiores (mecdénicas, eléctricas, magnéticas, oOpticas, catalitica,
etc.) favoreciendo el desarrollo de aplicaciones en campos tan diversos como la
medicina, electrénica, informatica, etc®. A estas escalas, la microscopia electrénica
SEM de emision de campo y TEM, son de las pocas técnicas que nos pueden

proporcionar informacion.



https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjBkr_0wKPiAhVDOKwKHWBjB8MQjRx6BAgBEAU&url=https://www.unam.mx/&psig=AOvVaw1iyHd48YywQVNAtGjttN5V&ust=1558214868057435
https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=&url=https://twitter.com/fciencias?lang%3Dfi&psig=AOvVaw1BAGnFoOC95eU8jRnodY5N&ust=1574814409087007

Especialidad en Microscopia Electrénica Aplicada a las Ciencias Biolégicas

0,1 1 10 100 1 10 100 1 1 10 1
nm nMm M NAM PM Pgm Pgm MMM cm cm m

Nanoescala @ Microescala Macroescala
HEMACTIAS = 5.000 nm m‘%ﬁ com 1 metro
DNA turg =
; ez 1.000.000.000 nm

espessura

- .
VIRUS DA GRIPE = 80 - 100 nm POLEN = 6.000 nm comprimento = 4.000.000 nm

i JOANINHA possui 4 mm de

Figura. 1 Ejemplos de organismos y su tamaiio algunos de tamafio nanométrico. (1)

Entre los métodos de sintesis de los nanomateriales estan los métodos fisicos y
los quimicos. Entre los primeros, estan el método de pulverizacion catodica
(“sputtering”) y el de evaporacion al alto vacio. Entre los segundos tenemos el
método coloidal, el de coprecipitacién, reduccion quimica y mas recientemente
quimica verde, entre otros. En particular este Ultimo método, el cual es
ambientalmente favorable, fue el que se utilizé en la sintesis de las nanoparticulas

de ZnO. A continuacién, una breve descripcion de ella®.

1.2.- Mecanismo de sintesis de NPs por quimica verde

Varios metabolitos de plantas, incluyendo terpenos, polifenoles, azulcares,
alcaloides, acidos fendlicos y proteinas, juegan un papel importante en la
biorreduccion de iones metalicos, produciendo NPs, actuando de manera

conjunta®*°.
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La disociacion de un protén del grupo hidroxilo de los terpenos da como resultado
la formacién de estructuras resonantes capaces de una mayor oxidacion. Este
proceso va acompafnado de la reduccién activa de iones metalicos, seguida de la
formacion de NPs™.

Los flavonoides son un gran grupo de compuestos polifenolicos que pueden quelar
y reducir activamente los iones metélicos en NPs al contener varios grupos
funcionales capaces de la formacién de estas estructuras. Las transformaciones
estructurales de los flavonoides pueden liberar un atomo de hidrégeno reactivo
que puede reducir los iones metalicos para formar NPs, por lo que estan
involucrados en la nucleacion, etapa inicial de su formacién y una mayor
agregacion™®.

Los azUcares presentes en los extractos de plantas también pueden inducir la
formacion de NPs. Los monosacaridos tales como la glucosa pueden actuar como
agentes reductores, el grupo aldehido del azlcar se oxida en un grupo carboxilo a
través de la adicion de grupos hidroxilo que a su vez conduce a la reduccion de
iones metalicos y a la sintesis de las NPs™.

Las proteinas facilitan la formacion de NPs a partir de iones metalicos debido a su
alta actividad reductora y potencial para atraer iones metalicos a las regiones de
una molécula responsable de la reduccién, pero su actividad quelante no es
excesiva. Los aminoacidos de una proteina pueden afectar en gran medida el
tamafio, la morfologia y la cantidad de NPs que se generan por lo que
desempefian un papel muy importante en la determinacién de su forma y afectan
su rendimiento™®.

En general, el mecanismo de sintesis incluye tres fases principales™®

(Figura 2):

1. Fase de activacion: en la cual ocurren la reduccion de iones metalicos y
nucleacion.

2. Fase de crecimiento: durante la cual las pequefias NPs adyacentes se fusionan
espontaneamente en particulas de mayor tamafio formando agregados.

3. Fase de terminacion: donde se determina la forma final de las nanoparticulas.
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Plant extract mediated synthesis of nanoparticles (extracellular route)
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Figura. 2 Mecanismo de sintesis de NPs por quimica verde. (2)

1.3.- Nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs-ZnO)

Las NPs-ZnO son quimicamente inertes, poco solubles en agua, ademas de que
poseen alta resistencia mecanica y baja toxicidad.

El ZnO es util como matriz para transportar y estabilizar farmacos, posee
propiedades terapéuticas sobre las irritaciones y heridas superficiales por su
efecto astringente y antibacterial. Para las lesiones y quemaduras en piel se aplica
en polvo y en cremas sobre la parte afectada, quedando una fina capa protectora.
En el proceso de cicatrizacion el zinc forma parte de las metaloproteinasas
implicadas en la reparacion celular en el sitio de la lesion por degradacion de
colageno y facilitan la migraciéon de queratinocitos. La administracion de ZnO tanto
oral como tépica a personas con niveles bajos de este metal en sangre y tejidos,
mejora los procesos de regeneracion celular y aceleran la reparacion de heridas

en la piel.
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Posee alta absorcidon optica a los rayos UVA (315-400nm) y regiones UVB (280-
315nm) lo que es beneficioso en la respuesta antibacteriana y se usa como
protector UV en cosméticos™.

Uno de los métodos que se estan investigando para sintetizar las NPs-ZnO es por
medio de proceso de quimica verde donde se utilizan extractos de plantas como
medio reductor para obtenerlas. Por ejemplo al utilizar extractos de la alga marina
café Sargassum muticum con lo que se logré obtener NPS-ZnO en un intervalo de
tamafio de 30-57nm®*?, con la especie vegetal Ocimum basilicum se logré obtener
un tamafio promedio de 14.28nm™, con la especie Eichhornia crassipes lograron
sintetizar las NPs en un tamafio promedio de 32nm** y con la especie Aloe
barbadensis obtuvieron NPs en un rango de 25-40nm™, todas ellas de forma
esférica y estructura cristalina hexagonal, con la especie Corymbia citriodora
lograron sintetizar NPs de tamafio promedio de 64nm, de estructura cristalina
hexagonal y en forma de poliedro®®.

