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Resumen

La odontologia actual requiere la constante busqueda de materiales con potenciales
propiedades antimicrobianas que potencien la durabilidad de los tratamientos odontologicos.
Esto toma gran relevancia en la prevencion de infecciones bucales debido a la creciente
bioresistencia de los microorganismos involucrados, producida principalmente por el abuso
de medicamentos antimicrobianos. Es asi que, se hace necesario el desarrollo de materiales
preventivos y restaurativos con elevada biocompatibilidad, resistencia mecanica, adhesion,
uso confiable tanto en la clinica como en el laboratorio, facil manipulacion, y actividad
biocida. Sin embargo, las principales limitaciones son la baja disponibilidad, y dificultad de
su aplicacion por los equipos y necesidades técnicas para su uso. En este contexto, el uso de
sistemas coloidales metélicos es una alternativa viable y confiable para el desarrollo de
polimeros nanoestructurados biocompatibles y antibacterianos, que permitan una facil
aplicacion y un control o erradicacion de las biopeliculas bacterianas en la cavidad bucal.

Es por ello, que el objetivo de esta investigacion se centra en el desarrollo de geles
poliméricos nanoestructurados, formados a partir de suspensiones coloidales de plata y cobre.
Las estrategias llevadas a cabo para el cumplimiento de este objetivo tienen en cuenta la
sintesis electroquimica asistida por gradiente de concentracion, sintesis por calentamiento
asistido por microondas y su estabilizacidon con sistemas poliméricos funcionales y
biocompatibles. Asi, se apunta al desarrollo de materiales como potenciales agentes
desinfectantes en terapias odontologicas, dentro de ellas especificamente los procedimientos
de endodoncia regenerativa, incrementando las posibilidades y oportunidades de minimizar

el riesgo de infeccion y evitar la proliferacion de una microbiota oral resistente.
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CAPITULO 1

1. Introduccion

Las infecciones endodonticas pueden surgir principalmente como resultado de caries no
tratadas, traumatismos dentales o enfermedades periodontales. Estas infecciones no solo
causan dolor y malestar localizado, sino que también pueden generar la pérdida del diente y
extenderse a otras dreas anatomicas, afectando la salud general de las personas. Por lo tanto,
un tratamiento de endodoncia exitoso depende de la efectividad de los productos, materiales
o procedimientos llevados a cabo para limpiar y desinfectar la zona bucal y asi minimizar el
riesgo de infeccidon postratamiento. Sin embargo, este objetivo no siempre es alcanzado,
debido a la imposibilidad de eliminar completamente los microrganismos dentro de
complejidad anatomica de los tibulos dentinarios del de conductos radiculares en el diente y
por fenomenos de microfiltracion bacteriana, los cuales impiden una correcta desinfeccion
endodontica para el mantenimiento de la pieza dental (Garcia-Rubio et al., 2015; Martinez &
Ruiz, 2005).

Esta complicacion se presenta por la formacion de sistemas microbianos altamente resistentes
denominados biopeliculas, que, ademds de impedir la efectividad del proceso de
desinfeccion, se asocian con el aumento de la patogenicidad y virulencia de las infecciones
(Moreno et al., 2017; Salas-Orozco et al., 2019). La formacion de estas comunidades
bacterianas se ve influenciada por diversos factores, como lo son: 1) El ambiente de la
cavidad bucal, el cual proporciona humedad, temperatura, pH y nutrientes adecuados para el
crecimiento bacteriano. 2) La naturaleza estructural de la dentina, la cual es altamente porosa

debido a la presencia de tubulos dentinarios, haciendo que su superficie también permita la



facil colonizacion, proliferacion y el dificil acceso a estos sistemas. Y finalmente, 3) La
farmacorresistencia que desarrollan las bacterias frente a los diversos agentes
antimicrobianos utilizados (Bleuel et al., 2018; Dhir, 2013; Valdés, 2017). Se ha reportado
que aproximadamente el 79% de los dientes tratados endoddnticamente en presencia de estas
biopeliculas bacterianas o bacterias persistentes mostraron lesiones mucho mas graves
llegando hasta la zona periapical, comprometiendo asi las raices de los dientes (Fabricius et
al., 20006).

Bajo este contexto, el gran desafio en los procedimientos endodonticos es el uso de
materiales y sistemas que permitan la destruccion de las biopeliculas bacterianas o bien
la alteracion del medio que propicia su desarrollo, y asi lograr una completa eliminacion
y prevencion de estas infecciones endoddonticas en un amplio espectro bacteriano.
Debido a lo anterior, se han desarrollado sistemas de nanoparticulas metalicas como agentes
antimicrobianos de amplio espectro bacteriano, lo que ha impulsado el desarrollo de nuevos
materiales con actividad antimicrobiana. Sin embargo, la citotoxicidad generada por estas
nanoestructuras esta ampliamente reportada. Estudios anteriores han sugerido que la
liberacion controlada de nanoparticulas antibacterianas puede mejorar el medio ambiente
local y ejercer un efecto antibacteriano. Sin embargo, en los métodos de sintesis mas
utilizados, se necesitan varios pasos de purificacion debido a la generacion de subproductos
en cada reaccion. Los subproductos que comprometen las propiedades inofensivas del
material final interfieren con las aplicaciones que requieren biocompatibilidad.
Recientemente, se han utilizado estrategias que utilizan microondas como herramienta de
calentamiento rapido en sintesis de nanoparticulas metélicas, polimerizacion asistida y
descomposicidon quimica, y sintesis de polimeros mediante apertura de anillos, sintesis

electroquimica, radicales libres y crecimiento escalonado, entre otras. Sin embargo, el
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problema de utilizar s6lo agentes quimicos inocuos en lugar de toxicos atn no se ha resuelto,
y la sintesis por microondas en un solo paso de sistemas poliméricos aun no se ha explotado,
especialmente en sistemas nanoestructurados. En consecuencia, esta investigacion se enfocd
en el desarrollo y la aplicacion de geles nanoestructurados con un alto efecto antimicrobiano
y biocompatible aplicados como potenciales agentes desinfectantes en los protocolos de
desinfeccion de los conductos radiculares, como solucion de las situaciones ya mencionadas.
1.1 Justificacion de la investigacion

Segun los diagnosticos nacionales de salud bucal entre 2007 y 2010 realizados por el Plan
Nacional de Salud Bucal en Chile para 2021-2030, la caries dental y las enfermedades
periodontales (dos afecciones prevalentes en la poblacion chilena) son los principales
contribuyentes a la pérdida de dientes. Estas condiciones, cuando no se abordan de manera
oportuna, pueden llevar a la destruccion del tejido dental y la consiguiente necesidad de
extracciones. La Encuesta Nacional de Salud 2016-2017 revela datos alarmantes sobre la
prevalencia del edentulismo (pérdida total de los dientes) en Chile. Solo el 68% de las
personas entre 15 a 24 afios conserva su dentadura completa, y esta cifra disminuye
drasticamente al 31% entre los 35 a 44 afos. Llegando a un 17.6% para las personas de edad
avanzada entre 65 a 74 afios. Estas estadisticas subrayan la necesidad imperante de una
mejora en los enfoques endoddonticos actuales y de intervenciones odontologicas
efectivas.

Con ello, también se hace necesaria la busqueda de una solucion eficientemente a estos
problemas de infecciones endodonticas, no solo para evitar la pérdida dental, sino que
también para mejorar la calidad de vida de las personas, permitiéndole conservar y restaurar

su funcionalidad y estética bucal. Ademas, se hace indispensable salvaguardar la salud



sistémica y minimizar el riesgo de bacteriemia e infecciones que podrian tener consecuencias
significativas para el bienestar general de las personas.

Esta necesidad puede ser abordada mediante los campos de la nanociencia y nanotecnologia
con los cuales se han desarrollado sistemas altamente eficaces frente a la eliminacion de la
colonizacion bacteriana y formacion de biopeliculas, evitando los problemas de citotoxicidad
y resistencia farmacolédgica con los antibidticos comunmente utilizados en los tratamientos
endoddnticos actuales. En especial, mediante la aplicacién de nanoparticulas metalicas
(NPs), se aborda este desafio, combatiendo la colonizacion bacteriana persistente después de
los tratamientos endoddnticos en los conductos radiculares (Hassan & Khallaf, 2018). No
obstante, se requieren estudios que evaluen su correcta efectividad desinfectante de la mano
con la regeneracion tisular. Es por ello que, se hace importante evaluar su impacto en la
biocompatibilidad y efecto citotoxico de estos sistemas sobre comunidades celulares

bacterianas ya conformadas.



CAPITULO 2

2. Estado de arte

2.1 Mecanismos y materiales de desinfeccion intraconducto

2.1.1 Procesos de desinfeccion basados métodos convencionales

Debido a la gran variedad de especies presentes, es dificil desinfectar los conductos de
manera eficaz con un solo tipo de mecanismo. Por lo tanto, usualmente se usa una
combinacion de estrategias basadas en la preparacion quimico-mecanica del conducto usando
instrumentos de preparacion, medicamentos intraconducto y soluciones de irrigacion. En el
procedimiento de endodoncia convencional se hace esencial limpiar adecuadamente el
sistema de conductos radiculares para eliminar no solo las bacterias presentes,
adicionalmente se eliminan calcificaciones pulpares, restos pulpares, tejido infectado y
necrotico, etc., con el fin de propiciar un ambiente aséptico y prepararlo adecuadamente para
el tratamiento endoddntico. Los irrigantes mas comunes son el hipoclorito de sodio (NaOCl),
peroxido de hidrogeno (H20»), clorhexidina (CHX), acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
y soluciones salinas (Zafar et al., 2020). También es ampliamente utilizado el hidréxido de
calcio (Ca[OH]), el cual provee alcalinidad al medio y con ello cambia las propiedades
superficiales de las biopeliculas. Sin embargo, la penetracion de los OH- provenientes del
Ca[OH]2 en los tubulos dentinarios solubiliza la matriz orgénica, alterando la proporcion
organico-inorganica de dentina (Shetty et al., 2017a).

Cuando la terapia de desinfeccion con Ca[OH]> no es efectiva, y se mantienen los signos y/o
sintomas de infeccion, el uso de antibidticos como la pasta triple antibidtica (TAP, compuesta

de ciprofloxacina, metronidazol y minociclina en una proporcion de 1:1:1), la pasta doble



antibiotica (DAP, compuesta de ciprofloxacina y metronidazol), amoxicilina, doxiciclina,
clindamicina, tetraciclina, entre otros, constituyen una de las estrategias mas potentes contra
la patogenicidad bacteriana (Lee et al., 2015). Aunque su aplicacion puede proveer una
desinfeccion eficaz, atin persisten los inconvenientes relacionados con la farmacoresistencia
hacia los medicamentos utilizados, decoloracion de la corona y citotoxicidad (Silva-herzog
et al., 2003a).

En este punto es importante destacar que para que el procedimiento de endodoncia tenga
un buen resultado, es vital que la desinfeccion sea efectiva y biocompatible con las
células madre mesenquimales (MSC). Por ello, el tratamiento mas utilizado es con
Ca[OH]2, ya que presenta una mayor viabilidad celular en comparacion con las pastas doble
y triple antibioticas (Figura 1) (Althumairy et al., 2014).
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Control Ca(OH); TAP DAP
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Figural. Irrigantes desinfectantes convencionales (**P <0.01. n.s.), tomado de (Althumairy et al., 2014).

De igual forma, el tratamiento de endodoncia convencional contempla al Ca[OH], para
generar una barrera apical calcificada en el proceso denominado apexificacion, en dientes
con desarrollo radicular incompleto, y asi, evitar la entrada de materiales de relleno en el
diente. Aunque el Ca[OH], tiene la ventaja de estar ampliamente disponible, la gran
desventaja de su uso radica en la reduccion de la resistencia de las raices, lo que aumenta la

posibilidad de fractura de la raiz. Ademas de los largos periodos de tratamiento que se
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requieren para formar la barrera célcica y la gran posibilidad de generar citotoxicidad para

las células madre (Prasetyo et al., 2020a). Otros materiales son usados como barrera apical,

como el agregado de tridxido mineral (MTA). En comparacion con el Ca[OH]», el MTA se

usa en uno o dos pasos y, por lo tanto, se necesita una menor recurrencia y reposicion del

material (Prasetyo et al., 2020a). Ademas, es biocompatible, presenta menos citotoxicidad,

permite la proliferacion y la union celular (Bueno et al., 2019). Estas caracteristicas mejoran

el proceso de curacion del tejido y previenen el debilitamiento de la estructura de la dentina

causado por la administracion prolongada de Ca[OH],. Sin embargo, la apexificacion con

MTA no fortalece la raiz ni induce un mayor desarrollo de esta, y como resultado, las raices

permanecen delgadas y fragiles.

Las ventajas y desventajas de estos procedimientos se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Las caracteristicas de tres procedimientos de tratamiento para la restauracion de raices.

Procedimiento Ventajas Desventajas REF
Larga duracion del tratamiento (Barquero
Constante reposicion &
p Rodriguez,
Alteracion de la dentina 2005;
Citotoxicidad Cardoso
Apexificacion con Facilidad de obtencion Pereira et
Ca[OH], Propiedades antibacterianas al., 2017;
Shetty et
Mayor riesgo de fractura radical al., 2017b;
Silva-
herzog et
al., 2003b)
. . No fortalece la raiz ni promueve un (Cardoso
Apexificacion de uno o dos pasos . .
. . mayor desarrollo de la raiz Pereira et
Apexificacion con
MTA Las rai rmanecen delgad al., 2017;
Biocompatibilidad as raices pe fréaire cse clgadasy Prasetyo et
& al., 2020b)
Promueve un mayor desarrollo de (Bose et
Revascularizacion las raices Exposicion a la migracion de patogenos al., 2009;
Refuerza las paredes dentinarias P £ patog Llaquet et
por la deposicién de tejido célcico al., 2017)




2.1.2 Procesos de desinfeccion basados en NPs

Los avances en el desarrollo de NPs y materiales nanoestructrados proporcionan un amplio
espectro de propiedades adecuadas para garantizar un buen proceso endoddntico como:
mayor resistencia a la abrasion, altas propiedades mecanicas, estética mejorada y un entorno
estéril (Cantin L et al., 2010). Es asi, que se ha incrementado el interés por el uso de NPs para
el tratamiento de las infecciones endododnticas y tratamiento del conducto radicular.
Nanoparticulas de quitosano (Aksel et al., 2020a; Dasilva et al., 2013; Shrestha et al., 2014;
Shrestha & Kishen, 2013), vidrio bioactivo (Mortazavi et al., 2010; Waltimo et al., 2007,
2009), Oxido de Cinc (Kishen et al., 2008; Shrestha et al., 2010), poli(acido lactico-co-
glicolico) (PLGA) (Pagonis et al., 2010), amonio cuaternario (Abramovitz et al., 2013), plata
(AgNPs) (Espinosa-Cristobal et al., 2013a; Hiraishi et al., 2010; Rodrigues Magalhaes et al.,
2012; Samiei et al., 2014a; D. Wu et al., 2014a; Zhang et al., 2013a), 6xido de cobre
(CuONPs) y cobre (CuNPs) (Anu et al., 2016), son ampliamente utilizadas (ver Tabla 2).
En especial, la incorporacion de AgNPs y CuNPs como agentes antimicrobianos ha sido
evaluada contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, avanzando en el desarrollo de
nuevos materiales con actividad antimicrobiana basados en estos metales (Pannerselvam et
al., 2020), con un amplio rango de aplicaciones en odontologia que van desde la purificacion
microbiologica del agua, rellenos dentales, selladores, cementos dentales, revestimientos
para proétesis dentales removibles y fijas, recubrimientos e irrigantes inhibidores de caries

(Acosta-Torres et al., 2012; Hamouda, 2012).



Tabla 2. Nanoparticulas comunmente utilizadas en el tratamiento antibacteriano intraconducto.

Agente
antibacteriano Bacterias probadas Observaciones REF
utilizado
Inhibicién de la formacion de (Dasilva et
Quitosano E. faecalis biopeliculas dentro de la interfaz
) al., 2013)
sellador-dentina.
(Shrestha
Quitosano E. faccalis Efecto antibacteriano significativo. & Kishen,
2013)
Quitosano E. fuecalis Viabilidad reducida y la alteracion de ~ (Shrestha et
) la estructura de las biopeliculas. al., 2014)
) . ' Mejor.as en las propledaq?s (Aksel et al.,
Quitosano E. faecalis antibacterianas en comparacion con
o 2020a)
los controles utilizados.
e . , . Efecto del tamaifio en la actividad (Waltimo et
Vidrio bioactivo E. faecalis antibacterial. al., 2009)
e . , . . . . (Waltimo et
Vidrio bioactivo E. faecalis Eficacia antibacteriana. al.. 2007)
Sy 1. . E. coli, P. aeruginosa, S. . L? aCt}Vldad ant'lbac‘:terl?lfla (Mortazavi
Vidrio bioactivo . disminuy6 con la disminucién del
typhi 'y S. aureus ~ et al., 2010)
tamafio.
ZnO/Quitosano E. faecalis Efecto antibacteriano elevado. (ilsgggge)t
. . Reduccion significativa de (Shrestha et
ZnO/Quitosano E. faecalis biopeliculas. al., 2010)
. Reduccion significativa de (Pagonis et
PLGA E. Jaecalis biopelicula. al., 2010)
- = S
Amonio . La fneorporacion de .ZA) p/p de NP (Abramovitz
. S. mutans y E. faecalis aumento significativamente la
cuaternario . etal., 2013)
capacidad de sellado.
(Rodrigues
AgNPs S. mutans Efecto antimicrobiano significativo. Magalhaes
etal., 2012)
Fluoruro de . Ehmmac'mn de las bppehculas en la (Hiraishi et
diamina de plata E. faecalis superficie de la dentina hasta 40 pm al.. 2010)
P dentro de los tibulos dentinarios. "
Aumento de las propiedades (Espinosa-
AgNPs S. mutans antibacterianas con la disminucion Cristobal et
del tamafio de las NPs. al., 2013a)
Geles antibacterianos con AgNPs
. , . (D. Wu et
AgNPs E. faecalis resultan mas eficaces que soluciones
al., 2014a)
de AgNPs.
Disminucion de las unidades (Samiei et
AgNPs E. faecalis formadoras de colonias en los al., 2014a)
conductos por debajo de 10 CFU. ’
Efecto antibacteriano y nula (Zhang et
AgNPs i citotoxicidad. al., 2013a)
: Zonas de inhibicion significativas de  (Anu et al.,
CuONPs S.aureus y E. coli 31.6 2 38.6 mm. 2016)




Ademés, se ha estudiado la inmovilizacién de las NPs en superficies de implantes, lo que
permite una liberacion controlada y un efecto antibacteriano a largo plazo de alrededor de 4
meses (Yin et al., 2020). Por lo tanto, la propiedad antibacteriana a largo plazo otorgada por
las NPs en los conductos radiculares es muy ventajosa para mejorar el grado de desinfeccion
del conducto (Bapat et al., 2019a). Rodrigues et al. incorporaron AgNPs en cementos
endodonticos y los evaluaron frente a especies de Streptococcus mutans, principales
responsables de la caries. Sus resultados arrojaron mejoras significativas en el efecto
antimicrobiano (Rodrigues Magalhdes et al., 2012). Ademas, materiales como la gutapercha
recubierta con AgNPs se han desarrollado como obturador antimicrobiano y no citotdxico
para el tratamiento del conducto radicular (Mishra & Tyagi, 2018; Mozayeni et al., 2017).
Asimismo, son incorporadas al MTA para mejorar el éxito del recubrimiento pulpar,
apexificacion y sellado de perforaciones en los dientes (Vazquez-Garcia et al., 2016).

En este contexto, también existen limitaciones en las estrategias de desinfeccion en
tratamientos endodonticos que no solo se deben al crecimiento de la biopelicula bacteriana
dentro de la cavidad oral, sino también a las complejidades anatomicas que presentan los
sistemas de conductos radiculares, la estructura de la dentina y la dificultad de los
instrumentos mecanicos para llegar a dichos espacios, donde en algunos sitios, su diametro
no sobrepasa los 5 um (Kishen, 2012). Por ello, soluciones de iones plata y AgNPs se han
utilizado como alternativas viables capaces de llegar a dichos espacios confinados y erradicar
las colonias bacterianas presentes en ellos. Hiraishi et al., utilizaron fluoruro de diamina de
plata contra biopeliculas de Enterococcus faecalis en estudios in vitro. Sus resultaron
arrojaron que las biopeliculas que se encontraban en la superficie de la dentina y hasta 40 pm
en los tibulos dentinarios, se eliminaron completamente después de 60 min de interaccion

con el compuesto (Hiraishi et al., 2010). Por otro lado, debido a un alto valor comercial de
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los metales como oro y plata, se ha centrado considerablemente el interés en las CuNPs y
CuONPs como potenciales agentes antimicrobianos (Febré et al., 2016; Roman et al., 2017),
las cuales bajo condiciones especificas pueden eliminar los microorganismos o evitar su
crecimiento (efecto bacteriostatico) (Galleguillos Morales, 2016a). Su eficacia y tasa de
inactivacion microbiana dependen de la temperatura del medio, humedad, concentracion de
NPs, asi como el tamafio de las NPs y el tipo de microorganismo con el cual estén en contacto
(Duran, 2015a). Anu et al., estudiaron implantes dentales de titanio recubiertos con CuONPs.
Los resultados mostraron que la superficie del implante con las NPs presentd zonas de
inhibicion significativas de 31.6 a 38.6 mm en comparacion con los no recubiertos (Anu et
al., 2016).

2.1.3 Métodos de obtencion de NPs

Existen diversos métodos quimicos y fisicos para la obtencion de NPs. Los mas utilizados se
dividen en dos categorias: i) bottom-up (de abajo hacia arriba) y ii) top-down (de arriba hacia
abajo) dependiendo del estado fisico del material de partida. Ambas metodologias han sido
ampliamente estudiadas y con ellas es posible obtener NPs estables y con excelentes
propiedades. Sin embargo, estos ultimos tienen algunas desventajas, como el alto consumo
de energia, equipos engorrosos y especializados (Islam et al., 2022), lo que encarece
enormemente estos mecanismos. Por su parte con los métodos bottom-up se construyen
estructuras desde precursores que pueden ser iones metalicos, moléculas, &tomos, entre otros,
y ofrecen ventajas como un adecuado control del tamano y forma de las NPs. Dentro de los
mas comunes estan; 1) Sintesis quimica con el uso de agentes reductores, ii) Sintesis asistida
por ultrasonido, ii1) Sintesis por calentamiento asistido con microondas, entre otras.

En esta investigacion se centrard la atencion en el uso de métodos electroquimicos y métodos

con aplicacion de microondas para la sintesis de NPs.
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Meétodos electroquimicos: Los métodos electroquimicos son muy atractivos debido a su
facilidad de operacidn, cinética de obtencion y pequeiios rangos de distribucion de tamafio
de las NPs. Estos métodos se basan en seis pasos principales: 1. Disolucion del anodo, 2.
Migracion de iones al catodo, 3. Reduccion a valencia cero, 4. Formacion, 5. Crecimiento de
las particulas, y 6. Precipitacion. En el caso de la formacion de sistemas coloidales o también
conocidos como soles, no se presenta el ultimo paso.

Diversos autores han llevado a cabo métodos electroquimicos con diferentes electrodos,
agentes estabilizantes y variables de sintesis para la obtencién de NPs: Duran et al., mostraron
un método de sintesis combinado, en el cual desarrollaron AgNPs y CuNPs mediante ruta
electroquimica con reduccion quimica utilizando acido galico y borohidruro de sodio
respectivamente. El catodo consistid en una barra de grafito, utilizando como medio
electrolitico acido sulftrico y un potencial eléctrico de 30 voltios durante tres minutos. Los
resultaron evidenciaron una excelente sinergia entre ambos métodos, obteniendo AgNPs con
tamafios inferiores a 15 nm y CuNPs alrededor de 25 nm, con una disminucion significativa
en los tiempos de reaccion (Duran, 2015b).

No obstante, el uso de un adecuado electrolito toma importancia en la utilizacién de este
método. Por lo general, se usan sales metalicas para favorecer el transporte y conduccion de
electrones en el proceso de reduccion de los iones en el medio (Theivasanthi & Alagar, 2011).
Algunos autores también han reportado el uso de PVA y Polivinil pirrolidona (PVP) como
agentes capping en la sintesis de AgNPs a partir de sales de plata como AgNO3 y electrodos
de plata mediante este método (Anggraeni & Kurniawan, 2020; Nasretdinova et al., 2015;
Sumit Sharma et al., 2014).

El tamafo de las NPs también depende de la densidad de corriente, la separacion entre

electrodos, el tiempo de reaccion, la temperatura y la polaridad del disolvente.
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Meétodos por microondas: Las estrategias de reduccion de metales a alta temperatura
utilizando ondas de microondas como herramienta de calentamiento rapido en la sintesis de
NPs como Au, Ag, Pt, Pd, Ru, Ir, Rh, Fe, Co, Ni, Cu, compuestos bimetalicos como FePt,
FePd y nanoparticulas nucleo-cubierta (Tsuji, 2017). Ademas, el uso de las ondas microondas
también tiene una amplia aplicacion en sintesis de nanoparticulas, polimerizacion asistida,
obtencioén de compuestos poliméricos (Shinnosuke et al., 2013), nanoparticulas poliméricas
(Ow et al., 2020), entre otras. Una gran ventaja del uso de microondas en la sintesis de estos
sistemas frente a los métodos de calentamiento tradicionales (como bafios de aceite y placas
calientes) es que se requiere menos energia para conseguir sitios de nucleacion de forma
rapida y homogénea con un aumento uniforme de temperatura en todo el volumen de
reaccion, produciendo nanoparticulas monodispersas y de tamafios menores. Ademas, las
fuentes de calor tradicionales no transfieren energia de manera eficiente a través de la
solucion de reaccion, generando un gradiente de temperatura (Gallo-Cordova et al., 2020;
Horikoshi & Serpone, 2017; Ma, Pang, et al.,, 2016). Diversos investigadores han
desarrollado sistemas de aplicacion de microondas para la sintesis de nanoparticulas
metalicas sintetizadas en varios pasos y utilizando catalizadores de reaccion como agentes
externos y estabilizadores, cuyas propiedades fisicas y quimicas presentan excelentes
rendimientos (Ma, Pang, et al., 2016), pero no se ha evaluado su efectividad en procesos
bioldgicos y el uso de agentes quimicos toxicos aun no se ha resuelto.

La eleccion de un método adecuado para la sintesis de NPs toma vital importancia, ya que se
ha demostrado que el efecto antibacteriano se incrementa considerablemente a medida que
se disminuye el tamaino de las nanoestructuras (Sayed et al., 2022). Espinosa-Cristobal et al.
investigaron la capacidad de inhibicién de las AgNPs hacia S. mutans en la superficie del

esmalte dental, que cominmente se ve afectada por caries. Los autores revaluaron tres

13



tamafios diferentes de NPs (9.3, 21.3 y 98.0 nm), encontrando que las AgNPs de menor
tamafio mostraron propiedades antimicrobianas significativamente mejoradas debido al
aumento de la relacion superficie-volumen (Espinosa-Cristobal et al., 2013b). Bajo este
contexto, cabe destacar que la disminucion del tamanio de las NPs esta relacionada con la
disminucion de la tension superficial del medio, lo cual se puede generar mediante el uso de
surfactantes. Estas moléculas, ademas de disminuir la tension superficial, tienen también la
propiedad de estabilizar las nanoparticulas obtenidas. De esta manera, Blandén et al.
aplicando una diferencia de potencial alterna de 20 V entre dos alambres de plata, obtuvieron
AgNPs con tamafios alrededor de 50 nm. Sin embargo, con la estabilizacion de las NPs
utilizando un agente surfactante (Pluronic F68) lograron tener diametros menores de
alrededor de 16 nm, con una mejor estabilidad y mejor polidispersion (Blandon et al., 2015).
De igual manera, Yuan et al. utilizaron la adicion de un tensoactivo (dodecil sulfato de sodio)
para lograr eficientemente el control de la sintesis y del tamafo de las NPs (Yuan et al., 2011).
Otro tipo de agente surfactante y estabilizador es el polivinil alcohol (PVA), el cual se ha
usado ampliamente para la estabilizacion de NPs (Cardoso, 2016).

2.1.4 Métodos de obtencion de sistemas poliméricos nanoestructurados

Es posible conformar sistemas nanoestructurados aplicados en areas de biomédica,
odontolégica y farmacéutica, a partir del uso de polimeros con grupos funcionales
polimerizables, con los cuales se generan geles por entrecruzamiento quimico o
entrelazamiento fisico, conformando una configuracion tridimensional en la cual es posible
incorporar agentes antibacterianos, firmacos y moléculas en su interior. Un excelente
candidato para estos sistemas es el PVA, ya que este polimero ademés de ofrecer una gran
capacidad como agente estabilizador de NPs, forma geles biodegradables, biocompatibles,

con buenas propiedades mecanicas, estables durante largos periodos de tiempo en diferentes
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condiciones de temperatura y pH. Ademas, es un polimero hidrofilico, con grupos hidroxilo
facilmente polimerizables, no téxico y soluble en agua. Carhuapoma et al., fabricaron
hidrogeles de PVA entrelazados fisicamente con quitosano utilizando radiacion gamma
(Carhuapoma-Bernabé & Contreras, 2005). Asimismo, Echeverry et al., desarrollaron
hidrogeles de PVA wusando diferentes ciclos de congelamiento/descongelamiento,
denominados también criogeles (Echeverri et al., 2009). Por su parte, Rodriguez et al.,
sintetizaron hidrogeles nanoestructurados, a partir de la esterificaciéon entre los grupos
hidroxilo del PVA y los grupos carboxilo del acido maleico en medio acido. Su estrategia
consistio en sumergir el gel producido en una soluciéon de AgNO3 (50 mM) durante un tiempo
de 18 h y llevar a cabo una reduccion quimica in situ de los iones plata dentro del gel,
utilizando NaBH4 como agente reductor. Como resultado, estos sistemas poliméricos
nanoestructurados mostraron actividad antibacterial contra Staphylococcus aureus,
confirmando la accion antimicrobiana de las AgNPs encapsuladas en los geles (Rodriguez et
al., 2019). Adicionalmente, algunos autores han desarrollaron hidrogeles de PVA
copolimerizados con 4cido maleico insensibles a cambios de pH (Soto & Oliva, 2012) y 4cido
poli(acrilico) (PAA) en el proceso de congelacion/descongelacion para la formacion de
hidrogeles para sistemas de administracion de fArmacos especificos y especializados (Sohail
et al., 2014). Aunque los geles por entrecruzamiento quimico son ampliamente estudiados,
los geles por enlazamiento fisico ofrecen grandes ventajas ya que, al no tener una uniéon
covalente, su estructura polimérica puede ser facilmente disuelta y promover una liberacion
mas rapida y controlada de fArmacos o en su defecto de NPs.

Este punto es importante, debido a que la dosificacion de NPs en la cavidad oral es una gran
alternativa de desinfeccion prolongada. Ademads, el uso de una correcta matriz polimérica

biocompatible mejora su capacidad para estimular la proliferacion y mineralizacion de las
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c¢lulas madre de la pulpa dental. Aksel et al., utilizaron hidrogeles de quitosano cargados
con TAP contra E. faecalis. Sus resultados evidenciaron que el hidrogel cargado con el
farmaco presentd mejores propiedades antibacterianas en comparacion con los controles
utilizados. Ademaés, mantuvo la viabilidad celular y actividad de mineralizacién (Aksel et al.,
2020b). En el caso particular de la desinfeccion del conducto radicular, se ha demostrado
mediante ensayos in vitro que geles antibacterianos son mas eficaces que soluciones de
AgNPs frente a la interrupcion de la integridad estructural de biopeliculas bacterianas de E.
faecalis (D. Wu et al., 2014b). Samiei et al., sintetizaron hidrogeles reticulados mediante
copolimerizacion via radicales libres de Poli(N-isopropilacrilamida-co-acido metacrilico-
vinipirrolidona). Posteriormente obtuvieron AgNPs mediante sintesis quimica in situ en las
redes del copolimero. Los autores evaluaron el efecto antibacteriano del hidrogel
nanoestructurado a una concentracion de 30 ppm en conductos radiculares infectados con E.
faecalis en comparacion con hipoclorito de sodio al 2.5% y gluconato de clorhexidina al
2.0%. Segun sus resultados, se obtuvo una disminucion de las unidades formadoras de
colonias en los conductos por debajo de 10 CFU (Samiei et al., 2014b). Bruniera et al.,
evaluaron tres hidrogeles nanoestructurados con AgNPs a base de hidroxiletilcelulosa,
carbomero y polietilenglicol para tratamiento intraconducto. De acuerdo con sus resultados,
los sistemas nanoestructurados mostraron actividad antibacteriana contra todas las especies
probadas (Bruniera et al., 2014).

La adicion de NPs a matrices poliméricas también han demostrado propiedades
biocompatibles y sin efectos citotoxicos o mutagénicos significativos. Zhang et al., estudio
la biocompatibilidad de la incorporacion de AgNPs en un adhesivo como material de
restauracion oral en fibroblastos gingivales humanos. El material no indujo ninguna

citotoxicidad y mejor6 el efecto antibacteriano (Zhang et al., 2013b). Asi, las NPs pueden
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utilizarse clinicamente como agentes antimicrobianos en odontologia sin ser perjudiciales
para los pacientes (Bapat et al., 2019b).

Por todo lo anterior, mediante esta investigacion se pretende sintetizar geles por
entrelazamiento fisico con polimeros biocompatibles que estabilizan a su vez nanoparticulas
metalicas, aplicados como potenciales agentes desinfectantes y promotores del

fortalecimiento de la raiz en tratamientos de endodoncia.

2.2 Hipotesis y Objetivos
2.2.1 Hipaotesis

e El desarrollo de soles de cobre y plata mediante sintesis asistida por microondas e
hidrosoles de cobre y plata mediante sintesis electroquimica, estabilizados con PVA
y PVP como sistemas polimerizables, permitird obtener geles nanoestructurados.

e Laaplicacion de geles nanoestructurados a partir de soles metélicos de cobre y plata
como protocolo alternativo de desinfeccion en el tratamiento intraradicular en
procedimientos de endodoncia, presentara un efecto antibacteriano y biocompatible,
disminuyendo el riesgo de infecciones endodonticas postratamiento y restaurando los

tejidos orales del hospedero.
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2.2.2 Objetivos

2.2.2.1 Objetivo General

Desarrollar y caracterizar geles nanoestructurados a partir de sistemas coloidales de cobre y

plata, biocompatibles y con efecto antibacteriano, aplicados como protocolo de desinfeccion

alternativo en procedimientos de endodoncia regenerativa sobre modelos preclinicos in vitro-

ex vivo.