En cuanto a su actividad antibacteriana, NPs-ZnO de tamafio entre 25-40nm han
tenido efecto antibacteriano contra distintas especies bacterianas como
Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Serratia marcescens y Citrobacter
freundii a concentraciones de 0.8mM, 1.8mM. 1.2mM y 2mM respectivamente®’,
NPs-ZnO de tamafio menor a 50nm han inhibido el crecimiento de bacterias como
Bacillus cereus, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Salmonella typhimurium y Staphylococcus aureus a la
concentracion de 1M*®, NPs-ZnO entre 15 y 30nm han tenido efecto antibacteriano
sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Proteus mirabilis a la
concentracion de 25ug/mL*®°, a una concentracién de 20ug/mL han inhibido el
crecimiento de Bacillus subtilus, Bacillus megateriu, Sarcina lutea, Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris?®® y NPs-ZnO de 57nm han inhibido el crecimiento

de Pseudomonas aeruginosa a una concentracion de 25ug/mL?,
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1.4.- Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)
El Microscopio Electronico de Barrido es un instrumento cuyo funcionamiento se

basa en el barrido de la superficie de un espécimen, por medio de un haz de
electrones cuyo diametro es disminuido entre 4 nm y 200 nm. Después de que el
haz de electrones interacciona con la muestra, se generan varios tipos de
sefales, las cuales son colectadas por un detector especifico para cada una de
ellas. Finalmente se produce una imagen en el monitor que puede ser almacenada
digitalmente. ElI SEM surge de la necesidad de observar detalles muy pequefios
gue no son posibles de resolver con la longitud de onda de la luz visible (380 nm
a 750 nm). El SEM usa electrones acelerados con una longitud de onda de 2800
veces menor que la de la luz, lo que permite obtener resoluciones de entre 3 nmy
4 nm.
La parte principal de un microscopio electrénico de barrido es la denominada
columna de electrones la cual lleva alojados en su interior los siguientes
elementos (figura 3):
1) Un cafion de electrones con un filamento que actda como emisor o fuente
de iluminacién, por analogia con un sistema optico el cual es una lampara.
2) Un sistema de lentes electromagnéticas encargado de focalizar y reducir a
un didmetro muy pequefio el haz de electrones producido por el filamento.
3) Un sistema de barrido que hace recorrer el haz de electrones ya focalizado
por la superficie de la muestra.
4) La camara del espécimen
5) Uno o varios sistemas de deteccién que permiten captar el resultado de la
interaccién del haz de electrones con la muestra y transformarlo en una
sefal eléctrica.
6) Una salida conectada a una o varias bombas que producen el vacio

necesario para que el conjunto funcione adecuadamente®,
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Figura. 3 Partes del microscopio electrdnico de barrido (SEM) y espectrometro. (3)

1.5.- Microscopio Electronico de Transmision (TEM)

Esta es una técnica en la que un haz de electrones es transmitido a través de un
espécimen ultra delgado (~100 nm de grosor). La informacion que se usa es la de
los electrones transmitidos; la imagen se magnifica y se enfoca por lentes
magnéticas, y posteriormente se forma la imagen en una pantalla fluorescente. La
resolucién de los microscopios electrénicos también esta determinada por el
diametro del haz de electrones. De esta manera se han desarrollado microscopios
de alta resolucién, cuya distancia de punto a punto puede ser de 0.19 nm,
logrando magnificaciones de 8 000 000 X.

En TEM, la muestra cristalina interactlia con el haz de electrones, en su mayoria
por difraccion mas que por absorcion. La intensidad de la difraccion depende de la
orientacién de los planos de los atomos en un cristal en relaciéon con el haz de
electrones. A ciertos angulos, el haz de electrones es difractado fuertemente
desde el eje del haz entrante, mientras que a otros angulos el haz es en gran parte
transmitido. Los TEM modernos estan equipados con porta muestras que permiten
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inclinar el espécimen en un rango de angulos que permiten obtener condiciones
de difraccion especificas. Por ello, se puede formar una imagen de alto contraste,
blogueando los electrones desviados fuera del eje 6ptico del microscopio mediante
la colocacion de la apertura, para permitir solamente los electrones no
dispersados. Esto produce una variacion en la intensidad electrénica que revela
informacion sobre la estructura del cristal. Esta técnica, sensible a defectos en la
red cristalina ampliada, es conocida como campo claro o campo luz, (Figura 4).
También es posible producir una imagen de electrones desviados por un plano

cristalino particular, lo cual se conoce como imagen de campo oscuro?.
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Figura. 4 Microscopio electréonico de transmision (TEM) de alta resolucion campo oscuro (HAADF siglas en inglés) JEM
2010 FEG.

1.6.- Esmalte dental

El esmalte dental cubre a manera de casquete a la dentina en su porcion
coronaria ofreciendo proteccion al tejido conectivo subyacente integrado en el
sistema dentino-pulpar. Es el tejido mas duro del organismo debido a que
estructuralmente esta constituido por millones de prismas altamente mineralizados
qgue lo recorren en todo su espesor, desde la conexibn amelodentinaria a la
superficie externa®. La dureza del esmalte se debe a que posee un porcentaje

muy elevado (95%) de matriz inorganica y muy bajo (0.36 a 2%) de matriz
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organica. Los cristales de hidroxiapatita (Cas(PO,)3(OH)) constituidos por fosfato

de calcio representan el componente inorgéanico del esmalte®*%.