2.2.2.2 Objetivos especificos

i.  Obtener y caracterizar sistemas coloidales metalicos de cobre y plata mediante sintesis

electroquimica y sintesis asistida por microondas utilizando polimeros funcionales como
agentes estabilizadores

ii. Desarrollar y caracterizar geles poliméricos a partir de los coloides metalicos
estabilizados con PVA y PVP mediante entrelazamiento fisico.

iii. Determinar los efectos antibacterianos y citotéxicos de los soles y geles

nanoestructurados de cobre y plata mediante ensayos in vitro-ex vivo.
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CAPITULO 3

3. Metodologia

La metodologia de investigacidon consistio en la obtencion, caracterizacion y estabilizacion
de hidrosoles y coloides (también denominados soles metalicos) de plata y cobre, con el
objetivo de formar geles nanoestructurados aplicados a la evaluacién antibacteriana y
citotoxica sobre dentina radicular contaminada en modelos preclinicos in vitro-ex vivo.

3.1 Obtencion de hidrosoles y soles metalicos de plata y cobre

Se obtuvieron soles de plata y cobre en medio acuoso a partir de sintesis electroquimica
siguiendo una modificacion del modelo propuesto por Khaydarov et al., (Khaydarov et al.,
2009) (denominados Ag/Hidrosol y Cu/Hidrosol) y soles de plata y cobre mediante
calentamiento asistido por microondas siguiendo la metodologia de Zhu et al., (Zhu et al.,
2004) (denominados, Ag/sol y Cu/sol respectivamente). Los correspondientes montajes

experimentales se muestran en la Figura 2.

Fuente de
poder y
controlador

Sistema de reflujo Citodo

Reactor de
vidrio

Celda de
reduccion

Separacion
de celdas y
porta-

membrana
[0y Nl |

Mezcla

olimérica y
p Celda de
oxidacion

Sales
precursoras Distancia entre electrodos=10cm

a) b)

Figura 2. a) Sistema de calentamiento asistido por microondas para la reduccion de sales metalicas. b) Sistema

de sintesis electroquimica asistida por gradiente de concentracion.
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3.1.1 Obtencion de hidrosoles de plata y cobre mediante sintesis electroquimica asistida
por un gradiente de concentracion

Para la obtencion de Ag/Hidrosol y Cu/Hidrosol, se disend un sistema de electrolisis que
consto de dos celdas electroquimicas conectadas por una membrana permeable a iones para
producir un gradiente de concentracion entre las celdas. Cada una de las piezas se imprimio
en una impresora 3D Ender 3 V2 utilizando PVA como matriz polimérica. La celda
electroquimica de oxidacion consistié en un contenedor rectangular el cual se conectd a la
celda electroquimica de reduccién mediante un soporte movible en el cual se depositd la
membrana permeable a iones (Ver Figura 2.a). La sintesis electroquimica se realizo utilizando
una fuente de alimentacion BK-305d con una diferencia de potencial constante en corriente
directa de 20V entre dos electrodos de plata (para Ag/Hidrosol) y cobre (para Cu/Hidrosol)
respectivamente, de 85x20x4 mm. Los electrodos se lavaron con agua desionizada con
vibracion ultrasénica durante 30 minutos para eliminar residuos asperos y de suciedad.
Posteriormente se sumergieron verticalmente en 500 mL del electrolito a 10 cm de distancia.
Inicialmente se evalu6 el sistema conectando los electrodos en la celda sin membrana entre
5, 10, 15, 30 y 60 min utilizando soluciones de PVA, (0.01 mM, Sigma Aldrich, USA),
Polivinil pirrolindona (PVP 0.1mM, Sigma Aldrich, USA), Polidcido acrilico (PAA, 0.1mM,
Sigma Aldrich, USA), y Citrato de sodio (CT, 0.1%, Sigma Aldrich, USA). Se analizaron dos
tipos de membranas semipermeables a iones realizando la electrolisis durante 1y 8 h; 1.
Membrana de una composicion de Agar/Agarosa y carbon activo en diferentes proporciones
(1:0; 1:1; 1:2 y 2:1) y 2. Membrana comercial de celulosa para diélisis con peso molecular
de corte (MWCO) de 14KDa (Sigma Aldrich, USA).

Una vez establecido el medio efectivo para la obtencion de los hidrosoles, se realizo la

reduccién electroquimica bajo el gradiente de concentracion utilizando soluciones de PVA a

20



0.01, 0.05 y 0.1mM como agente estabilizante y con recirculacion de la suspension coloidal
hacia un reservorio de 500 mL durante 17 h. Los hidrosoles se guardaron en frascos ambar
para su posterior caracterizacion.

3.1.2 Obtencion de soles de plata y cobre mediante calentamiento asistido por
microondas

La sintesis asistida por microondas se llevo a cabo utilizando un horno microondas casero
modificado con desprendimiento superior conectado a un sistema de refrigeracion (Figura
2.b). Los soles se prepararon usando soluciones de AgNOs (0.01, 0.05 y 0.10 mM) y CuSO4
(0.01, 0.05 y 0.10 mM) en polietilenglicol (PEG) como agente reductor y polivinilpirrolidona
(PVP) como agente estabilizante, respectivamente. La mezcla se agitd lentamente durante 30
min y se sometid a calentamiento por microondas durante 5, 10, 15 y 20 min a maxima
potencia (800 W) conectado a un sistema de reflujo. Posteriormente, los Ag/sol y Cu/sol
obtenidos se enfriaron a temperatura ambiente y se almacenaron en recipientes de color
ambar para su posterior caracterizacion. Finalmente, después de 24 h, los coloides se
mezclaron con soluciones equimolares de PVA en agua (relacion molar 1:1 PVP:PVA).
3.1.3 Caracterizacion de los soles de plata y cobre

3.1.3.1 Caracterizacion fisicoquimica

La formacion y estabilidad de las nanoparticulas formadas se analiz6 mediante
espectroscopia ultravioleta en el rango visible UV-vis entre 700-300 nm. Ademas, la
morfologia de las nanoparticulas se analizo mediante microscopia electronica de transmision
TEM utilizando un microscopio JEM1200E JEOL, Tokio, Japon a un voltaje de aceleracion
de 200 kV. Se preparé una muestra colocando una gota de los soles e hidrosoles en etanol
sobre una rejilla de cobre recubierta de carbono de malla 200. Las propiedades reoldgicas de

los soles se evaluaron utilizando un reémetro hibrido Discovery (TA Instruments, DE, EE.
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UU.) con una geometria de placa paralela (8 mm) equipado con un sistema Peltier para
control de temperatura. Se realizé un barrido de deformacion (tiempo de inmersion 60.0 s,
1.0 Hz, deformacién 0.01-500.0%).

3.1.1.2 Evaluacion Biologica

La concentracion minima inhibidora (CMI) y la concentracion minima bactericida (CBM) de
los Ag/sol y Cu/sol obtenidos se determinaron mediante el método de microdilucion en caldo
utilizando una serie de diluciones de cada dispersion de nanoparticulas que oscilaron entre
10.787 y 0.005 ng/L.

3.2 Desarrollo de geles poliméricos a partir de los soles metalicos estabilizados con PVA
y PVP

Los geles nanoestructurados se desarrollaron siguiendo dos estrategias: 1. Mediante sintesis
directa asistida por microondas generando entrelazamiento en un solo paso con PVP
(denominados Ag/1P-gel y Cu/l1P-gel). y 2. Mediante sintesis asistida por microondas
generando entrelazamiento en dos pasos con PVP a partir de los Ag/sol y Cu/sol obtenidos
en 3.1.2 (denominados Ag/2P-gel y Cu/2P-gel). Para cada método se prepararon los
correspondientes blancos, utilizando la misma formulacion sin el uso de sales metalicas. Se
denominaron Blanco/1P-gel y Blanco/2P-gel.

3.2.1 Sintesis de los geles nanoestructurados mediante entrelazamiento en un solo paso
con PVP

Los Ag/1P-gel y Cu/1P-gel se desarrollaron utilizando soluciones de AgNO3; y CuSO4 como
precursores metalicos en PEG, mezclando diferentes relaciones molares de PVP:PVA;
1.0:0.3 (0.3-Ag/1P-gel), 1.0:0.5 (0.5-Ag/1P-gel) y 1.0:1.0 (1.0-Ag/1P-gel) para los geles de
plata y 1.0:0.3 (0.3-Cu/1P-gel), 1.0:0.5 (0.5-Cu/1P-gel) y 1.0:1.0 (1.0-Cu/1P-gel) para los

geles de cobre respectivamente. Inicialmente se disolvid la correspondiente sal metélica en
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PEG para obtener soluciones a 1.0 mM. Posteriormente, se adicioné PVP y PVA y se agit6
lentamente durante 4 h mediante un agitador magnético manteniendo un calentamiento a 60
°C hasta la disolucion completa de los polimeros. Finalmente, la mezcla se sometio a
calentamiento asistido por microondas durante 20 min a maxima potencia (800 W) utilizando
un microondas casero adaptado con un sistema de recirculacion de agua (Figura 2.b). Los
geles se vertieron en un molde y se gelificaron a temperatura ambiente. Para su
caracterizacion, los Ag/1P-gel y Cu/1P-gel se congelaron a -70 °C durante 24 h y luego se
liofilizaron durante 24 h.

3.2.2 Sintesis de los geles nanoestructurados mediante entrelazamiento en dos pasos con
PVP

En la sintesis de dos pasos, los soles previamente obtenidos en 3.1.2. se utilizaron como
material nanoestructurado de partida para formar los geles, mediante mezclas con soluciones
de PVA en agua utilizando una relacion PVP:PVA de 1.0:0.5 con ambos precursores
metalicos plata (0.5-Ag/2P-gel) y cobre (0.5-Cu/2P-gel) respectivamente. Las mezclas se
calentaron nuevamente en el microondas durante 20 min. Finalmente, todos los geles se
congelaron a -70 °C durante 24 h y luego se liofilizaron durante 24 h.

3.2.3 Caracterizacion de los geles obtenidos

3.2.3.1 Caracterizacion fisicoquimica

La morfologia y tamafio de las NPs dentro de los geles se analiz6 mediante microscopia
electronica de transmision, TEM utilizando en un microscopio JEM1200E (JEOL, Tokio,
Japén) a un voltaje de aceleracion de 200 kV. Para ello los geles fueron disueltos y

depositados sobre una rejilla de cobre recubierta de carbono de malla 200.
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Por otro lado, los geles nanoestructurados se analizaron mediante el método de la bolsa de té
(T-bag por su nombre en inglés) en agua desionizada a pH neutro, 37 °C y diferentes
intervalos de tiempo entre 0 y 96 h para determinar su capacidad de disolucion [17].

Al igual que el analisis de los soles, las propiedades reoldgicas se analizaron utilizando un
redmetro hibrido Discovery, TA Instruments, con una geometria de placa paralela (8 mm)
equipado con un sistema Peltier para control de temperatura. El estudio de la morfologia y
rugosidad de la superficie de los geles liofilizados se realiz6 mediante microscopia
electrénica de barrido SEM/EDS utilizando un JEOL JSM 6010 PLUS/LA, Tokio, Japén con
un aumento de 5000x operando en el modo de imagenes de electrones secundarios y de alto
vacio a un voltaje de aceleracion de 5-20 kV y mediante microscopia de fuerza atdémica AFM,
utilizando un AFM-AIST-NT Smart SPM-1000, CA, USA con puntas de AIB (Aluminio
backside) con una frecuencia de 160 kHz para semicontacto a temperatura ambiente, con una
resolucion de imagen de 25.0 X 25.0 pm, 15.0 x 15.0 pm y 3.0 X 3.0 um y con una velocidad
de escaneo entre 0.1-1.0 Hz. Las imagenes obtenidas se procesaron utilizando el software
Gwyddion 2.45 con una resolucion de 500 x 500 pixeles mediante la técnica de analisis de
grano y Mark by Watershed. Adicionalmente, se determiné el diametro promedio de los
agregados, a partir de imagenes de fase duplicadas desde la misma ubicacion de las imagenes
AFM.

Ademas, los geles se analizaron mediante espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier, FTIR-ATR, utilizando un espectrometro IR SPECTRUM TWO acoplado a ATR y
analisis Raman utilizando un microscopio confocal de alta resolucion LabRamHR Evolution
Horiba Jobin Yvon con una fuente de excitacion de linea laser Edge de 633 nm a una potencia
de 13.3 mW para confirmar los grupos funcionales de los polimeros que conforman los geles.

3.2.3.2 Evaluacion Biologica
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La evaluacion bioldgica de los geles abarcé el estudio de efectos antibacterianos y citotoxicos
in vitro

3.2.3.2.1 Estudio antibacteriano in vitro: La concentracion final de las nanoparticulas
dentro de los geles nanoestructurados en uno y dos pasos se basé en la MIC y MBC de los
Ag/sol y Cu/sol como referencia. Con ello, se evalud la actividad antibacteriana de los geles
de forma cualitativa y cuantitativa mediante el método de difusion en agar en placas de agar
Muller Hilton (MHA) y mediante cinética de crecimiento segun el protocolo de Jaramillo et
al., (Jaramillo et al., 2019). Todos los experimentos y controles se realizaron por triplicado.
Para comparar las actividades antibacterianas de los diferentes nanomateriales, se realizé una
prueba ANOVA multifactorial (p<0.05) seguida de las pruebas de comparacion multiple de
Tukey.

Se utilizé una cepa clinica de E. faecalis UDEC 6.1 aislada de una infeccion endodontica
persistente obtenida mediante muestreo endoddntico con previa autorizacion del paciente
siguiendo el protocolo aprobado por el Comité de Etica Cientifica C.1.Y.B. N° 15/04 y la cual
fue identificada mediante secuenciacion de ADNr 16S. Las cepas se cultivaron en caldo
tripticasa de soja (TSA) (Oxoid, Reino Unido) y se incubaron en condiciones aerobicas
durante 24 h a 37 °C. Posteriormente, se selecciond una colonia aislada y se incub6 en un
medio de infusidon cerebro-corazén (BHI) (Oxoid, Reino Unido), a 37 °C durante 24 h.
Después de eso, la turbidez del indculo se ajusté con medio BHI a 0.5 McFarland usando un
turbidimetro Oxoid (Fisher Scientific Company, Canada). Finalmente, el indculo con
aproximadamente 1x10% UFC/mL se diluyé a 1:10 para obtener una concentracion final de
indculo de 10’ UFC/mL, como concentracion bacteriana de partida.

Para la prueba de difusion en agar en placas de MHA, se inocularon con los in6culos de E.

faecalis ya preparados, luego se colocaron en la superficie los geles nanoestructurados junto
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con los blancos respectivos con 5 mm de didmetro. Finalmente, las placas se incubaron a
37°C durante 24 h para observar las zonas de inhibicion de las muestras de geles. Por otro
lado, el método de la cinética de crecimiento consistid en pruebas cuantitativas en una placa
de 96 pocillos en los cuales se depositaron cada uno de los geles por triplicado. En este caso
se utilizaron 20 pL de cada gel en contacto directo con 10 uL de la diluciéon bacteriana de
partida y se incubaron a 37 °C durante 60 y 120 min. Para el recuento de UFC, se diluyo6 en
serie 4 veces con agua esterilizada y seguido a ello se depositaron 20 pL en placas de agar
estériles y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Luego se contaron las colonias visualmente
con un contador de colonias.

3.2.3.2.2 Estudio antibacteriano ex vivo: Se evalud la viabilidad de las células conformadas
en un modelo de biopelicula bacteriana multiespecie madura de 21 dias en contacto con los
geles de mejor rendimiento antibacteriano segun los analisis cuantitativos, durante 1 h, 24 h
y 168 h. Se tomaron como controles soluciones de NaOCl al 5% durante 1 h y Ca(OH)>
(UltraCal ® XS) durante 168 h. Las biopeliculas se lavaron con PBS, se tifieron con el kit
LIVE/DEAD BacLight y se analizaron utilizando SP8 LIGHTNING (Leica Microsystems
CMS GmbH, Mannheim, Alemania). La capacidad antibacteriana se evalué mediante el
volumen de biomasa total, viable y no viable, indicando el porcentaje de células muertas. El
analisis estadistico empled ANOVA con el método de Tukey (p<0.05) utilizando el software
GraphPad Prism 6.0.

3.2.3.2.3 Estudio de citotoxicidad in vitro: Se obtuvieron células del ligamento periodontal
humano (HPDL) a partir de tejido gingival sano asociado a un tercer molar no erupcionado
de 3 donantes diferentes entre 18 y 25 afios de edad con indicacion de exodoncia previo a
consentimiento informado (CEC-SSC: 20-10-55), en el servicio de urgencia de Facultad de

Odontologia de la Universidad de Concepcion. Las células sembraron por duplicado en
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placas de 100 mm, para establecer el cultivo en medio esencial minimo (MEM, HyClone)
suplementado con suero bovino fetal al 5% (HyClone), GlutaMax. (Gibco, Life
Technologies), 100 UI/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina (Gibco, Life
Technologies) y 0.25 pg/mL de anfotericina B (Gibco, Life Technologies) y se incubaron a
37 °C con 5% de CO; en una incubadora con control de humedad durante 30 dias. El medio
de cultivo se cambi6 cada 3 dias y el sobrenadante se sembr6 en placas de 100 mm para
establecer el cultivo. La confluencia celular y/o la posible contaminacién se controlaron cada
2-3 dias bajo el microscopio Optico antes de los experimentos. Para los experimentos de
proliferacion y muerte celular, 3 dias antes del experimento, se sembraron células con no mas
de 5 pases en placas de 96 pocillos con 3.000 células por pocillo. La proliferacion, la
viabilidad y la morfologia celular se cuantificaron por triplicado utilizando microscopia de
células vivas en tiempo real con el sistema de analisis de células vivas IncuCyte®S3 (Essen
BioScience, Alemania) con un objetivo de 10x. La muerte celular se cuantifico utilizando la
sonda impermeable para c€lulas vivas Sytox Green (30 nM, Molecular Probes), que tifie los
nucleos de las células muertas. Los datos se registraron cada 3 h una vez que se inicio el
cultivo hasta el dia 3 y se analizaron con el software de andlisis célula por célula IncuCyte®
(Essen BioScience, Alemania). Se utilizd la prueba de andlisis de varianza con
comparaciones multiples (método de Tukey) (p<0.05). Los datos se analizaron utilizando

GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Inc., InStat®, CA, EE. UU.).
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CAPITULO 4

4. Resultados

El éxito de la formacion de los Ag/Hidrosol, Cu/Hidrosol, Ag/sol y Cu/sol se verifico
mediante inspeccion visual inicial checando el cambio de color de las soluciones de partida
desde incoloras a suspensiones de color amarillo intenso y marrén oscuro, respectivamente.
También se presentd cambio de color en todos los geles desarrollados. En el caso de los
controles realizados sin la presencia de las nanoparticulas no se presentd cambio en la
coloracion, por lo tanto, se obtuvieron geles de color blanco.

4.1 Obtencion de hidrosoles de plata y cobre mediante sintesis electroquimica

4.1.1 Hidrosoles de plata y cobre (Ag/Hidrosol y Cu/Hidrosol)

Se utiliz6 espectroscopia UV-vis inicialmente para monitorear la formacion de las
nanoparticulas de plata manteniendo la electrolisis durante diferentes periodos de tiempo ya
que la plata en escala nanométrica muestra una fuerte absorcion en el espectro UV-vis, asi
que la radiacion en este rango del espectro genera una oscilacion colectiva de los electrones
conductores conocida como resonancia de plasmoén superficial (SPR), y depende en gran
medida del tamafio y la forma de las nanoparticulas (Liaqat et al., 2022). En la Figura 3 y
Figura 4. se muestran los espectros de absorcion Uv-vis de los Ag/Hidrosol en PVA, PVP,
PAA y CT obtenidos inicialmente en la celda de concentracion variable sin el uso de
membrana durante 5 min, 10 min, 15 min, 30 min y 60 min evaluados el primer dia y cuatro
dias después de la sintesis, respectivamente. Se observéd un leve cambio de color solo en las

dispersiones en PVA tras 15 min de electrolisis, lo que sugirio la formacion de NPs.
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Figura 3. Espectro de absorcion Uv-vis de los Ag/hidrosol en a) PVA, b) PVP, ¢c) PAA y d) CT obtenidos
mediante sintesis electroquimica en celda de concentracion variable sin membrana evaluados a 5 min, 10 min,
15 min, 30 min y 60 min.

Sin embargo, los espectros Uv-vis no mostraron ninguna sefal caracteristica SPR. Esto no
quiere decir que no se hayan formado nanoparticulas metalicas, este fendmeno se presento
debido a que su senal SPR también esta directamente relacionada con la concentracion de las
particulas en el medio (Liaqat et al., 2022; Prosposito et al., 2020; Rudra, 2013; Zein et al.,
2022). Por lo tanto, este hecho no compromete la capacidad reductora de estos polimeros,
solo indica que la reduccion de iones plata utilizando el método poliol con los medios
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poliméricos utilizados en este estudio y a temperatura ambiente conlleva largos periodos de
tiempo. Esto se corrobord con los espectros evaluados cuatro dias después ya que, en ellos
se evidenciaron sefiales SPR alrededor de 431 nm para PVA, PVP y CT como medio
electrolitico. Algunos autores como Longenberger et al., requirieron hasta 28 dias para
obtener AgNPs en una solucion acuosa de PEG a temperatura ambiente (Longenberger &
Mills, 1995). Los largos tiempos de sintesis de nanoparticulas utilizando este método
electroquimico compromete grandemente las posibilidades de escalamiento del método
desarrollado, sin embargo, ofrece una estabilidad en el tiempo significativa (sin
precipitacion) y gran pureza de los coloides obtenidos (sin productos residuales en
suspension). Asi, se evidencid que entre mayor el tiempo de sintesis electroquimica y
estabilizacion a temperatura ambiente, la concentracion de los hidrosoles fue mayor,

mostrando senal SPR (Figura 4).
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Figura 4. Espectro de absorcion Uv-vis de los Ag/hidrosoles 4 dias después de la sintesis en PVA a) 0.10 mM,

b) 0.05 mM y ¢) 0.01 mM obtenidos mediante sintesis electroquimica en celda de concentracion variable sin

membrana evaluados a 5 min, 10 min, 15 min, 30 min y 60 min.

En nuestro estudio, la reduccion catddica a voltaje constante (20V) de los iones Ag”

provenientes del anodo se llevd a cabo en las proximidades del catodo y se vio guiada por las
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interacciones con los electrones libres del oxigeno presente en los grupos hidroxilo (OH-) de
las cadenas moleculares del PVA.

En el caso de la PVP, las interacciones se presentaron debido al desplazamiento del par de
electrones del atomo de nitrogeno adyacente en el anillo de la pirrolidona hacia el oxigeno
del grupo carbonilo (COO-) de la PVP formando una carga parcial negativa en el atomo de
oxigeno y una positiva en el atomo de nitrogeno. El mecanismo de reaccion se gener6 gracias
a la formacion del complejo Ag™-O a partir del cual se llevo a cabo la reduccion quimica en
el que los iones plata reciben electrones provenientes del anodo para dar paso a la formacion
de AgNPs recubiertas con PVP (Figura 5) (Neto et al., 2023; C. Wu et al., 2010).

El éxito de la formacion de las NPs no solo radica en la reduccion de los iones metélicos, ya
que los pasos subsiguientes a ello consisten en la nucleacion de los atomos y el crecimiento
de las particulas (Thanh et al., 2014) Si las condiciones del medio no favorecen estos
fenomenos, las NPs no se formaran o se formaran conglomerados de mayor tamafio debido
a un crecimiento excesivo provocado por la alta reactividad superficial de las
nanoestructuras. El uso de PVA y PVP como agentes estabilizantes generd un efecto estérico
entre las particulas mejorando la estabilidad de los coloides. Por lo tanto, el PVA y PVP
juegan un rol importante en la reduccion y estabilizacion de las AgNPs desarrolladas

mediante electrolisis proyectandose como excelentes medios electroliticos.
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Figura 5. Esquema del mecanismo de obtencion de Ag/Hidrosol con a) PVA 'y b) PVP.

En el caso de CT, aunque también se observé sefial SPR y cambio de coloracidn, la ausencia
de agentes estabilizantes en el medio conllevé a una formacion de conglomerados y
precipitacion, por lo tanto, fue descartado en el plan experimental. Por su parte, el PAA es un
poliacido débil, el cual tiene la capacidad de desprotonarse en COO™ y H™ de acuerdo con el
pH de la solucion. Debido a que requiere estimulos quimicos como cambio de pH para que
sus grupos carboxilicos se ionicen y sean capaces de donar o aceptar protones, hace que la
reduccién de iones plata sea mas compleja (Kyrychenko et al., 2017; Wisniewska et al.,
2014). La electrdlisis se llevé a cabo a pH 1.10 (que corresponde a una concentracion de PAA
de 0.1 mM), lo que conllevo a que los grupos funcionales de las cadenas poliméricas del PAA

estuvieran predominantemente no disociados. La Figura 3.c, muestra el espectro de absorcion
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del sistema electrolitico utilizando PAA, en la cual se no se aprecia sefial SPR. La adicion de
algun otro agente reductor o modificador de pH implicaria la adicion de iones adicionales al
sistema, los cuales comprometen la pureza de los Ag/Hidrosol propuestos, por lo tanto, se

descart6 igualmente al PAA del plan experimental como medio electrolitico.
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Figura 6. Espectro de absorcion Uv-vis de los Ag/hidrosoles obtenidos mediante sintesis electroquimica en
celda de concentracion variable en agua desionizada durante 1 y 8 h utilizando membrana de
Agar/Agarosa:carbon activo a una relacion p/p de a) 1:0, b) sin membrana, c) 1:1, d) 1:2, e) 2:1. Espectro de
absorcion Uv-vis de los Ag/hidrosoles obtenidos mediante sintesis electroquimica en celda de concentracion
variable en solucion de PVA a 0.10 mM utilizando membrana de Agar/Agarosa:carbon activo a una relacion p/p
de 1:0 y membrana comercial de celulosa durante 26 y 17 h respectivamente evaluado en el tiempo; f) dia 1, g)
dia 2000.

Por otro lado, con el objetivo de formar una celda de concentracion variable, el sistema
electrolitico se dividid6 en dos celdas (dnodo y catodo) separadas por una membrana
inicialmente hecha con Agar/Agarosa:carbon activo con diferentes relaciones p/p y asi
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fomentar la conductividad i6nica a través de ella (Figura 2.b). Bajo esta configuracion se
gener6 un gradiente de concentracion de iones plata entre las dos celdas, lo que conllevé a
que se acortaran los tiempos de obtencion de las AgNPs.

La Figura 6.a muestra la evaluacion del tiempo de reaccion del sistema electrolitico
utilizando solo la membrana de Agar/Agarosa. Se observd que la banda plasmonica
caracteristica de las AgNPs aparecio a 390 nm para un tiempo de electrolisis de 1 hora. Al
trascurrir 8 h de reaccidon se observaron tanto un cambio batocromico como un
ensanchamiento de la banda de plasmoén, lo que podria atribuirse al crecimiento y agregacion
de las AgNPs (Boughbina-Portolés et al., 2021). Sin embargo, tras solo 1 hora de reaccion se
logré la obtencion de estas nanoestructuras, acortando el tiempo de reaccion en comparacion
con la electrdlisis sin gradiente de concentracion. No obstante, la adicion de carbon activo en
la membrana bajo cualquier relacion analizada, impidio el transporte efectivo de iones plata
a través de ella (Figura 6.b,c,d,e). Por otro lado, al usar una membrana comercial de celulosa
durante 17 h se encontraron los mismos resultados que al utilizar la membrana de
Agar/Agarosa para 26 h de reaccion. La mezcla de polisacaridos a base de agarosas
(moléculas neutras) y agaropectinas (moléculas cargadas eléctricamente) que componen esta
membrana forman excelentes geles que se caracterizan por tener gran capacidad de difusion,
alta resistencia y baja electro-endosmosis (Guo et al., 1998). Sin embargo, la formacion del
gel constituyd una estructura mas densa que retrasdé la conduccion de iones desde el
compartimiento anddico al catddico. Por ende, para la obtenciéon de los Ag/Hidrosol y
Cu/Hidrosol se establecié un tiempo de 17 h con el uso de PVA como medio polimérico y el

uso de la membrana de celulosa como sistema de reaccion.
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Figura 7. Ag/Hidrosol obtenidos mediante sintesis electroquimica en celda de concentracion variable en PVA
a 0.01 mM, 0.05 mM y 0.10 mM utilizando membrana comercial de celulosa durante 17 h; a) Espectro de
absorcion Uv-vis, b) Analisis DLS, ¢) Potencial zeta, d) Imagenes TEM, e) Patron de Difraccion de Area Selecta

(SAED), f) Reconstruccion 3D de la celda unitaria FCC caracteristica de la plata.

Utilizando este sistema ya establecido, se evalud la variacion de la concentracion del PVA,
la cual no influy6 significativamente en la formacion de los hidrosoles. En la Figura 7y 8 se
muestran los espectros UV-vis, analisis DLS y TEM de los Ag/Hidrosol y Cu/Hidrosol. La
Figura 7.a, se observa el espectro UV-vis de los Ag/Hidrosoles en PVA a 0.01 mM, 0.05 mM
y 0.10 mM, donde se aprecia el pico maximo de absorcion a 420 nm, 421 nm y 425 nm
respectivamente, caracteristico de la vibracion SPR de las AgNPs. Un leve corrimiento
batocromico se presento para los Ag/Hidrosoles en PVA de mayor concentracion. Esto se vio
reflejado en los analisis DLS (Figura 7.b), donde se observd una distribucion de tamafio
monomodal con un didmetro hidrodindmico promedio (Dn) de 86.38 + 1.67 nm. Un Dy

mayor puede deberse a que el tamafio de particula medido por DLS no solo expresa el tamafio
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de la nanoparticula, también toma en cuenta las moléculas de PVA que en este caso rodean o
estan ligeramente unidas o adsorbidas en la superficie de la particula (Rabanel et al., 2014),
por ende, una mayor concentracion de moléculas de PVA en el medio represent6 cambios en
la velocidad del movimiento browniano de las AgNPs y por lo tanto cambios en la intensidad
de luz dispersada. En el caso de los Ag/Hidrosol en PVA a menores concentraciones se
evidenci6 una distribucion bimodal, con tamafios promedio de 82.66 + 1.05 nm y 12.23 +
1.17 nm (para PVA 0.01 mM) y 112.1 £4.33 nmy 12.66 + 1.34 nm (para PVA 0.05 mM). En
el caso de los Cu/Hidrosol no se evidenciaron corrimientos hacia azul o rojo (Figura 8.a),
sugiriendo que las nanoparticulas presentan una distribucion de tamano estable y uniforme
sin efecto del incremento de la concentracion del PVA como medio electrolitico. Sin
embargo, el empleo de este polimero en la sintesis electroquimica de los Cu/Hidrosol
presentd un impacto significativo en el proceso y las propiedades de las nanoparticulas
resultantes. Ya que al actuar como agente estabilizador y matriz para las nanoparticulas de
cobre durante la sintesis influyo en la velocidad de reduccion de los iones de cobre y en la
nucleacion de las particulas al modificar las propiedades del medio de reaccion, como la
viscosidad. Ademas de rodear o complejar los iones metalicos. Esto se vio reflejado el
espectro UV-vis donde se aprecia el pico maximo de absorcion alrededor de 680 nm (Figura
8.a), caracteristico del SPR de CuNPs. Se ha evidenciado que en el caso de CuNPs con
tamafios inferiores a 4 nm, se espera que el pico de SPR aparezca alrededor de 575 nm. Sin
embargo, cuando el tamafio de las particulas es mayor, el pico de SPR tiende a volverse mas
amplio y se desplaza hacia longitudes de onda mas largas, es decir, hacia el extremo rojo del
espectro visible con valores de vibracion de SPR hasta 700 nm. Algunos estudios han
encontrado que para CuNPs de aproximadamente 8 nm de tamano, obtenidas mediante

reduccion quimica, el pico de SPR se ubica alrededor de 585 nm. En contraste, para particulas
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de mayor tamafio, alrededor de 50 nm, obtenidas mediante sintesis electroquimica utilizando
electrodos de cobre y grafito, se han reportado valores de SPR de alrededor de 566 nm. El
efecto del PVA sobre la formacion de los Cu/Hidrosol también se vio reflejado mediante los
analisis DLS (Figura 8.b), donde se observé una distribucion de tamafio bimodal con un Du
de 81.60 = 3.10 nm y 17.87 + 0.70 para los hidrosoles en PVA a 0.01 mM, 81.60 + 3.10 nm

y 17.87+0.70 nm (para PVA 0.05 mM) y 69.98 £+ 7.20 nm y 13.12 + 1.13 nm (para PVA 0.10

mM) respectivamente.
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Figura 8. Cu/Hidrosol obtenidos mediante sintesis electroquimica en celda de concentracion variable en PVA
a 0.01 mM, 0.05 mM y 0.10 mM utilizando membrana comercial de celulosa durante 17 h; a) Espectro de
absorcion Uv-vis, b) Anélisis DLS, ¢) Potencial zeta, d) Imagenes TEM, e) Patron de Difraccion de Area Selecta

(SAED), f) Reconstruccion 3D de la celda unitaria FCC caracteristica de la plata.
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No obstante, algunos autores afirman que el Dy medido con DLS es mayor que el diametro
medido con un microscopio electronico de transmision (TEM), por lo tanto, el aumento del
Dn es consistente con la explicacion tedrica del espesor de una o varias capas de moléculas
poliméricas sobre la nanoparticula. Ya que el Dy se mide en el plano de corte entre la
superficie externa de la particula y el medio circundante que en nuestro caso es la solucién
de PVA, la posicion de este plano de corte depende de la capa polimérica externa, con lo que
se deduce que en cuanto mayor sea esta capa (0 en cuanto mas agregacion de particulas haya),
mayor sera la distancia desde la superficie hacia la soluciéon de PVA, generando un elevado
Du y potencial z. En la Figura 7.c y Figura 8.c, se aprecia que el incremento en la
concentracion de PVA en el medio no altera significativamente los valores de potencial z para
ambos hidrosoles, con valores de: -4.6 + 2.28, -8.10 + 2.20 y -4.3 £ 0.35 mV para los
Ag/Hidrosol en 0.01 mM, 0.05 mM y 0.10 mM de PVA respectivamente, y 1.86 = 0.54, -8.70
+ 1.34 y -5.18 = 1.15 mV para los Cu/Hidrosol en 0.01 mM, 0.05 mM y 0.10 mM de PVA
respectivamente, lo que revela una carga superficial negativa y una puntuacion de estabilidad
baja ya que segun algunos autores la estabilidad para los coloides se logra a valores superiores
a [30] mV (Vazquez-Mufioz et al., 2019). Sin embargo, tanto los Ag/Hidrosol como los
Cu/Hidrosol no presentaron precipitacion inclusive tras varios procesos de centrifugacion.