Existen caracteristicas que lo hace un tejido Unico, entre estas encontramos:

+ Embriolégicamente deriva del 6rgano del esmalte
+ Los ameloblastos son las células que lo forman (células secretoras del
esmalte) cuando terminan de formarlo involucionan y desaparecen durante
la erupcion dentaria por apoptosis.
+ El esmalte maduro no contiene células ni prolongaciones
+ Incapaz de repararse®.
1.6.1 Propiedades fisicas
+ Dureza
+ Elasticidad
+ Colory transparencia
+ Permeabilidad
+ Radiopacidad
1.6.2 Composicion quimica
+ Matriz organica, (1-2%): de naturaleza proteica, amelogeninas, tuftelina,
enamelinas, ameloblastinas y parvalbumina.
+ Matriz inorganica, (95%): sales minerales calcio y fosfato que se cristalizan
formando hidroxiapatita entre otros.
+ Agua: se localiza en la periferia del cristal constituyendo la capa de
hidratacion, la cantidad de agua disminuye progresivamente con la edad.

1.7.- Fluoruro

El flior es un gas en su forma natural, sin embargo es un elemento ampliamente
distribuido en la naturaleza, se une a metales y puede reaccionar facilmente a los
compuestos que contienen hidrégeno como el agua, amoniaco, etc., en el area de
la salud tiene una mayor utilidad en el prevencién de caries dental gracias a su
efectividad en la remineralizacion del esmalte, fue postulada en la década del 40,
su uso ha sido ampliamente aceptado y practicado?’. Con ese fin se le utiliza en
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formas locales aplicadas directamente sobre la dentadura y en formas sistémicas
que deben ser ingeridas. Los programas de fluorizaciéon artificial del agua de
consumo humano, a la concentracién de 1 ppm (1 mg/l), se ha considerado de
importante beneficio en salud publica y desde que se comenzd su utilizacion, se

reconocié su probable efecto téxico asociado a su uso sistémico?.

1.8.- Fluorosis dental
La Fluorosis dental fue definida como una patologia endémica por Dean (1942)

quien con sus estudios epidemioldgicos encontré la relacién entre la ausencia de
caries y la presencia de fluoruro y al mismo tiempo se reportdé una prevalencia de

fluorosis del 10% lo cual se consider6é normal en aquella época.

La fluorosis dental es el primer signo de sobredosis de fluoruro, afecta a la
poblacion infantil y adolescente de varias regiones del mundo se presenta en 80.9
% en poblacion con agua con fluoruro y en un 42 % en poblacion con agua no

fluorada®.

Los 6rganos dentarios con fluorosis tienen alterada su estructura, composicion y
apariencia (Figura. 5). Los niveles de fluoruro tienden a ser mas altos ya que esta

region es la mas cercana al suministro del biofilm dental®®3".

La fluorosis ocurre cuando el fluoruro interactia con los tejidos durante la
mineralizacion, alterando este proceso, se trata de una hipomineralizacién de la
superficie, particularmente en el esmalte, con un incremento en la porosidad y una

apariencia opaca, extendiéndose hasta la dentina en los casos mas severos.
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Figura.5 Fluorosis dental (4)

La causa mas probable de la porosidad superficial es el retraso en la hidrélisis y
remocion de las proteinas del esmalte, debido al efecto directo del fluoruro sobre
los ameloblastos 0 a una interaccion del fluoruro con las proteinasas en la matriz
en formacién, particularmente las amelogeninas, durante la maduracion del
esmalte.

El mecanismo especifico por el cual el fluoruro produce los cambios que llevan a
la fluorosis del esmalte no ha sido bien definido. Las etapas mas sensibles a la
exposicion al fluoruro durante la formaciéon del esmalte, parece ser la fase de
maduracion temprana. El desarrollo de la fluorosis depende en gran parte a la
dosis, duracién y tiempo de exposicion al fluoruro. El riesgo de fluorosis es menor
cuando la exposicién se da solo durante la fase secretoria, pero mayor cuando la
exposicion ocurre durante ambas fases, secretoria y maduracion.

El contenido de fluoruro en los tejidos, refleja el fluoruro biologicamente disponible
en la formacion dental. Estudios realizados acerca de los posibles mecanismos de
depodsito en el organismo, especificamente en los tejidos dentales sefialan tres
posibles vias de acceso para la incorporacién de fluoruro en los dientes:

+ Via enddgena: esta via provee especialmente el fluoruro para ser
incorporado a los tejidos duros en todas las fases de formacion de la corona
(fase pre-eruptiva). Esta incorporacién se hace en forma de centrifuga,
desde la pulpa hacia la cual el ion es transportado por la sangre.

+ Via exdgena: incorporacion del fluoruro a la superficie del esmalte de los
dientes ya erupcionados. Es una via que actia en forma de centripeta, a
partir del contacto de los fluoruros con la superficie externa del esmalte.

+ Via mixta: el fluoruro puede abordar la superficie del esmalte antes y
después de su erupcion. Es la que se consigue mediante la fluoracion; ya
que puede incorporarse a la totalidad del diente desde las etapas de
crecimiento y calcificacion. Una vez formada la corona, puede haber una
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incorporacion  superficial, durante la etapa pre-eruptiva y una
complementaria. Se dice que la principal incorporacién de fluoruro se da
durante la etapa eruptiva, esta incorporacion del fluoruro en el esmalte sano
es débil.

1.9.- Maquina universal de pruebas mecanicas

=+ Es un instrumento utilizado para examenes a traccion y compresion. Este
es un soporte para ensayos hasta 1 kN con una columna regulable en
altura para alojar muestras de hasta 530 mm de longitud y posibilitar el
alargamiento de muestras mas pequefias. Para esto se utiliza un
dinamémetro que es un instrumento utilizado para medir fuerzas. El
esfuerzo se da cuando se aplica una fuerza sobre un material, esto opone
una resistencia a la fuerza externa. La fuerza se distribuye en una
superficie. El esfuerzo es la fuerza por unidad de superficie. Por
consiguiente, para una fuerza determinada, cuanto menor sea la superficie
sobre la que acttia, mayor seré la magnitud de la tensién® (Figura 6).

%+ Se denomina resistencia al esfuerzo cuando se produce la rotura de un
material, si la fractura se debe a la traccion se le llama resistencia a la
traccidn, si se debe a la compresion, se llama resistencia a la compresion.
La adhesion entre dos materiales suele medirse durante la traccion o el
cizallamiento, y se expresa como la fuerza necesaria para romper dicha
union o adhesion. Dependiendo del sistema, la union puede ser quimica,
mecanica o mixta. Los adhesivos que unen las resinas al esmalte tienen un
esfuerzo adhesivo de 700 a 3.500 Ibs/in” 0 5-24 MPa, esta unién se debe a
la difusion del adhesivo sobre la capa superficial del esmalte grabado.

Figura. 6 Maquina universal de pruebas mecanicas (Instrong)
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2.- JUSTIFICACION

La fluorosis dental es una alteracion de los dientes, causada por la ingestion
crénica de fluoruro durante su desarrollo®®. Ademas es un problema endémico de
salud publica que afecta a la poblacion infantil y adolescente de varias regiones
del mundo.

Actualmente la poblacibn no solo demanda tratamientos restaurativos, sino
tratamientos que mejoren su estética, como lo es el uso de tratamientos de carillas
de porcelana, resinas compuestas, o coronas completas de porcelana, el éxito de
este tipo de tratamientos depende de la unién adecuada al esmalte o bien a la
dentina®, asi como también evitar una caries secundaria por contraccién de la
resina y/o formacion de placa dentobacteriana por una superficie muy rugosa. El
uso de nanoparticulas en la odontologia ha sido muy estudiado en cuanto al efecto
antibacterial y la fuerza de adhesion, la mayoria de estos estudios estan
enfocados en dientes sanos, por esta razon el presente estudio se basara en
dientes con fluorosis leve y moderada.

En la actualidad, han sido recomendadas diferentes técnicas de
acondicionamiento para el diente con esmalte fluorotico, entre los que destacan
extender el acondicionamiento con &cido fosférico®, y la combinacién del grabado
acido y la microabrasién en esmalte fluorético®*>’, también han surgido nuevos
sistemas de primer autograbantes y resinas que eficientizan la colocacion de
resinas en el esmalte y dentina. Haciendo una revision en la literatura, no
encontramos trabajos en donde se realice una comparacion del acondicionamiento
del esmalte con microabrasién y grabado total en drganos dentarios con
fluorosis leve y moderada previo a la utilizacion de un sistema de adhesion
dopado con nanoparticulas de ZnO, por lo que consideramos necesario evaluar
el comportamiento de los mismos ya que algunos estados de la Republica
Mexicana existe una gran prevalencia de personas con este grado de severidad
de fluorosis que buscan atencidn odontoldgica estética.
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3.- OBJETIVOS

3.1.- Objetivo general

Evaluar, determinar y comparar el efecto de las concentraciones de calcio y
fosforo en esmalte fluorotico, utilizando un adhesivo experimental dopado con
nanoparticulas ZnO, Microscopia electrénica analitica (TEM, SEM y EDS) y la
microtension.

3.2.- Objetivos especificos

o Evaluar las concentraciones de calcio y fosforo en el esmalte dental
sano y con fluorosis mediante espectroscopia por dispersion de
energia de Rayos X (EDS) acoplado a un SEM.

o Determinar la fase cristalina de las nanoparticulas ZnO mediante el
microscopio electrénico de transmision (TEM).

o Comparar las concentraciones de calcio y fésforo en dientes sanos,
con fluorosis leve y moderada después del acondicionamiento del
esmalte.

o Evaluar la resistencia de adhesion a la microtension de un adhesivo
modificado con NPs de ZnO de diferentes concentraciones en
dientes sanos, con fluorosis leve y moderada con la maquina
universal de pruebas mecanicas.

o Comparar la resistencia de adhesion de los tratamientos realizados
en los diferentes dientes con esmalte sano, fluorosis leve y
moderada.

4.- HIPOTESIS

Ha (1): Si la cantidad de calcio y fésforo en el esmalte dental comparados entre
dientes sanos, con fluorosis leve y moderada son mayores, entonces la resistencia
de adhesion a la microtension sera mayor.

Ha (2): Si las concentraciones de nanoparticulas de ZnO en el adhesivo son
mayores entonces la resistencia de adhesion sera mayor.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- Lugar de obtencion de las muestras
San Luis Potosi, México.

5.2.- Estudio del disefio
Estudio experimental in vitro.

5.3.- Selecciéon de la muestra

5.3.1.- Criterios de Inclusion: premolares evaluados indice de fluorosis de
Thylstrup and Ferjescov. (Figura 7).

Figura. 7 dientes sano, leve y moderado de izquierda a derecha.

5.3.2.-Criterios de Exclusién

Premolares que estén fracturados de la corona.
Premolares que presenten caries.

Premolares que presenten obturacion.
Premolares que presenten hipoplasias que se
confundan con fluorosis dental.

o Premolares que presenten tratamiento de
blanqueamiento dental.

0O O O O

5.3.3.- Criterios de Eliminacion
o Imposibilidad de evaluar las variables de interés en el estudio.

5.4.- NOomero de la muestra

o Premolares para la evaluacion a la resistencia
= 10 Sanos
= 10 con Fluorosis leve
= 10 con Fluorosis moderada

o Premolares para la observacion al SEM para el analisis de EDS

rayos X

* 6 Sanos
= 6 con fluorosis leve
»= 6 con fluorosis moderada
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5.5.- Descripcion operacional y conceptual de las variables

5.5.1.- Variable independiente
o Fluorosis Dental:

= Variable: cualitativa ordinal.
» Operacional: medido con el indice de fluorosis de Thylstrup
and Ferjescov.