Por otro lado, la morfologia encontrada para las nanoparticulas que conforman los Hidrosol
analizada por TEM se muestra en la Figura 7.d-f'y Figura 8.d-f. En el caso de los Ag/Hidrosol,
se obtuvieron particulas redondas con tamafios promedio inferiores a los previstos con DLS,
con valores de 9.59 + 6.85 nm, 16.03 = 5.90 y 15.06 + 7.12 nm, respectivamente para 0.01
mM, 0.05 mM y 0.10 mM de PVA. El patrén de difraccion de area selecta (SAED) mostro
un espaciado d de 2.41,2.09, 1.48, 1.26 y 0.93 A, correspondiente a los planos Akl {111, 200,

220, 311, y 420}, respectivamente (Figura 7.g), segln la tarjeta de base de datos abierta de
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cristalografia (Crystallography Open Database, COD segun sus siglas en inglés) de la plata
expediente No. 9013053.cif. Segiin estos datos y los parametros de red resultado de la
reconstruccion 3D, se confirmd una estructura cristalina cubica centrada en la cara (FCC)
con un grupo espacial de Fm-3m (parametro de celda unitaria calculado a=4,1720 A) (Figura
7.h). En el caso de los Cu/Hidrosol la Figura 8.g muestra el patron SAED, en el cual se
observan 7 anillos de difraccion distintos con sus valores de espaciado interplanar
correspondientes d de 2.06, 1.93, 1.26, 1.13, 1.00, 0.93 y 0.77 A correspondiente a los planos
hkl {111, 200, 220, 311, y 222,400 y 422}, respectivamente. Estos valores estan de acuerdo
con los de una celda FCC para el cobre (segun el COD del cobre expediente No. 4313211.cif,
con un Fm-3m, a=b=c=3.953 A, Figura 8.h).

4.2 Obtencion de soles de plata y cobre mediante calentamiento asistido por microondas
(Ag/sol y Cu/sol)

La combinacion del método de sintesis basado en el calentamiento asistido por microondas
con el método de sintesis por poliol utilizando PEG como agente reductor y PVP como agente
estabilizante, ofrecié una manera rapida y facil de generar soles de plata altamente estables.
Las mediciones realizadas por TEM, UV-Vis y DLS verificaron la sintesis exitosa de todas
las muestras de Ag/sol desarrolladas (Figura 9. a-h). La Figura 9.a-c, muestran las imagenes
TEM de los Ag/sol utilizando soluciones de PVP a 0.10 mM, 0.08 mM y 0.05 mM. Las
AgNPs obtenidas muestran una distribucion de tamano monodispersa con un diametro

promedio de 11.12 = 1.78 nm, 11.65 + 3.51 nm y 9.82 &+ 2.41 nm, respectivamente.
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Figura 9. Ag/soles obtenidos mediante sintesis asistida por microondas; Imagenes TEM de los soles de plata
en PVP a a) 0.10 mM, b) 0.08 mM y c) 0.05 mM. Iméagenes HR-TEM de las nanoparticulas de plata esféricas
individuales d) Espaciado de red, e) Patron de difraccion de electrones del area seleccionada, f) Espectro de
absorcion Uv-vis de los Ag/sol a [0.1 mM] obtenidos mediante calentamiento durante 1 min, 5 min, 10 min, 15
min y 20 min, g) Espectro de absorcion Uv-vis de los Ag/sol a diferentes concentraciones y h) Analisis DLS.

La imagen HR-TEM en la Figura 9.d muestra que estas nanoparticulas son cristalinas con
superficies facetadas con una morfologia esférica y algunas ligeramente elipticas, con una
distancia interplanar d de 0.21 y 0.25 nm correspondiente a los planos Akl {200 y 111},
respectivamente. El patron SAED indexado con puntos brillantes de los Ag/soles también
indicaron la naturaleza cristalina de las AgNPs, con franjas con anillos circulares brillantes
correspondientes a los planos 4kl {111, 200, 311 y 222} con d=2.35,2.03, 1.23 y 1.18 nm,
respectivamente (Figura 9.e), segiin la COD de la plata expediente No. 9012961 .cif. Segin
estos datos y los parametros de red resultado de la reconstruccion 3D (Figura 10), se confirm6
una estructura cristalina cubica centrada en la cara (FCC) con un grupo espacial de Fm-3m

(parametro de celda unitaria calculado a = 4.0772 A).
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Por otro lado, el tiempo de calentamiento con microondas se analiz6 mediante espectroscopia
UV-vis (Figura 9. f). Se observo un incremento de la intensidad de la sefial SPR de los Ag/sol
obtenidos con el incremento del tiempo de calentamiento, con un pico maximo a 410 nm, sin
ensanchamiento ni corrimiento de la banda, lo que indic6 una alta estabilidad e incremento
de la concentracion de los coloides. Sin embargo, durante la irradiacién con microondas, la
PVP se descompone produciendo cadenas poliméricas mas cortas que reducen la funcion de
proteccion en la superficie de las AgNPs (Soltani et al., 2012). Fue por esto que, al aumentar
la duracién del calentamiento, el color de los Ag/soles cambié de amarillo pardusco a
amarillo oscuro, debido a la degradacion del polimero y al crecimiento de las AgNPs.
Algunos investigadores encontraron que tiempos de calentamiento superiores a 20 min (~35-
40 min) comprometen la estabilidad y tamafio de las AgNPs (Ozkar & Finke, 2017). Por lo
tanto, se establecido como tiempo de calentamiento 20 min y a partir de ello se generaron
Ag/sol con distinta concentracion a partir de diversas soluciones de AgNO3. Al incrementar
la concentracion del AgNOs de igual manera dio como resultado una solucion coloreada, de
amarillo parduzco a marrén. El espectro UV-vis y el andlisis DLS (Figura 9.g y h) mostraron
un incremento de la intensidad de la sefial SPR y un leve corrimiento hipsocromico. El Dy
de las particulas medido con DLS arrojé valores mayores con respecto a lo analizado con
TEM, con una distribucion bimodal con tamanos promedio de 87.14 = 11.78 nm y 8.27 +
1.85 nm (para Ag/sol de 0.05 mM), 89.96 + 6.06 nm y 5.23 + 0.37 nm (para Ag/sol de 0.08

mM)y 77.32 £4.98 nmy 9.20 + 1.79 nm (para Ag/sol de 0.10 mM).
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Figura 10. Reconstruccion 3D de la celda unitaria FCC caracteristica de la plata para los Ag/sol.

En comparacion con Ag/Hidrosol obtenidos en la seccién 4.1.1, los Ag/sol presentaron mayor
estabilidad, menor tamafio de particula y la posibilidad de obtener soles de concentracion
conocida y de manera mas rapida. La rapidez y éxito de la obtencion de los Ag/sol se debe
principalmente al uso tecnoldgico del calentamiento asistido por las ondas microondas. Estas
ondas hacen parte del espectro electromagnético con ondas de energia eléctrica y magnética,
con frecuencias que oscilan entre 300 MHz y 30 GHz, y por ende representan una alternativa
rapida y facil con altas tasas de calentamiento y eficiencia térmica (X. Liu et al., 2018). El
componente eléctrico de la radiacion por microondas es el responsable de generar el
calentamiento mediante dos mecanismos principales: (i) polarizacion dipolar o rotacidon
dipolar de las moléculas polares que intentan alinearse sobre si mismas a medida que el
campo eléctrico oscila, transfiriendo energia por friccion molecular y (i1) conduccion i6nica
de los iones que en presencia del campo eléctrico de la radiacion se orientan similar a lo que
pasa con la rotacion dipolar. Este tipo de calentamiento es benéfico para la formacion de NPs
ya que es homogéneo y contante, lo que hace que los soles presenten alta homogeneidad y

estabilidad.
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Ademas, el proceso de formacion de los Ag/sol también se vio influenciado por la eficacia
del método de sintesis por poliol, en el cual el alcohol usado como solvente también actua
como agente reductor. Asi, el mecanismo de obtencion de los Ag/sol se dividid en tres etapas,
descritas a continuacion: i) la primera etapa comprendio la disociacion del AgNOs3 en iones
Ag"yNOs (Ec.1). La presencia del PEG en este sistema restringio el movimiento de rotacion
de estos iones de plata, por lo tanto, los inmovilizé mientras en la siguiente etapa los redujo.
11) en esta segunda etapa, el PEG se descompuso térmicamente generando moléculas de
acetaldehido (CH3CHO) de acuerdo con el mecanismo de Whitmore (Ec. 2) (Smith, 2002),
en el cual se produjo un reordenamiento de tipo pinacol. De acuerdo con este mecanismo, los
grupos hidroxilo (-OH) del PEG tienden a protonarse para dar paso a la formacion de H,O
como grupo saliente (deshidratacion o eliminacion El) y formacion de un carbocation. La
estabilidad de este carbocation es corta y tiende a reorganizarse para dar una nueva especie
cationica estabilizada por resonancia con el doble enlace C=0O formando moléculas de
acetaldehido cuyos grupos aldehido (—-CHO) tienen una fuerte propiedad reductora (Smith,

2002). El esquema del mecanismo se resume en la Figura 11.
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AgNO; — Ag* + NOj3 Ec. 1

2HOCH,CH,0H — 2CH3CHO + 2H,0 Ec.2

Ag* + CH3;CHO + H,0 - CH3;COOH + Ag° + 2H" Ec. 3

En el proceso, los iones Ag" en medio acuoso forman 6xidos de plata, Ag>O que actiian como
agentes oxidantes fuertes para oxidar el grupo aldehido del acetaldehido. El ataque
nucleofilico del Ag>O al carbono nucle6filo formd una especie intermedia transitoria que se
reorganizé perdiendo dos electrones durante la reaccion, formando atomos de Ag® (AgNPs)
y moléculas de acido acético Ec. 3. La presencia de la PVP también influy6 tanto en la
reduccién como en la estabilizacion de los atomos de plata formados.

Por otro lado, se registraron los espectros de absorcion UV-Vis para los Cu/sol en diferentes
concentraciones del CuSO4 como precursor metalico (Figura 12). No hay absorcion de SPR
presente alrededor de 500-700 nm caracteristico de CuNPs. Sin embargo, después de los 20
min de irradiacion las soluciones que inicialmente eran de color azul tomaron una coloracién
marron oscuro, y se puede apreciar un hombro de absorcion aproximadamente a 248 nm que
corresponden a las bandas de SPR caracteristicos de CuONPs (Santhosh et al., 2023) las
cuales incrementan su sefal en intensidad con el incremento de la concentracion de la sal de
cobre precursora. No hay ningiin corrimiento del pico de absorcion con el incremento de la
concentracion, lo que significa que el tamafo de las NPs formadas es homogéneo.

Se propone el siguiente mecanismo como proceso de formacion de las NPs: Inicialmente la
reaccion entre los iones de cobre y el acetaldehido resulta en complejos de cobre-acetaldehido
bajo interacciones de coordinacioén, donde el cobre coordina con el oxigeno del grupo
carbonilo del acetaldehido. Luego, estos complejos se transforman en Cu(OH), y de Cu,O

como intermediario para la formacién de CuONPs. Sin embargo, nanoparticulas de 6xido de
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cobre se ven favorecidas por la presencia de agua en el medio debido a la deshidratacion del

PEG.

— 0.10-Cu/sol
—— 0.08-Cu/sol

248 —— 0.05-Cu/sol

Absorbancia (u.a)

200 300 400 500 600
Longitud de onda (nm)

Figura 12. Espectro Uv-vis para los Cu/sol en PVP a 0.10 mM, 0.08 mM y 0.05 mM.

Las mediciones realizadas por HR-TEM verificaron lo anterior (Figura 13). El patrén SAED
indexado indicé la naturaleza cristalina de las nanoparticulas, con anillos circulares
correspondientes a los planos Akl {110, 11-2, 021, 004, 130 y 22-4} con d=2.78, 1.96, 1.67,
1.29, 1.14 y 0.98 nm, respectivamente (Figura 13.¢), segiin la COD del CuO expediente No.
9015714.cif. La morfologia encontrada también fue esférica con un diametro promedio de
9.11 £ 1.58 nm, 10.65 = 2.31 nm y 11.98 £+ 1.54 nm, respectivamente para los Cu/sol con
0.10, 0.05 y 0.08 mM. Segun estos datos y los pardmetros de red resultado de la
reconstruccion 3D (Figura 13.f), se confirmd una estructura cristalina monoclinica con un
grupo espacial de C2/c (parametro de celda unitaria calculado a =4.6791 A, b=3.4875 Ay
c= 5.1183 A). El Dy de las particulas medido con DLS de igual manera mostré una
distribucion bimodal con tamafios promedio de 8.14 + 1.38 nm y 97.55 + 3.41 nm para Cu/sol
de 0.08 mM y una distribucién unimodal para Cu/sol de 0.05 mM y para Cu/sol de 0.10 mM

con valores de 10.87 = 1.51 nm y 9.80 £ 2.59 nm (Figura 13.g).
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Figura 13. Cu/soles obtenidos mediante sintesis asistida por microondas; Imagenes TEM de los soles de cobre
en PVPaa) 0.10 mM, b) 0.08 mM y c¢) 0.05 mM. Iméagenes HR-TEM de las nanoparticulas de cobre esféricas
individuales d) Espaciado de red, ¢) Patrén de difraccion de electrones del area seleccionada, f) Reconstruccion
3D de la celda unitaria FCC caracteristica del cobre y g) Andlisis DLS de los Cu/sol a diferentes

concentraciones.

4.4 Desarrollo de geles nanoestructurados con PVAy PVP

4.4.1 Sintesis de los geles nanoestructurados mediante entrelazamiento en un solo paso
con PVP

La estrategia empleada para la generacion de estos geles nanoestructurados se basé en la
inmovilizacidon de las nanoparticulas de plata y cobre (obtenidos mediante el método de
reduccion quimica por poliol en un solo paso con PEG como solvente y agente reductor como
se realizo los Ag/sol y Cu/sol en la seccion 4.2) sobre matrices poliméricas de PVA: PVP
enlazadas fisicamente utilizando ondas microondas como fuente de calor, todo en un solo
paso, es decir: por un lado, las ondas microondas descomponen moléculas glicélicas del

solvente y forman radicales libres necesarios para la formacién de atomos metalicos que
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nuclean para formar nanoparticulas y, al mismo tiempo, estas particulas son estabilizadas por
cadenas poliméricas que se entrelazan entre si para formar la estructura polimérica
tridimensional nanoestructurada.

4.4.1.1 Sintesis de los geles nanoestructurados con AgNPs mediante entrelazamiento en
un solo paso con PVP (Ag/1P-gel)

La formacién de AgNPs dentro de los geles se verificd inicialmente mediante una inspeccion
visual inicial del cambio de color de la mezcla de reaccion de incolora a amarilla intensa y

marron oscuro, respectivamente (Figura 14).

0.3-Ag/1P- 0.5-Ag/1P- 1.0-Ag/1P-
gel gel gel

Figura 14. Ag/1P-gel obtenidos con diferente relacion molar PVA:PVP

Segun la caracterizacion fisicoquimica de nuestros geles nanoestructurados, el aumento de
PVA represent6 una disminucion en el grado de hinchamiento y por lo tanto mayores valores
de disolucion. Esto debido a que los geles mostraron una alta hidrofilicidad con fuerte
tendencia a formar enlaces de hidrogeno y por tanto a disolverse. Los perfiles de hinchazén
y solubilidad de los geles se analizaron durante 0-96 h en contacto con agua y se muestran
en la Figura 15.a y b, alcanzando un hinchamiento méximo alrededor de 25 g de agua/g de
gel seco. A partir de este momento la conformaciéon polimérica comenzé a disolver ya que
no hubo entrecruzamiento quimico entre los dos polimeros. Se alcanzé una solubilidad entre
90-100% a las 24 h (Figura 15b). Huang et al., y Eisa et al., (Eisa et al., 2017; Huang et al.,
2017) encontraron resultados similares. En nuestro caso, la disolucién de los geles en el

medio acuoso represent6 una ventaja debido a que gracias a ello se aumento la disponibilidad
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de particulas antibacterianas en el medio y por tanto se mejor6 la interaccion con las células
(tantas células eucariotas como procariotas). En el tratamiento de endodoncia después de dos
h, estos geles ofrecieron una gran ventaja debido a que la liberacion de particulas metalicas
mejord la actividad bactericida manteniendo la citotoxicidad controlada (los resultados se
discutiran mas adelante). Ademas, el aumento de PVA generd un aumento en la interaccion
con la PVP y por lo tanto se obtuvo una consistencia mucho mas densa similar a un efecto de

entrecruzamiento, de acuerdo con la reologia encontrada.