5.5.2.- Variables dependientes
o Concentracién de fosforo y calcio.
» Variable: cuantitativa de razén.
= Operacional: mediante EDS acoplado al SEM.
o Cristalografia de nanoparticulas de ZnO

e Variable cualitativa nominal.

e Operacional: medido con microscopio electrénico de
transmision (TEM) en el modo de Microscopia Electronica de
Transmision de Alta Resolucién (HRTEM) y su analisis con
ayuda del software Digital Micrograph.

o Resistencia al desalojo:

e Variable: cuantitativa de razon.

e Operacional: con la maquina universal de pruebas
mecanicas.

6.- METODOLOGIA

6.1.- Sintesis de las NPs-ZnO por quimica verde.

Para este proceso de quimica verde se ocupd la especie vegetal Dysphania

ambrosioides conocida cominmente como epazote.
6.2.- Obtencidn del extracto acuoso de Dysphania ambrosioides

Para obtener el extracto acuoso de la especie vegetal que sirve como medio de

reaccion previo a la sintesis de las NPs-ZnO se sigue el procedimiento siguiente®®,
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La especie Dysphania ambrosioides se lava con agua desionizada usando un
sonicador, este proceso se hace por 20min. Después del lavado, la planta se seca
en una campana de extraccién por 3 semanas, transcurrido el tiempo, el material
seco se tritura finamente con ayuda de un mortero o manualmente y se conserva
en un recipiente.

Se toman 20g del material seco triturado, se colocan en 200ml de agua
desionizada y se dejan macerar durante 2.5h a temperatura ambiente sin agitar,
transcurrido el tiempo, la mezcla se pone en agitacion por 2h a 40°C y 50rpm
(Figura 8).

Una vez terminado el proceso anterior, el extracto se filtra usando papel filtro
Whatman No. 1 y se conserva en un frasco &mbar. El extracto debe ser utilizado

enseguida de su obtencion o maximo 24h después.

Figura. 8 Obtencidn del extracto acuoso de Dysphania ambrosioides
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6.3.- Sintesis de NPs-ZnO usando el procedimiento de quimica verde

Para la sintesis se usan 100mL de extracto, se calienta hasta 45°C con agitacion
constante, una vez que se alcanza la temperatura se agregan 3.5g Zn
(NO3)2+6H,0 y se colocan en agitacion a 60°C durante 2h a 1500rpm. La reaccién
se monitorea visualmente para observar cambios de coloracion en la solucién o
formacion de un precipitado. Acabado el tiempo, la solucién se deja enfriar a
temperatura ambiente y el precitado que se forma se separa mediante
centrifugacion a 1800rpm por 10min, se retira el sobrenadante y el precipitado se
lava por triplicado con agua desionizada y un poco de metanol, una vez lavado, se
deja secar a temperatura ambiente o en un horno de aire caliente a 50°C durante
6h, después del secado, el precipitado se somete a calcinacion durante 2h a 80°C

hasta obtener un sélido color blanco palido.

6.4.- Caracterizaciéon de las NPs-ZnO
Se caracterizan las NPs sintetizadas utilizando las técnicas de; SEM, TEM, EDS.
« Para SEM: La muestra se monta en un portamuestras de aluminio con

ayuda de cinta de carbén conductora.
Se utiliza un microscopio electrénico de barrido de emision de campo,
modelo JSM7800F con resolucién de 0.7nm, equipado con detectores de
electrones secundarios, retrodispersados, y con un espectrometro EDS
marca OXFORD.

» Para TEM: Se utiliza un microscopio electrénico de transmision modelo

L)

JEM 2010 FEG; con resolucién de 0.19nm, equipado con EDS marca

NORAN, el equipo cuenta con los modos de operacién de campo obscuro
anular a gran angulo (HAADF), TEM convencional, (HRTEM) y STEM
(Figura 9).
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6.5.- Preparacién de las nanoparticulas de ZnO

Las particulas son de tamafio < 100 nm., 2 miligramos de polvo de nanoparticulas
son molidas en un mortero de agata y posteriormente dispersadas en alcohol en
un equipo de bafio ultrasonico durante 10 min., posteriormente se toma una gota
de la suspensién la cual es depositada sobre una rejilla de cobre de 300 mesh,

con soporte de fomvar y carbon amorfo, posteriormente se observa en el TEM.

6.6.- Recoleccion y preparacion de los 6érganos dentarios

Los premolares extraidos, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5% durante
diez minutos y se colocaron en recipientes con agua destilada.

Se llevaron a un ultrasénico durante 15 min., después se elimind el excedente de
tejido con escariador, posteriormente se diagnosticé el grado de fluorosis y se
acrilizan (Figura 10).

Diagnostico de grado
de fluorosis.

Figura. 10 Limpieza del 6rgano dentario y acrilado.
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6.7.- Preparacion de las muestras dentales para conocer la cantidad de Cay
P en SEM de bajo vacio
1. Las muestras se analizaron en un SEM de bajo vacio (LV-SEM) modelo Jeol

JSM5600. La muestra debe estar seca (No necesario para e LV-SEM).

2. Se tomd la muestra cortando la corona del diente por la parte vestibular sin
dafar el esmalte con un micrétomo.

3. La muestra se montd en un porta-muestras de Aluminio por medio de un
pegamento o cinta conductora de carbdén de doble cara.

4. Se utilizé la técnica de EDS, para estimar las concentraciones en peso (% wt 0

element %) y atomico (%at) de calcio y fosforo.

6.8.- Preparacién del adhesivo dental

Se mezclé BisGMA con TEGDMA hasta lograr baja viscosidad. Se afiadié una
mezcla de Camforoquinona-dimetil p-toluidina a la mezcla de mondémeros hasta
lograr una viscosidad homogénea. Se dividié en cuatro partes iguales las NPs
oxido de zinc (ZnO). Se agreg6 la primera cuarta parte al adhesivo hasta lograr
una pasta homogénea y completamente humeda. Se repiti6 el mismo
procedimiento con las otras tres cuartas partes. Se almacenaron en recipientes
de color negro y se etiquetaron con la fecha de preparacion, (Tabla 1).

Las mezclas de adhesivo control y experimental se preparan conforme a la

siguiente composicién en peso:

0% 0.1% 0.3% 0.5%
G

NPsZnO 0.00 0.10 0.30 0.50

UDMA 7.95

TEGDMA 1.95

CQ 0.05

DMPT 0.05

Tabla 1. Preparacion del adhesivo contenido y concentracion de NPs de ZnO.
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6.9.- Preparacién de las muestras con el adhesivo.
El esmalte se acondicion6 con pasta profilactica durante 20 s. Se enjuagaron
durante 10 s., se aplicd Ac. Fosforico durante 30 s., y se aplicé adhesivo con NPs
de ZnO, se fotocuraron durante 10s., se aplicO la resina compuesta y se
fotocuraron durante 30s a 500mW/cm?., finalmente se almacenaron 24 h. para
posteriormente hacer la prueba al desalojo (Figura 11).

Figura. 11 Pasos para el acondicionamiento del esmalte y almacenamiento del espécimen.

6.10.- Esfuerzo de adhesién por desalojo

Obtencion del esfuerzo méaximo (resistencia) de desalojo. R:

Se embebié el diente en acrilico (23 mm de ancho, 15 mm de altura) cuidando de
dejar al descubierto el esmalte donde se adhirié un cilindro de resina con el
adhesivo control y experimental (5mm diametro, 3 mm altura). Las muestras se
sometieron a una prueba de desprendimiento donde se aplicé una fuerza en modo
compresion con una velocidad de cruceta de 1.0 mm/min. La resistencia al

desalojo (R) se calculé en Mega Pascales (MPa) con la siguiente ecuacion:

R= (4F)/(3.1416D?)
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Figura. 12 La prueba de esfuerzo de adhesion al desalojo se llevé a cabo con
una maquina universal de pruebas mecanicas (Instrong) y una carga al punto
de fractura de 1.0 mm/min.

Donde F es la fuerza maxima y D el didmetro del cilindro de resina control o
experimental de la muestra (Figura 12).

6.11.- Preparacion de las muestras dentales para la observacion de la
interfase adhesiva-dental.

1.- Se cortaron las muestras longitudinalmente con un micrétomo con disco de
diamante a 1500 revoluciones a una velocidad de 0.5mm.

2.- Se pulieron con una lija de grano 4000 hasta que la superficie se observé
brillante y lisa.
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3.- Las muestras se sometieron al sonicador (Bransonic S2) durante tres minutos
por tres veces, finalmente se secaron con un compresor portatil (Workforce).

4.- Las muestras se cubrieron con oro con ayuda de un decapador idnico
“sputtering” HUMMER VI-A (ANATECH LTD.) para ello se utilizé una presion 40-
60 militorr. Posteriormente se aplicé una corriente de 1.5 Amperes para generar el
plasma que se obtiene en color magenta durante 2 min., y en ese momento ocurre
el bombardeo de oro. Una vez ocurrido esto se eliming la corriente y después el
vacio, las muestras se colocaron en una caja Petri hasta su observacion.

5.- Finalmente se observaron en el microscopio electrénico de barrido (SEM)
JSM7800 F (Figura 13).

Figura 13. Procedimiento del bombardeo (sputtering) de oro
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7.- RESULTADOS

7.1.- EDS en esmalte dental con concentraciones de Py Ca

Los resultados de EDS arrojan resultados donde el elemento mas comudn en
cualquier esmalte es el calcio (Ca) seguido del fosforo (P) tabla 2.

Sanos Leves moderados

Atom % Element % Atom % Element % Atom % Element %

Muestras| P Ca P Ca P Ca P Ca P Ca P Ca

1 359 |59.6 | 30.6 | 659|359 | 60.0 | 30.6 | 66.2 | 40.5 | 52.8 | 35.3 | 59.6

2 9.01|123|835|14.8 | 33.7 | 66.2 282|717 289 | 710|239 | 76.0

8 6 9 1 8 2 7 3 6 3

3 0.27 | 0.33 | 0.63 | 0.99 | 429 | 57.0 | 36.7 | 63.2 | 12.1 | 87.9 | 9.62 | 90.3
5 5 8 2 0 0 8

4 0.20 | 0.28 | 0.48 | 0.86 | 44.8 | 55.1 | 38,5 | 61.4 | 6.27 | 8.10 | 11.2 | 18.7
5 5 9 1 3 9

5 7.111930| 124 | 21.0 959 | 128 | 152 | 26.3 | 6.78 | 8.39 | 11.9 | 19.1
4 6 2 5 7 8 5

6 7411 9.22 | 12.7 | 20.5 - - - - 441 | 5.38 | 8.58 | 13.5
5 2 2

Tabla 2. Porcentajes de la concentracion de Calcio (Ca) y Fosforo (P) detectados mediante
EDS.
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7.2.- Observacion por LV-SEM del esmalte sano, dafiado por fluorosis leve y
moderado.

Figura 14, se muestra una micrografia obtenida a un menor aumento 50X, del
esmalte de un diente con esmalte sano. La imagen se obtuvo con electrones
retrodispersados por LV-SEM, a 12 Pa en la camara del microscopio. Se aprecia
un crater en el esmalte y periquimatas enameli.

58 S88mm IFUNAM

Figura 14.- LV-SEM esmalte basal sano se observan perikymatas
del esmalte con abrasiones o crateres

Figura 15, se muestra una micrografia obtenida a un menor aumento 1000X, del
esmalte de un diente con esmalte sano. La imagen se obtuvo con electrones
retrodispersados con LV-SEM, a 12 Pa en la camara del microscopio. Se
observan lineas de Retzius y posibles perlas del esmalte.

18mm IFUNAM

Figura 15.- LV-SEM superficie basal del esmalte sano, se
observa una superficie homogénea, lineas o estrias de Retzius
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Figura 16, se muestra una imagen obtenida a 1000X, del esmalte de un diente
que sufre fluorosis leve. La imagen se obtuvo con electrones retrodispersados por
LV-SEM, a 12 Pa en la camara del microscopio. Se aprecia sobre un crater en el
esmalte, tejido organico con posibles proteinas, una mayor rugosidad en la parte
mas superficial. Las zonas mayormente contrastadas significan que el esmalte del
diente estd mas expuesto, con respecto a la parte central, donde el menor
contraste significa que existe mayor presencia de material organico.