Tabla 3. Datos reologicos de geles para los Ag/1P-gel con diferente relacion PVA:PVP y consistencia fisica

Propiedades reoldgicas

Relacion Médulo Angulo de
Consistencia Viscosidad compleja Modulo de Esfuerzo
PVA:PVP complejo fase
n* (Pa.s) almacenamiento G” (Pa) (UN.m)
G™* (Pa) 3(°)
Viscoso no 75.12 + 6.68E4 +
0.3 11.96 +4.33 73.54 +29.69 0.08 +0.01
sélido 27.18 323.14
Viscoso no 1022.79 1011.28 + 1.13E5 %
0.5 162.78 + 66.12 0.30+£0.10
sélido +1672.08 1652.99 1.97E3
2059.93 + 2042.40 + 1.24E6 *
1.0 Solido 327.85 + 245.43 0.75+0.08
1542.06 1540.83 3.66E5

La Figura 15.c y la Tabla 3 muestra la resistencia total al flujo en términos de frecuencia
angular (viscosidad compleja, n*) para todos los 1P-Ag/gel. Al aumentar la cantidad de PVA,
se evidencio una tendencia al aumento de n* con una diferencia significativa entre los geles
con un nivel de significancia del 5% (p=0.0236). Se observo que a un corte de 0.01% para
los geles formados con relacion 0.3 PVA:PVP se present6 una viscosidad de 11.96 + 4.33
Pa.s. Al aumentar la cantidad de PVA en los geles, los n* obtenidos fueron de 162.78 + 66.12
Pa.s y 327.85 £ 245.43 Pa.s para 0.5-Ag/1P-gel y 1.0-Ag/1P-gel respectivamente. Esto se

pudo demostrar también en la consistencia fisica de los geles, pasando de geles viscosos no
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solidos hasta geles totalmente solidos para la relacion mas alta de PVA:PVP. Por otro lado,
se determin6 el mddulo de almacenamiento en funcidon de las deformaciones de oscilacion
en las que se present6 un pico de viscosidad méximo. Antes de este punto, los geles sufrieron
deformacion eléstica, y después de este punto los geles perdieron su limite elastico maximo
y la estructura eléstica se rompié (Huang et al., 2017). De acuerdo con esto, el aumento de
PVA en los geles permiti6 obtener valores de limite eldstico mas altos, con valores de; 6.68E4
+323.14 uN.m, 1.13E5 £ 1.97E3 uN.m y 1.24E6 + 3.66E5 uN.m para relaciones 0.3, 0.5 y
1.0 PVA:PVP en los geles respectivamente. Esto corresponde al aumento de las interacciones
moleculares dentro de la red polimérica (Palacio et al., 2018). Asimismo, el angulo de fase o
tangente de pérdida encontrado mostré un aumento en la contribucion viscosa hacia angulos

mayores a 0° (Tabla. 3).
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Figura 15. Evaluacion de propiedades fisicoquimicas de los 1P-Ag/gel obtenidos con diferente relacion molar

PVA:PVP, a) Perfiles de hinchazon y b) solubilidad. ¢) propiedades reoldgicas.

Por otro lado, se examin6 la morfologia y la topografia de la superficie de los Ag/1P-gel con
diferentes contenidos de PVA después de la liofilizacion mediante SEM y AFM (Figura 16).
Las micrografias SEM mostraron la morfologia y la porosidad de los geles, cuyo tamafio de

poro dependio directamente del contenido de PVA; con el aumento del contenido de PVA se
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cred una estructura de red compacta con menos poros. Esta variaciéon de la porosidad
superficial observada por SEM se puede atribuir al aumento de las interacciones a través de
enlaces de hidrogeno entre cadenas entre el grupo carbonilo de PVP y los grupos hidroxilo
de PVA, lo que conduce a la reticulacion fisica de estos dos polimeros y por lo tanto a la
disminucion de los espacios del gel (Thomas et al., 2003). El didmetro de los poros de la
superficie de los geles disminuy0 significativamente de 0.3-Ag/1P-gel a 0.5-Ag/1P-gel, y no
se encontraron superficies porosas en los geles de mayor contenido de PVA; 1.0-Ag/1P-gel
(p<0.0001). De manera similar, las micrografias de las secciones transversales no mostraron

poros excepto en los geles con la menor proporcion de PVA anadido.

oA D > Didmetro de poro seccion
- = e &
Didmetro'de poro supetfictal, ~ transversal

: 47'5.60nm

0.3-Ag/1P-gel

39460 nm
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Diametro de poro superficial
290.00 nm

1.0-Ag/1P-gel

Figura 16. Micrografias SEM e imagenes AFM para Ag/1P-gel. Micrografias SEM de la superficie y seccion
transversal, reconstruccion AFM 3D e imagen de fase original 3x3 pm para 0.3-Ag/1P-gel con contenido de 0.3

PVA, 0.5-Ag/1P-gel con contenido de 0.5 PVA, 1.0-Ag/1P-gel con contenido de 1.0 PVA.

Las imagenes de fase duplicadas obtenidas de la misma ubicacion de las imagenes AFM

mostraron dos fases claramente identificadas producidas por cambios en el angulo de fase de
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la sonda en voladizo y debido a la rigidez, viscoelasticidad y cambios en la composicion
quimica de las superficies propias de cada gel (Oliveira et al., 2014). Una senal de fase baja
con picos por debajo de 0° representados en regiones oscuras y circulares podria corresponder
al agregado de nanoparticulas rodeadas por una red polimérica, representadas en las areas
mas claras con un amplio rango entre sefal de fase media a alta por encima de 50° (Figura
16). Ademas, se encontrd una amplia distribucion de tamafio de nanoparticulas agregadas en

la superficie para todas las muestras (Tabla 4 y Figura 17).

Tabla 4. Propiedades superficiales de los Ag/1P-gel con diferentes relaciones PVA:PVP.

Relacion PVA:PVP Blanco/1P-gel
03 05 10 1.0
Tama“"(g&‘;‘gregam 29.59 +10.71 40.53 +16.89 35.17 +17.99 ;
Tamafio d?ncr%’)‘g'omerado 368.99 + 158.11 24231 +122.81 173.52 + 66.44 -
Tamano(g;;’art'c“'a 11.45 +1.27 1545+ 157 1253 +4.46 ;
Angulo de fase AFM (°) -40 -18 -4
Rugosidad (Sq) 160.62 + 50.81 116.52 + 16.91 88.19 + 28.39 29.49 +10.43
Rugosidad media (Sa) 131.22 + 4155 96.26 + 15.31 73.05 + 23.58 25.10 +5.43
Diametro de poro 394.60 + 205.25 290.00 + 193.98 . ;

superficial (nm)

El andlisis TEM mostr6 las particulas dentro de los conglomerados y no hubo diferencias
significativas en los tamafios promedio de particulas, con valores de 11.45 + 1.27, 15.45 +
1.57 y 12.53 £ 4.46 nm para los Ag/1P-gel (relacion 0.3, 0.5 y 1.0 PVA:PVP

respectivamente).
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Figura 17. Analisis por Microscopia Electronica de transmision (TEM) para para 0.3-Ag/1P-gel con contenido
de 0.3 PVA, 0.5-Ag/1P-gel con contenido de 0.5 PVA y 1.0-Ag/1P-gel con contenido de 1.0 PVA.

Los espectros FT-IR entre 900 y 4000 cm™! de los Ag/1P-gel y Cu/1P-gel con una relacion de
PVA variable se muestran en la Figura 18 (se muestran los espectros para ambos tipos de
nanoparticulas plata y cobre dentro de los geles ya que no se encontraron diferencias entre
ellos). En la Figura 4a se muestra que todos los espectros muestran una seleccion
caracteristica a 3284 cm™' de vibracion de estiramiento de OH, correspondiente al grupo
hidroxilo del PVA. Mientras que el estiramiento asimétrico CH y el estiramiento simétrico
del grupo CH, se muestran en 2941 cm™! y 2906 cm™!, respectivamente (Abd El-Kader et al.,
2021a; Jipa et al., 2012). Ademads, las bandas a 2876 cm’! de estiramiento simétrico
corresponden a los modos de deformacion CH del grupo CH; del anillo de la PVP. No se
observaron bandas de absorcion de estiramiento asimétrico de CH del anillo de PVP a 2956
cm’! porque esas bandas pueden superponerse con las sefiales de la cadena de CH (Safo et
al., 2019). En la Figura 18.b es posible ver bandas de absorcion ubicadas alrededor de 1651

I atribuidas a la frecuencia de estiramiento de C=O en los grupos amida del anillo

cm’
heterociclico, y bandas de absorcion en 1291 cm™ y 1494 cm™ que estan relacionadas con la

vibracion de flexién N-C y la vibracion de estiramiento N-C=O de la estructura de pirrolidona
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(Abd El-Kader et al., 2021b; Ma, Bai, et al., 2016; Safo et al., 2019; Song et al., 2014; Xian
et al., 2012). A 1324 cm™! corresponden al balanceo de §(OH) con el movimiento del CH.
Los picos ubicados en los nimeros de onda 1142 cm™ y 1084 cm™ reflejan el estiramiento
del hombro del CO a partir de la secuencia cristalina y amorfa de PVA, respectivamente (Safo
et al., 2019). Finalmente, el pico de absorcion se localiza alrededor de 1039 cm™ es atribuido
a la vibracion de flexion del hidroxilo del polietilenglicol, lo que indica que el polimero no

se descompuso en su totalidad, Figura 18.c.
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Figura 18. Espectro FT-IR/ATR de los Ag/1P-gel y Cu/1P-gel.

Las bandas anteriores confirmaron la formacion de los geles. Ademas, el aumento de PVA
condujo a un aumento en la intensidad de los picos de estiramiento C-N y N-C=0 debido a
un aumento en la union fisica entre las cadenas poliméricas que coordinan las nanoparticulas
de plata y cobre (seccion 4.4.1.2) a partir de una coordinacion a través de las moléculas
oxigenadas o nitrogenadas de los grupos funcionales de las cadenas PVP y las cadenas de
PVA. Ademads, al comparar los espectros del gel sin nanoparticulas con los geles
nanoestructurados, se encontrd que la banda C=0 se desplazé de 1643 a 1651 cm™'. De igual

forma, la banda de vibracién C-N cambié ligeramente de 1287 a alrededor de 1291 cm’!
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(Figura 18.a y Figura 18.b), debido a la coordinacion de las NPs por parte de la PVP (Abd
El-Kader et al., 2021a; Bryaskova et al., 2011; Khodaei & Karegar, 2021).

Asimismo, la Figura 19a-e muestra los espectros Raman de los Ag/1P-gel con el aumento de
PVA. En comparacion con los espectros de PVP puro (Figura 19b), el aumento significativo
en la sefial alrededor de 2926 cm™ (vibracion de estiramiento asimétrico de CHz en la cadena
esquelética de PVP) revela que la cadena de CH» esta cerca de la superficie de las
nanoparticulas. Esto tltimo se debe a que las particulas metalicas en contacto con las
moléculas organicas de la matriz polimérica (que las estabiliza rodeandolas en la superficie)
aumentan la sefial Raman, generando un fendémeno conocido como efecto SERS
(espectroscopia Raman mejorada en superficie) (Mao et al., 2012). De esta forma los picos
son mas intensos. Ademas, se evidencié un desplazamiento de los picos hacia nimeros de
onda mas bajos 2919 y 2911 cm™! con el aumento del contenido de PVA. Estos corrimientos
al rojo (numeros de onda mas bajos) significan que la frecuencia de los fotones dispersados
disminuyo con respecto el foton incidente, debido a su interaccion con las nanoparticulas y
las cadenas de PVA. Este efecto también puede atribuirse a la pérdida de fotones que se
dispersan de forma inelastica después de interactuar con el material, ademas de la tension
reticular local debido a la union a cadenas de PVA y la deformacion de la red polimérica por
la presencia de NPs) que causa cambios en los picos Raman (Pinto et al., 2010; Wang et al.,

2018).
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Figura 19. a) Espectros RAMAN para los Ag/1P-gel con el aumento de PVA con respecto a la PVP b) PVP, ¢)
0.3-Ag/1P-gel, d) 0.5-Ag/1P-gel y e¢) 1.0-Ag/1P-gel

4.4.1.2 Sintesis de los geles nanoestructurados con CuNPs mediante entrelazamiento en
un solo paso con PVP (Cu/1P-gel)

De igual forma que en la seccion anterior, la formacion de CuNPs dentro de los geles se

evidencié mediante el cambio de color de los geles formados desde incoloro a amarillo

intenso y marron oscuro, (Figura 20).

0.3-Cu/1P- 0.5-Cu/1P- 1.0-Ag/1P-
gel gel gel

Figura 20. Cu/1P-gel obtenidos con diferente relacion molar PVA:PVP

Los perfiles de hinchazon y solubilidad de los Cu/1P-gel también se analizaron durante 0-96
h (Figura 21.a y b). Se encontré un hinchamiento menor en comparacion con los Ag/1P-gel
con alrededor de 10 g agua/g gel seco y con una solubilidad entre 94-100% a las 24 h (Figura
21.b). El efecto del incremento del PVA en los Cu/1P-gel también se evidencié con una

tendencia al aumento de n* con una diferencia significativa entre los geles con un nivel de
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significancia del 5% (p=0.0143) como se observa en la Figura 21.c, con valores de 10.96 +
1.27 Pa.s y 980.58 & 104.40 Pa.s para 0.5-Cu/1P-gel y 1.0-Cu/1P-gel, respectivamente. Con
el aumento de PVA en estos geles los valores de limite eldstico fueron similares a los
obtenidos para Ag/1P-gel con valores de 6.70E4 + 1.21E3 uN.m, 1.08E5 + 4.97E2 uN.m y

3.30E5 + 5.33E2 uN para las relaciones 0.3, 0.5 y 1.0 PVA:PVP respectivamente (Tabla. 5).
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Figura 21. Evaluacion de propiedades fisicoquimicas de los 1P-Cu/gel obtenidos con diferente relacion molar
PVA:PVP, a) Perfiles de hinchazén y b) solubilidad. c) propiedades reologicas.

La formacion de particulas nanométricas dentro de la red del gel produjo un marcado efecto
sobre la capacidad de movimiento de las cadenas moleculares, dificultando el movimiento y
modificando la resistencia al flujo con la aplicacion de un esfuerzo, en este caso de corte.
Esto explica el aumento de los valores de viscosidad con el aumento del PVA en los geles.
Sin embargo, con la aplicacion del esfuerzo se evidencio una disminucion en la resistencia al
corte, debido a la naturaleza de la interaccion entre las cadenas poliméricas de ambos

polimeros.
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Tabla 5. Datos reolégicos de geles para los Cu/1P-gel con diferente relacion PVA:PVP y consistencia fisica.

Propiedades reologicas

ratio Consistencia  /iscosidad compleja Modulo Médulo de Esfuerzo  ~\Ngulode
n* (Pa.s) complejo almacenamiento G” (Pa) (UN.m) fase
' G* (Pa) ' 3(°)
Viscoso no 120.13 + 6.70E4 £
0.3 s6lido 19.12 + 13.62 85 56 71.03 +£107.81 121E3 J.38 £0.02
05 Viscoso no 68.86 + 1.08E5 +
sélido 10.96 £ 9.27 5828 16.91 + 21.43 4.97E2 .56 £0.16
1 6161.19 6087.48 £ 3.30E5 +
1.0 Solido 980.58 + 1104.40 +039.15 6856.55 5 33E2 ).73+£0.11

En estudios similares se obtuvieron hidrogeles de PVA/PVP con diferentes contenidos de

PVP mediante reticulacion covalente asistida por microondas (pero sin nanoparticulas) (Y. J.

Liu et al., 2016). En este caso, los autores determinaron el efecto de diferentes valores de

PVP sobre los hidrogeles. El médulo de almacenamiento de los hidrogeles varié en magnitud

de 10% a 107 con valores de PVP crecientes en todo el rango de frecuencia y rango de

temperatura.
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Figura 22. Micrografias SEM e imagenes AFM para Cu/1P-gel. Micrografias SEM de la superficie y seccion
transversal, reconstruccion AFM 3D e imagen de fase original 3x3 pm para 0.3-Cu/1P-gel con contenido de 0.3

PVA, 0.5-Cu/1P-gel con contenido de 0.5 PVA, 1.0-Cu/1P-gel con contenido de 1.0 PVA.

Esto se debe a la formacion de densas redes entrecruzadas covalentemente que aseguraron
que los hidrogeles tuvieran una respuesta eldstica sustancial. Sus altos valores de
almacenamiento de energia en comparacion con los obtenidos en nuestro estudio confirman
que los geles aqui desarrollados no presentan entrecruzamiento covalente y su formacion se
debe principalmente a interacciones de tipo electrostatico. Sin embargo, nuestros geles
nanoestructurados presentaron propiedades reologicas similares a geles sin nanoestructurar
con enlace covalente.