Figura 16. LV-SEM Superficie basal del esmalte fluorético leve presenta un crater
en el esmalte con tejido organico y posibles proteinas del esmalte.

Figura 17, se muestra una imagen obtenida a 1000X, del esmalte de un diente
que sufre fluorosis moderada. La imagen se obtuvo con electrones
retrodispersados por LV-SEM, a 12 Pa en la cAmara del microscopio. Se observa
un esmalte rugoso.

15kU " X100 18mm . IFUNQM/

Figura 17. LV-SEM superficie basal del esmalte con fluorosis
moderada, observamos una superficie rugosa mas irregular
con crestas y valles mas profundos.
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7.3.- Observacion de las electromicrografias del ZnO en el SEM

Mediante el microscopio electrénico de barrido (SEM) Jeol 7800, se logré observar
por medio de los electrones retrodispersos las NPs de ZnO a un aumento de 35000X
(Figura 19). En este caso se observa dos tipos de estructuras, unas en forma de
nanoalambre y unas cuasiesféricas menores a 100nm de diametro. El voltaje
utilizado fue de 1.5 KV.

100nm IF-7800F 1/14/2019
WD 2.7mm 18:06:20

Figura 19. Mediante el F-SEM a un aumento de 35000X se logré observar nanoparticulas de 6xido
de zinc (ZnO) en forma de nanotubos cilindricos conglomerados, del orden de 100nm de diametro
por 1 um de longitud, asi como nanoparticulas cuasi esféricas menores a 100 nm de diametro.
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7.4.- Interface esmalte-adhesivo

Figura 20. Corte longitudinal de un diente, preparado con un bafio de carbén para su
observacién, La imagen se obtuvo con electrones retrodispersados por LV-SEM, a
12 Pa, en la cdmara del microscopio. La zona con mayor contraste es el esmalte y
la zona con menor contraste es el adhesivo. Se logra observar la penetracion del
esmalte.

=
&

1pm IF-7800F 15-Aug-19
x15,000 10.0kV LED SEM WD 9.4mm 09:41:28

Figura 20. Micrografia obtenida a 15000X de la interface esmalte-adhesivo, donde la
penetracion del adhesivo (radiolucido) es aproximadamente de 2 micras a los poros de
esmalte (radiopacos).
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7.5.- Nanoparticulas (NPs) de ZnO en TEM

Mediante el microscopio electronico de transmision (TEM), logramos observar las
NPs de ZnO (Figura 23), a 200,000X. Las particulas que se observan presentan
caras planas y son menores a 200nm, tiene una tendencia a tomar formas
cuasiesféricas.

Figura 23.- Micrografia obtenida mediante TEM convencional se aprecian las diversas
formas de las NPs, todas ellas menores a 200 nm, todas presentan facetas (caras
planas)
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7.6.- Estadistica descriptiva de los analisis EDS.

Mediante el programa de Excel se obtuvieron los promedios de las concentraciones
de porcentaje en Element de calcio (Ca) y Fosforo (P) en los tres superficies de
esmaltes sanos, leves y moderados, Grafica 1.

% Elementde CayP

e Seriesl

16.79

Sanos Ca Leves Ca Moderados Ca Sanos P Leves P Moderados P

Gréfica 1. Promedios de Ca y P en el esmalte sano, con fluorosis leve y moderada, se obtuvo
una mayor en concentracion de calcio y fosforo en esmalte con fluorosis leve seguido del esmalte
con fluorosis moderada. Y con menor concentracion de ambos elementos fue el esmalte sano.
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7.7.- Estadistica inferencial

Se utilizé6 un paquete estadistico de JMP en el cual observamos que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre promedios de los tres grupos
estudiados de los elementos avaluados por EDS en (Ca y P) de acuerdo a la prueba
de Shapiro Wilk con intervalo de confianza de 95% y una P a >0.05 Gréfica 2.
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Grafica 2 No existen diferencias estadisticamente significativas con la prueba de ajuste de bondad de Shapiro
wilk.
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7.8.- Resultados de la resistencia de adhesion

Los resultados de la resistencia a la adhesion en el caso del esmalte con fluorosis
moderada, se obtuvo un esfuerzo mayor en el grupo 3 con una concentracion de
0.30 % de nanoparticulas de ZnO, (Grafica 3).

Grupos |Concentracion

Flurosis moderada (Zn0))
1 0
2 10
3 30
4 50

1 2 3 4

Grafica 3. Promedios a la resistencia del esmalte con fluorosis moderada medido
en N/mm?.

Los resultados en la resistencia de adhesion en esmalte con fluorosis leve se
obtuvo un esfuerzo mayor en el grupo 3 con una concentracion de 0.30 % de
nanoparticulas de ZnO, por otro lado la de menor resistencia fue la concentracion de
0.10 % de Np de ZnO (Grafica 4).

Fluorosis leve

15.15
12.365

9.58
I 6.46
1 2 3 4

Griafica 4. Promedios de resistencia al esmalte con fluorosis leve medido en

N/mm?Z..
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Los resultados en la resistencia de adhesion en esmalte sano fue mayor en el grupo
3 con una concentracion de 0.30 % de nanoparticulas de ZnO por el contrario el de
menor esfuerzo fueron los del grupo 2 y 4 (Grafica 5).

Sanos

9.655

8.14

Gréfica 5. Promedios de la fuerza de adhesion a la resistencia de esmalte sano medido en
N/mm?Z..

8.- DISCUSION

En el presente estudio decidimos utilizar el EDS para evaluar de manera puntual
los elementos presentes en las muestras dentales estudiadas, con una resolucion
de hasta 1000ppm y correlacionar dicha composicion quimica elemental con las
estructuras topograficas observadas en la superficie del esmalte analizado con
electrones secundarios y/o retrodispersados (en el caso de LV-SEM), en dientes
sanos y con fluorosis?. Existen pocos estudios relacionados con el rastreo de
elementos en dientes con fluorosis por medio de EDS, la utilizacion de un LV-SEM
presenta ventajas que pueden ayudar a disminuir sesgos en la informacién debido
a que no se manipula la muestras a tal grado que se pueda perder informacién de
los elementos que la componen, ademas de acortar tiempos de preparacion de
las muestras dentarias para que sean evaluadas por medio del SEM.

Los especimenes se mantuvieron en agua destilada, para minimizar la influencia
de iones sobre el proceso de remineralizacién del esmalte®.
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En nuestro estudio la evaluacion a la concentracion del rastreo de elementos de
Ca y P, de los cuales estdan formados los cristales de hidroxiapatita
(Ca10(PO4)s(OH),) en su matriz inorganica de esmalte sano fueron promedios
muy similares en peso de Ca (32.9%) y P (16.88%), (Batczewsa y col. 2018), y Ca
(37.8%) P (18.3%) (Neves y col 2018). Se han realizado pocos estudios para la
evaluacion de esmalte con fluorosis que ocupen EDS, sin embargo, algunos
estudios coinciden en los promedios de P y Ca en esmalte sano®®°.

La utilizacion de nanoparticulas de ZnO ha demostrado tener un buen efecto
antibacterial y antibiofil a ciertos microorganismos que se encuentran en la cavidad
bucal causantes de caries y enfermedad periodontal entre ellos el Streptococos
mutans, Rotia mucilginosa, Rotia dentocariosa, ademas de una buena union
quimica con la matriz organica del adhesivo***?.

Existen estudios donde modifican tres adhesivos comerciales con nanoparticulas
Ag obteniendo resultados promedios de (19.0+5.4, 20.0+4.0 and 19.0+3.5 Mpa) en
fuerza de adhesion a la microtensién en esmalte con fluorosis* mientras que en
nuestro estudio se obtuvieron los mejores valores en fluorosis leve y moderada
(12.75 y 15.15Mpa) y en esmalte sanos un promedio de (9.65 Mpa) siendo la
mejor concentracion de NPs ZnO de 0.3%, algunos reportes mencionan que las
mejores concentraciones se obtiene entre 1% y 5% ya que las concentraciones
mayores a 5% hasta 10% reducen la fuerza de adhesi6én* |, sin embargo en
nuestro estudio la concentracién fue menor y con mejores resultados.

Las NPs ZnO utilizadas en este estudio fueron sintetizadas por medio de quimica
verde, ya que este método tiene un bajo costo y ademas de un bajo impacto
ambiental. Se utilizd el extracto de Dysphania ambrosioides (epasote), entre los
compuestos presentes en la especie vegetal son los carbohidratos, aminoacidos,
proteinas, flavonoides, flavonas, flavonoles como kaempferol, quercetina e
isorhamnetina, los fitoesteroles avenasterol y espinasterol, saponinas, alcaloides,
vitaminas, monoterpenos como [-mirceno, cis- B ocimeno, geraniol, limoneno, a
terpineno, a-terpinoleno, p-cimeno, carvacrol, timol, a- terpineol, carvona,
pinocarvona, piperitona, ascaridol y chanopanona, los sesquiterpenos (-
cariofileno y y-curcumeno ademas de a-caroteno y B-caroteno**°.

La mayoria de estas moléculas poseen grupos funcionales hidroxilo (OH), estos
grupos participan en el proceso de reduccion y transformacion del Zn(NO3), a
ZnO, la oxidacion de grupos OH a grupos carboxilo estan involucrados en la
estabilizacion de las NPs ademés de controlar su forma caroteno®°.

Los compuestos como las proteinas, aminoacidos, acidos organicos, vitaminas,
asi como metabolitos secundarios, tales como flavonoides, alcaloides, polifenoles,
terpenos, compuestos heterociclicos y polisacaridos también aportan a la
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reduccion de la sal metalica ademas de rodear y estabilizar a las NPs
sintetizadas®’.

El ZnO es un oOxido metalico bactericida seguro porque no es toxico para las
células animales a bajas concentraciones pero es muy toxico para las bacterias,
esto lo hace un material idoneo para su aplicacion clinica como se estia ya
aplicando incorporandolo a materiales dentales por su probada capacidad
antimicrobiana y su mayor biocompatibilidad que otras NPs como son las de plata
que generan toxicidad en las células humanas™.

9.- CONCLUSIONES

Los resultados del EDS obtenidos del microscopio electronico de barrido de bajo
vacio (SEM), permitié describir la diferencia que existe de calcio y fosforo entre
dientes sanos y con fluorosis en estado basal sin tener que desecar las muestras y
perder informacion ademas de observar por medio de electrones secundarios la
topografia de la superficie del esmalte.

No hubo diferencia estadisticamente significativa en la concentracion de Cay P en
los diferentes grupos, sin embargo la resistencia de adhesion al esfuerzo demostré
ser mayor en los dientes con fluorosis leve, por lo tanto se acepta la hipotesis (1).
Por medio del SEM pudimos observar que las NPs-ZnO sintetizadas son del orden
de 5-200nm., y de forma cuasiesférica. Ademas presentaron una buena fuerza de
union al adhesivo dental experimental dopado con nanoparticulas de ZnO al
momento de ejercer la fuerza, sin embargo se rechaza la hipétesis (2) debido a
que la concentracion con mejores resultados en todos los grupos fue de 0.30%.

10.- PERSPECTIVAS

e Aumentar la muestra de estudio para una mejor estadistica

e Analizar el efecto antibacterial de las NPs por medio de halos de inhibicién
mezclados con el adhesivo.

e Analizar mediante microscopia electronica de barrido y transmisién la
interaccion a nivel ultraestructural de bacteria-NPs.

e Evaluar las NPs en otras actividades biolégicas como citotoxicidad de
células normales o cancerigenas.
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