Las imagenes AFM se muestran en la Figura 22 donde no se evidenciaron diferencias
significativas en los tamafios de las nanoparticulas de cobre dentro del gel con respecto al
aumento de PVA en la matriz. Resultados similares encontraron Oliveira et al., (Oliveira et

al., 2014). Sin embargo, si se presentd diferencia significativa entre los valores de rugosidad
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media de los geles Cu/l1P-gel con diferente contenido de PVA, la cual disminuyo
significativamente con el aumento de PVA en el gel en todos los casos (p<0.0001). Las
imagenes de la fase AFM en la superficie de los geles mostraron un didmetro promedio de
agregado que varié significativamente (p<0.0001). Asimismo, las CuNPs en los geles

mostraron agregados de mayor tamafio que los que se formaron con las AgNPs.

Tabla 6. Propiedades superficiales de los Cu/1P-gel con diferentes relaciones PVA:PVP.

Relacién PVA:PVP Blanco/1P-gel
03 05 10 10
Tamano(g;‘;‘gregado 143.56 + 65.52 218.28 + 158.38 360.59 + 145.61 .
Tamafio dfncr‘:]r)‘g'omerado 74976 + 267.97 474.80 + 145.51 1050.08 + 375.77 .
Tamano(g;;’art'c“'a 1528 £3.61 11.99 + 1.61 1021 +3.76 -
Angulo de fase AFM (°) - =50 30
Rugosidad (Sq) 416.05 = 49.39 287.45 + 66.79 289.15 + 50.83 29.49 +10.43
Rugosidad media (Sa) 343.93 +£39.45 236.42 +49.64 204.35 £49.66 25.10+5.43
Diametro de poro 720.71 + 463.85 222440 + 933.83 611.63 + 367.34 .

superficial (nm)

A través de imagenes AFM, también se pudo evidenciar la formacion de conglomerados
poliméricos con forma esférica en todos los casos excepto en los geles control (geles sin
nanoparticulas); por tanto, la formacion de estos conglomerados se relaciond directamente
con el efecto de las nanoparticulas en el gel. Los tamafios de los conglomerados también
disminuyeron con el aumento del contenido de PVA en todos los geles con diferencias
significativas (p<0.05). Sin embargo, el analisis TEM (Figura 23) mostro las particulas dentro
de los conglomerados y no hubo diferencias significativas en los tamafios promedio de
particulas con p <0.05 y valores de diametro de particula de 15.28 + 3.61, 11.99 £ 1.61 y
10.21 £ 3.76 nm para geles de cobre (relacion 0.3, 0.5 y 1.0 PVP:PVA respectivamente). Los

resultados se resumen en la Tabla 6.
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Figura 23. Analisis por Microscopia Electronica de transmisiéon (TEM) para para 0.3-Cu/1P-gel con contenido
de 0.3 PVA, 0.5-Cu/1P-gel con contenido de 0.5 PVA 'y 1.0-Cu/1P-gel con contenido de 1.0 PVA.

Tampoco se encontraron diferencias en los espectros FTIR-ATR entre los geles con AgNPs
y CuNPs. Al comparar los espectros del gel sin nanoparticulas con los geles
nanoestructurados, se encontrd que la banda C=0 se desplazd de 1644 a 1655 cm™!, indicando
la coordinacion de las CuNPs. Asimismo, los espectros RAMAN en la Figura 24 mostraron

1

un incremento en la sefial alrededor de 2926 cm™ correspondiente a la vibracion de

estiramiento asimétrico del CH» en la cadena esquelética de PVP, producido por el efecto

SERS.
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Figura 24. a) Espectros RAMAN para los Cu/1P-gel con el aumento de PVA con respecto a la PVP b) PVP, ¢)

0.3-Cu/1P-gel, d) 0.5-Cu/1P-gel y e) 1.0-Cu/1P-gel
60



4.4.2 Sintesis de los geles nanoestructurados con mediante entrelazamiento en dos pasos
con PVP (Ag/2P-gel y Cu/2P-gel)

El desarrollo geles mediante calentamiento asistido por microondas en dos pasos mostrd
grandes diferencias en sus propiedades evaluadas en relacion con los obtenidos mediante las
metodologias de un solo paso. Se contd con la ventaja de obtener estas nanoestructuras en
tiempos de reaccion cortos gracias al uso de microondas, con bajo consumo de energia y
reactivos (Li et al., 2020). No obstante, la metodologia en dos pasos evidencid
procedimientos y protocolos de generacion de geles mas largos y engorrosos en comparacion
con los geles obtenidos en un solo paso. Al ser uniforme el calentamiento de los sistemas no
se encontrd diferencia significativa en el tamafio promedio de las particulas en los soles en
comparacion con los respectivos geles de plata y cobre desarrollados bajo esta metodologia.
Esto se evidencio mediante la caracterizacion por UV-vis y TEM de los Ag/2P-gel y Cu/2P-
gel pre y post a su proceso de gelificacion. Los resultados se presentan en la Figura 25. Se
observo una disminucion en la intensidad de la sefial SPR de los geles luego de ser sometidos
al proceso de gelificacion en dos pasos con las soluciones de PVA en comparacion con los
pregeles precursores (Ag/sol y Cu/sol). No obstante, el pico maximo de absorcion para los
Ag/2P-gel se mantuvo en la misma longitud de onda con respecto al Ag/sol, lo que indicod
que no hubo variacion significativa en la forma ni tamafio de las nanoestructuras. Esto se
corrobor6 por medio de los andlisis TEM (Figura 25.b), en los que se pueden observar las
nanoparticulas rodeadas por la matriz polimérica con una distribucion de particula de 20.51
+ 7.66 nm. Sin embargo, los Cu/2P-gel presentaron un corrimiento batocromico hacia una
longitud de onda mayor cercana a 300 nm lo que infiere una distribucion de tamafio mas
amplia en comparacion con los Cu/sol. La Figura 25.b comprueba este hecho, en la cual se

muestra la matriz polimérica que rodea un conglomerado de NPs, con didmetro de particula
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de 48.53 +35.26 nm. Con ello se evidencid que el calentamiento en dos pasos incremento el

tamafio de las NPs y la formacion de conglomerados mas grandes con respecto a los Ag/2P-

gel.
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Figura 25. a) Espectro UV-vis y b) Imagen TEM de los Ag/2P-gel y Cu/2P-gel con respecto al Ag/sol y Cu/sol
respectivamente.

Por otro lado, en pro de establecer un criterio de seleccion del gel basado en sus propiedades
de viscosidad y consistencia, se evalud su similitud con materiales comtinmente utilizados
en los tratamientos endodonticos, desde irrigantes como el BioAKT, Smear Clear y EDTA
(con bajas viscosidades entre 0.001 y 0.002 Pa.s (Giardino et al., 2021)), hasta cementos y
selladores comerciales como AH plus, Capseal y Sealapex (con altas viscosidades entre 251
— 523 Pa.s (Chang et al., 2015)), ya que las propiedades reoldgicas de los materiales de uso
endodontico determinan una buena penetracion en los tubulos dentinarios para mejorar la
desinfeccion del sistema de conductos radiculares y fluidez para una disposicion adecuada

del material desde el recipiente de embalaje en el orificio del diente preparado. De acuerdo
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con ello, las propiedades reoldgicas de los geles mediante gelificacion en dos pasos
mostraron un compartimiento reoldgico intermedio entre los irrigantes y selladores
comparados. Los datos se resumen en la Tabla 7. Los resultados mostraron que a un corte de
0.01% se encontr6 una viscosidad 3 veces menor para los Ag/2P-gel con respecto a los
Ag/1P-gel bajo la misma relaciéon molar PVA/PVP, y entre 2 a 5 veces menor con respecto a
los selladores comerciales, con valores de 106.89 + 13.49 Pa.s. Asimismo, se observo una n’*
9 veces menor para los geles de cobre obtenidos por dos pasos con respecto a los obtenidos
mediante un paso, y entre 4 a 8 veces menor con respecto a los selladores comerciales, con
valores de 65.45 + 29.72 Pa.s. Por su parte, los Ag/sol y Cu/sol precursores de los geles en
dos pasos mostraron valores de viscosidad inferiores, con valores de 3.92 = 1.99 Pa.s y 5.50
+ 3.66 Pa.s respectivamente. Con esto se evidencio un incremento en la viscosidad posterior
al segundo paso de calentamiento en microondas, confirmando a las interacciones entre las
cadenas poliméricas y la formacion de los geles. No obstante, los parametros de viscosidad
de los irrigantes comunes son inferiores con respecto a los soles y geles aqui desarrollados,
debido a su naturaleza polimérica. Esto trae consigo diversas ventajas ya que con la
formacion del gel se mantienen las particulas en contacto con los microorganismos por mas
tiempo (que en efecto son el principio activo del material), inhibiendo eficazmente su
crecimiento y alterando en menor medida los tejidos circundantes.

Ademéds, nuestros soles y geles con valores de viscosidad superiores a los productos
comerciales proporcionan la ventaja de fomentar la lubricacion de las paredes del conducto
radicular. Esto reduce la friccion entre la lima endodontica y la superficie de la dentina
durante el proceso de eliminacion de los tejidos organicos, y como resultado, se reduce el

riesgo de fractura dental.

Tabla 7. Propiedades superficiales y reoldgicas de los Ag/sol, Cu/sol, Ag/2P-gel y Cu/2P-gel.
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Ag/sol Cu/sol Ag/2P-gel Cu/2P-gel
Tamaiio de conglomerado (nm) - - 163.29 £ 47.09 233.50 £20.82
Tgmaﬁo de particula (nm) 11.65+3.51 10.65 +£2.31 20.51 £7.66 48.53 £35.26
Angulo de fase AFM (°) - - -1 -3
Rugosidad (Sq) - - 17.69 +3.20 23.27+1.44
Rugosidad media (Sa) - - 17.69 +3.20 2327+ 1.44
Diametro de poro (um) - - 7.45+2.34 -
Viscosidad n* (Pa.s) 3.92+1.99 5.50 £ 3.66 106.89 + 13.49 65.45+£29.72
Médulo complejo G* (Pa) 24.64 +12.48 34.56 £22.99 671.60 +84.77 320.02 +288.83
Moédulo de almacenamiento G” (Pa) 23.50+12.46 34,14 £23.42 670.29 + 84.78 286.83 +58.25
Angulo de fase 6 (°) 0.80+0.15 0.78+0.17 0.81 £0.09 0.29 £0.09

Por otro lado, mediante las imagenes de AFM y a través de imagenes de AFM en fase, fue
posible evidenciar una amplia distribucion de tamafnos de conglomerado de nanoparticulas
en la superficie para todas las muestras (Figura 26.a y b). Al comparar los conglomerados
obtenidos con la metodologia de un solo paso, los geles por dos pasos evidenciaron una forma
esférica con tamafios mayores; 163.29 +47.09 nm para Ag/2P-gel y 233.50 + 20.82 nm para
Cu/2P-gel respectivamente. Esto se debid principalmente a que la velocidad y eficiencia de
los procesos de reduccién de iones metédlicos y nucleaciéon se ven favorecidas por el
calentamiento asistido por microondas directamente sobre la mezcla. La gran cantidad de
grupos OH en el PVA aumenta la polarizacion dieléctrica dentro del mecanismo de accion de
las microondas, lo que hace que este polimero ayude como agente reductor y estabilizador
de las nanoparticulas al mismo tiempo. Asi, al estar presente en el momento de la reaccion
en un solo paso, permiti6 obtener una menor distribucion de tamafio de las nanoparticulas y
conglomerados. Tras la nucleacion, el crecimiento de estos nucleos dio lugar a la formacion
de conglomerados de nanoparticulas y su velocidad de crecimiento dependi6 en gran medida
de la sobresaturacion del polimero en la mezcla de reaccion al momento de reducir los iones.
Ademés, en el proceso de generacion de geles en dos pasos la presencia del PVA posterior a

la formacion de las nanoparticulas representd solamente una contribucion a la formacion del
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gel. Por lo que se generaron conglomerados de mayor tamafio efecto del PVA'y PVP rodeando

las nanoparticulas.
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Figura 26. a) Reconstruccion AFM 3D, b) Imagen de fase original 3x3 um, y c¢) Micrografias SEM de la

superficie para Ag/2P-gel y Cu/2P-gel.

El efecto de las particulas en la superficie de los geles también se evidencid mediante el
andlisis de rugosidad. Los valores por triplicado para cada uno de los escaneos se resumen
en la Tabla 7. Los Ag/2P-gel mostraron una rugosidad menor de 17.69 + 3.20 nm con respecto
a los Cu/2P-gel con valores de 23.27 + 1.44 nm. Es necesario resaltar que en ambos casos se
encontro valores de rugosidad inferior en comparacion con los geles Ag/1P-gel y Cu/1P-gel
relacionado principalmente por los mayores tamafios de particula y conglomerados en los
geles de dos pasos. Por otro lado, se examin6 la morfologia de la superficie de los Ag/2P-gel

y Cu/2P-gel con diferentes contenidos de PVA después de la liofilizacion mediante SEM
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(Figura 26.c). Las micrografias SEM mostraron superficies no porosas para los Cu/2P-gel.
Mientras que los Ag/2P-gel mostraron una superficie porosa con tamanos de poro de 7.45 +
2.34 nm.

4.4.3 Estudio bioldgico de los geles nanoestructurados mediante entrelazamiento en un
solo paso con PVP (Ag/1P-gel y Cu/1P-gel)

Estudio antibacteriano in vitro: el estudio antibacteriano se evaluo frente a una cepa clinica
endodontica aislada, la cual se confirmé como Enterococcus faecalis con 98% de
identificacion segun el nimero de acceso NCBI KJ803877.1. Los resultados de ambos
ensayos antibacterianos (analisis cualitativo y cuantitativo) mostraron que el aumento de PVA
en los geles desarrollados influye significativamente en la respuesta bactericida por contacto.
De acuerdo con la Figura 27 se muestra el analisis cualitativo en agar, para ambos tipos de
geles con una relacion PVA:PVP de 0.3 y 0.5 mostraron proliferacion bacteriana sin evidencia
de una zona de inhibicion. Cabe sefalar que, aunque no se han producido halos de inhibicion
considerables, no significa que los geles no influyan en las células. La explicaciéon mas
plausible para estos comportamientos esta relacionada con la capacidad de liberar iones y
difundirlos a través del agar hasta llegar a las células bacterianas. Ademas, se observaron
mayores halos de inhibicion para los Ag/1P-gel frente a Cu/1P-gel con valores de 2.0 mm vs
1.0 mm respectivamente. Ademas, como se evidencio anteriormente, el Ag/1P-gel tiene
mayor fluidez frente al Cu/1P-gel y presenta mejor difusion a través del medio de cultivo y
liberacion continua de NPs e iones, transportdndolos a mayor extension y provocando
mayores zonas de inhibicion. Abdallah et al., (Abdallah et al., 2020) obtuvieron resultados
similares. Ademads, los geles con una superficie menos rugosa ofrecieron menos adherencia
bacteriana en la superficie; lo que significo valores de area de inhibicién mas grandes para

los geles con el mayor contenido de PVA. Sin embargo, se han estudiado los efectos de las
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nanoparticulas de plata y cobre y existe confusion sobre qué mecanismo de accion ejecutan

sobre la célula bacteriana. Se podria decir que atribuir el efecto a un solo mecanismo seria

egoista, sin embargo, se puede considerar un sistema sinérgico en el que participan uno o

mas de estos mecanismos.

\

Figura 27. Analisis cualitativo en agar para Ag/1P-gel (a-c), Cu/1P-gel (d-f) y geles blanco (g-i) con diferente

relacion PVA:PVP respectivamente

De manera similar, las curvas de cinética de muerte (analisis cuantitativo) muestran la
actividad bactericida a lo largo del tiempo de los geles. De igual forma, esta evaluacion
mostré que el aumento de PVA influye significativamente en la respuesta bactericida. El
andlisis grafico del crecimiento bacteriano se muestra en la Figura 28a-b, donde es evidente
que durante el tiempo 1h (60 min) en todos los casos excepto para Cu/1P-gel con relacion
PVA:PVP més alta, el crecimiento bacteriano de las colonias en contacto con los geles no
mostrd un cambio significativo frente al control negativo (crecimiento natural de las células

sin geles).
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Figura 28. Comportamiento antibacteriano in vitro mediante ensayo cuantitativo que evalua los efectos de la
cinética de eliminacioén del tiempo en dos tiempos de contacto diferentes: a) Ag/1P-gel, b) Cu/1P-gel, con
diferente relacion PVA:PVP frente a la cepa clinica E. faecalis C3. P** 0.0042, P***(0.0003, P****<0.0001.
Pruebas de viabilidad celular y citotoxicidad mediante c) Muerte celular, d) Proliferacion y e) Confluencia,
contra células del ligamento periodontal humano (HPDL). f) Imagenes de analisis de células vivas en tiempo
real después de 72 h.

Por su parte, los 1.0-Cu/1P-gel si mostraron actividad significativa sobre otros geles
(p<0.0001) con un menor crecimiento de colonias y actividad bactericida promedio, mientras
que no se presentaron diferencias significativas entre los Ag/1P-gel. Durante 2 h de
exposicion (Tiempo 2), todos los geles nanoestructurados mostraron una disminucion en el
crecimiento bacteriano con respecto al control positivo, con diferencias significativas

(p<0.05), especialmente los geles mas viscosos; para los 1.0-Ag/1P-gel con crecimiento

promedio de colonias de 5.29 + 0.55 UFC/mL el cual muestra un comportamiento
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bacteriostatico (reduccion en el indculo de >2 logio a <3 logio) y los 1.0-Cu/1P-gel con los
cuales no se observo crecimiento bacteriano clasificandose como material bactericida (como
una reduccion >3 logio en el indculo) segin los limites de cuantificacion de Souli et al.,
Roézanska et al., (Rézanska et al., 2018; Souli et al., 2013). Esto demuestra que incluso en
menos de un dia, los geles pueden liberar nanoparticulas y/o iones metalicos en cantidad
suficiente para un excelente efecto antibacteriano. Estudios similares también han
demostrado que tanto la plata como el cobre tienen una fuerte actividad antibacteriana que
inhibe la proliferacion bacteriana (Galleguillos Morales, 2016b).

En este estudio, aunque los halos de inhibicion para los geles de plata fueron mayores que
para los geles de cobre, la cinética de muerte celular mostré el comportamiento opuesto; la
liberacion de CuONPs en el medio mostré mayor muerte bacteriana con respecto a la
liberacion de AgNPs. Por lo tanto, el efecto antibacteriano de los geles se puede atribuir a
varios factores al igual que en las pruebas de difusion, incluyendo caracteristicas intrinsecas
e individuales de estos materiales en cuestion, donde existe un efecto importante relacionado
con las propiedades reoldgicas de los geles, el tamafio de las nanoparticulas, la solubilidad
de los geles, la rugosidad, la disponibilidad de particulas en la superficie y su capacidad para
liberar iones o NPs, alternativamente (Garcia-Contreras et al., 2011). Esto también demuestra
que un estudio cuantitativo en medio liquido proporciona informacion muy valiosa sobre el
efecto de las nanoparticulas en contacto con las células bacterianas. Ademas, se sabe que las
particulas metalicas elementales requieren solo la presencia de moléculas de agua y oxigeno
para liberar una pequefia cantidad de iones, condiciones que ocurren facilmente en ambientes
microbianos. Es por eso por lo que la efectividad antibacteriana mejora con un aumento en

la cantidad de iones liberados que pueden propagarse e interactuar con los grupos tiol de
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muchas enzimas vitales de las bacterias e inactivarlas, previniendo la replicacion celular
(Ghaffari-Moghaddam & Eslahi, 2014).

Estudio de actividad citotoxica: Durante el experimento, los datos de cada gel se analizaron
en diferentes momentos entre 0-72 h (p<0.05, Figura 28.c-f). Al evaluar las imagenes de los
0.3-Ag/1P-gel y 0.5-Ag/1P-gel, se pudo observar que se disolvieron en contacto con el
cultivo celular, interfiriendo con el andlisis de los datos. Cabe mencionar que esto no significa
que las células no proliferaron, s6lo que no fue posible cuantificarlas y distinguirlas de los
trozos de gel. Asimismo, debido a su actividad antibacteriana, se evaluo el efecto citotdoxico
para dos de los seis geles desarrollados, aquellos con mayor relacion PVP/PVA: 1.0-Ag/1P-
gel y 1.0-Cu/1P-gel ya que mostraron la mejor actividad antibacteriana. En todos los casos
se observo una muerte celular casi instantanea en el tiempo de cero en contacto con los geles.
Sin embargo, a lo largo de las 72h de contacto, el porcentaje de muerte celular se estabilizo
y no presento diferencia significativa con el grupo control (células sin geles). En particular,
los Cu/1P-gel condujeron a un aumento en la proliferacion celular sin diferencias
significativas con el grupo de control a las 72 h, donde las células HPDL cocultivadas con
ellos mostraron una morfologia en forma de huso. A diferencia de los Ag/1P-gel los cuales
presentaron mayor toxicidad para las células HPDL, el Cu/1P-gel inhibi6 el crecimiento
celular, aumentd significativamente la muerte celular en tiempo real y mostr6 una
disminucion notable en la proliferacion y confluencia de las células HPDL con una
morfologia mas pequefia y redonda.

4.4.4 Estudio bioldgico de los geles nanoestructurados mediante entrelazamiento en uno
y dos pasos con PVP (Ag/2P-gel y Cu/2P-gel)

Para la evaluacion biologica de los geles obtenidos mediante la metodologia en dos pasos, se

analizaron los soles precursores, los pregeles y los respectivos geles. Los pregeles
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consistieron en las mezclas de los respectivos soles con las soluciones de PVA antes del
segundo ciclo de calentamiento.

Tabla. 8. Evaluacion de CMI y CMB de los soles y respectivos pregeles.

Concentracién stock

Muestra (bpm) CONDICION CMI (ppm) CMB (ppm)
0.10-Ag/sol 10.78 Sol 2.70 5.39
0.08-Ag/sol 8.63 Sol 1.08 2.16
0.05-Ag/sol 5.39 Sol 0.67 2.70

1.0-Ag/2P 5.39 Pregel 2.70 5.39
0.5-Ag/2P 4.31 Pregel 2.70 5.39
0.2-Ag/2P 2.70 Pregel 2.70 5.39
0.10-Cu/sol 10.78 Sol 2.70 5.39
0.08-Cu/sol 8.63 Sol 2.70 5.39
0.05-Cu/sol 5.39 Sol 1.35 2.70

1.0-Cu/2P 5.39 Pregel 2.70 5.39
0.5-Cu/2P 4.31 Pregel 2.70 5.39
0.2-Cu/2P 2.70 Pregel 2.70 5.39

Inicialmente se evaluo los soles y los pregeles mediante la prueba de microdilucion en serie.
Los resultados mostraron que ambos soles inhibieron significativamente el crecimiento de E.
faecalis con una CMI de 0.67 ppm y una CMB de 2.70 ppm para los Ag/sol y una CMI de
1.35 ppm y CMB de 2.70 ppm para los Cu/sol, respectivamente.

Al evaluar ambos pregeles se obtuvo que la adicion de las soluciones de PVA a los soles ya
obtenidos evidencié una disminucion en las propiedades antibacterianas de los soles con una
CMI y CMB mayor en comparacion con los soles sin funcionalizar con el PVA (Ag/sol y
Cu/sol), mostrando valores de 2.70 ppm y 5.39 ppm. Los resultados se desglosan en la Tabla.
8. Por este motivo se continud con una evaluacion cuantitativa utilizando los geles
desarrollados con la mayor concentracion de iones en la matriz polimérica (0.10-Ag/sol y 0.10-
Cuf/sol).

Ademas, de acuerdo con las curvas de muerte evaluadas con cada uno de los soles (Figura
29.a-b), se obtuvo que la concentracion inicial del cultivo de E. faecalis disminuy6 desde

6.602 logio UFC mL ' a4.21 £0.07 logio UFC mL™!, 4.06 £ 0.08 logio UFC mL"!, por accién
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de los 1.0-Ag/sol y 1.0-Cu/sol a 1 hora de exposicion mostrando un efecto bacteriostatico. A
las 2 h de accidn, ambos soles mostraron un marcado efecto bactericida con una disminucion
del indculo hasta 0.96 £ 1.66 logio UFC mL ™!y 0.00 + 0.00 logio UFC mL ™ respectiva para
los soles de plata y cobre. Por otro lado, los 0.08-Ag/sol y 0.05-Ag/sol mostraron un efecto
bactericida solo a las 2 h de exposicion, mientras que los 0.08-Cu/sol y 0.05-Cu/sol mostraron
una disminucién del 100% de las colonias a las 2 h de accion.

Al igual que lo observado mediante la microdilusion en caldo, el efecto de la mezcla con las
soluciones de PVA y gelificacion en dos pasos mostrd una marcada disminucion en el efecto
antibacteriano de las NPs en los geles, en donde los pregeles y geles de plata mostraron una
disminucién en el inéculo menor en comparacion con los respectivos soles con valores de
3.69 £ 0.72 logio UFC mL ™! (para Ag/2P pregel)y 5.48 + 0.13 logio UFC mL! (para Ag/2P-
gel) a 1 hora de exposicion respectivamente sin efecto bacteriostatico, ya que la reduccion en
logl0 UFC fue de aproximadamente 1 unidad logaritmica, a pesar de presentaron una
diferencia significativa (p=0.0326) en relacion con el control (sin tratamiento). Mientras que
a las 2 h de exposicion mostraron un efecto bacteriostatico con valores de 2.74 + 1.41 logio
UFC mL! (para Ag/2P pregel)y 3.53 = 0.56 logio UFC mL™! (para Ag/2P-gel) (Figura 29.c-

d.
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Figura 29. Evaluacion biologica de los geles obtenidos mediante la metodologia en dos pasos: a) Curvas de
muerte evaluadas con Ag/soles a diferentes concentraciones frente al control sin material y control bacterial. b)
Curvas de muerte evaluadas con Cu/soles a diferentes concentraciones frente al control sin material y control
bacterial, ¢) Curvas de muerte evaluadas con Ag/2P gel (pregel) y Cu/2P gel (pregel) frente a su respectivo sol
Ag/sol y Cu/sol respectivalente, el control sin material y control bacterial, d) Curvas de muerte evaluadas con
Ag/2P gel y Cu/2P gel frente al control sin material y control bacterial, ) Curvas de muerte evaluadas con
Cu/2P gel frente a su respectivo Cu/sol, el Blanco/2P-gel, el control sin material y control bacterial, f) Efecto
de los Ag/sol, g) Cu/sol y h) Ag/2P-gel y Cu/2P-gel frente a las células HGFs en el tiempo (0 h, 24 h, 48 hy 72
h) en comparacion con el control sin material y los geles Ag/1P-gel y Cu/1P-gel.
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En el caso de los Cu/2P-gel a 1 hora de tratamiento mostraron un efecto bacteriostatico ya
donde la disminucion del indculo fue aproximadamente en 2 unidades logaritmicas,
presentando diferencias significativas con el control y los Ag/2P-gel (p < 0.05) con valores
de 3.51+0.20 logio UFC mL™!. Al pasar 2 h se observaron cambios en el recuento bacteriano
en donde los geles presentaron una disminucién mayor a 3 unidades logaritmicas con valores
de 1.67 + 1.45 logl0 UFC mL™'. Mientras que los pregeles solo mostraron efecto
bacteriostatico a las 2 h de evaluacion. Esto se puede deber al efecto antibacteriano del PVA
con el cual solo se disminuye el in6culo bacteriano en 1 hora de exposicién con valores de
5.43 £0.11 logio UFC mL™! (Figura 29.d-e). El efecto del PVA se observa en menor medida
mientras que las particulas son liberadas al medio y ejercen efecto bactericida a las 2 h en
ambos geles. Cabe destacar que, aunque ambos soles presentaron alta actividad
antibacteriana, los Cu/2P-gel también provocaron una disminucion considerable del recuento
bacteriano en el tiempo, mayor en comparacion con Ag/2P-gel (p < 0.0001 y p = 0.0002),
con un efecto bactericida.

La evaluacion de los Blanco/2P-gel frente a las colonias bacterianas no present6 actividad
antibacteriana con lo cual se atribuye el efecto directamente a la presencia de las NPs en los
geles, principalmente en los geles Cu/2P-gel en los cuales se observaron diferencias
significativas al comparar la actividad con blanco (p<0.0001), en comparacion con los
Blanco/1P-gel los cuales si mostraron un efecto bacteriostatico inhibiendo significativamente
las colonias bacterianas. Este efecto puede ser atribuido a las altas concentraciones de PVA
utilizado, el cual se ha demostrado que también posee una actividad antibacteriana (Ghosh et
al., 2022).

Por otro lado, la biocompatibilidad de los soles y los respectivos geles evaluados en las

células HGFs en el tiempo (0 h, 24 h, 48 h'y 72 h) en comparacion con el control sin material,
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se muestran de la Figura 29.f-h. Los porcentajes de muerte para el control sin material fueron
del 6.3% +03a0h,49% +1.0a24h,3.2%+0.6a48 hy3.0% £ 0.5a 72 h. Se obtuvo
una alta disminucion de las células HGFs entre un 60 y 80% para los Ag/sol y Cu-sol Figura
29.f-g. A diferencia de los geles en un solo paso en los cuales el porcentaje de células muertas
aumento significativamente en el tiempo, los Ag/2P-gel inicialmente presentaron un mayor
porcentaje de células muertas en relacion con los controles (10.0% = 2.0 a 0 h, p=0.007), sin
embargo, estos valores disminuyeron en el tiempo sin diferencias significativas con el control
(5.8% 0.1 a24h (p=0.851),5.1% + 0.7 a 48 h (p=0.278), y 4.9% + 1.3 a 72 h (p=0.270).
Mientras que los Cu/2P-gel al igual que los Cu/1P-gel, presentaron mayor porcentaje de
c¢lulas muertas en relacion con el control (15.6% +1.6a0h, 10.6% +0.2a24 h,9.1% + 2.0
a48 hy 7.9% + 2.1 a72 h con p<0.05). Sin embargo, tanto los geles en un solo paso como
los geles en dos pasos mostraron muerte celular 60 veces menos en comparacion con los
respectivos soles. Aunque se ha reportado ampliamente el uso de NPs como posible
alternativa de desinfeccion en endodoncia, estas han sido no funcionalizadas, es decir sin el
uso de matrices poliméricas biocompatibles. Con nuestra investigacion, se demostré que el
proceso de obtencion de geles nanoestructurados proporciona mejoras en las propiedades de
las NPs, ya que se disminuye altamente su toxicidad al utilizar polimeros inocuos y
biocompatibles, no se altera el tamafio de particula y sus propiedades antibacterianas son
comparables con respecto a los materiales que se usan actualmente en los procesos
endodonticos.

Al comparar las propiedades de los geles en un solo paso y dos pasos, se determinaron
algunos criterios para la seleccion de los geles para la siguiente etapa de evaluacion con la
biopelicula multiespecie, como por ejemplo la consistencia del gel, la actividad

antibacteriana y el efecto citotdxico. Se seleccionaron los Ag/2P-gel ya que si presentaron un
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marcado efecto bacteriostatico y su citotoxicidad fue menor en comparacion con los Ag/1P-
gel con una muerte celular inferior al 5%. Mientras que los Cu/2P-gel se eligieron debido a
que a pesar de que su efecto antibacteriano no disminuy6 el 100% de las colonias como lo
hizo los Cu/1P-gel, la actividad citotoxica de los geles de cobre en dos pasos fue
evidentemente menor con una disminucion de las células HGFs de alrededor de 10% (Figura
29.h).

Estudio antibacteriano ex vivo: los resultados de la actividad antibacteriana a distintos
tiempos de accion utilizando el modelo de pelicula multiespecie se muestran en la Figura 30,
en la cual se observan los porcentajes de volumen de biomasa de células muertas y su
variacion en el tiempo. Ambos geles presentaron un aumento en el porcentaje de volumen de
biomasa de células muertas en el tiempo, con un aumento cercano al 73% y 85%,
respectivamente a las 168 h de uso, presentando diferencias significativas a medida que
aumento el tiempo de aplicacion. Al comparar los tiempos de accion entre 1h y 24 h no hubo
diferencias significativas en los porcentajes de ambos geles con p=0.502 y p=0.912. Sin
embargo, Cu/2P-gel mostré un porcentaje de muerte celular de 25.7% + 9.4 y 84.5% + 7.7,
respectivamente a 1 h y a 168 h, por su parte Ag/2P-gel mostr6 valores de 26.7%+ 4.5 y
73.3% =+ 18.9, respectivamente, presentando diferencias significativas entre ellos con
p<0.0001. Al comparar el cambio de volumenes de biomasa de células vivas y muertas
producidos luego de la accion de los geles y controles por 1 h y 168 h en contacto con la
biopelicula multiespecie madura, se observd que los Cu/2P-gel a 1 h y a 168 h de accion
presentaron menor volumen de biomasa de células vivas en comparacion con el control (p=
0.014). Asimismo, al comparar la accién de los Cu/2P-gel con el NaOCI, no se presentan
diferencias en el volumen de biomasa de células vivas, resultado que no ocurre con el control

Ca(OH), a las 168 h de accion, donde los geles de cobre presentan mayor volumen. Esto
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indica que las propiedades antibacterianas de los Cu/2P-gel son comparables con las

obtenidas bajo el tratamiento con NaOCL.
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Figura 30. Actividad antibacteriana a distintos tiempos de accion utilizando el modelo de pelicula multiespecie:
a) Porcentaje del volumen de biomasa de células muertas de biopelicula multiespecie madura frente a Ag/2P-
gel y Cu/2P-gel a 1 h, 24 h y 168 h de accion. b) Volumenes de biomasa de células vivas y muertas de
biopeliculas multiespecie madura en contacto con Ag/2P-gel y Cu/2P-gela 1 hy ¢) 168 h.

En relacion con Ag/2P-gel a 168 h de accion no presentaron diferencias significativas al
compararlos con el efecto de los Cu/2P-gel (p=0.775). En comparacion con el control de
células bacterianas (biopelicula sin tratamiento) a 1 h no se presentaron diferencias
significativas con un p=0.54, indicando que no hubo efecto antibacteriano hasta dicho tiempo
de evaluacion. No obstante, a las 168 h de accion los Ag/2P-gel presentaron menor volumen
de células en comparacion con el control con un p= 0.045. Asimismo, presentaron mayor
volumen de biomasa de células vivas frente al control NaOCl (p=0.0008).

No existen estudios que analicen actividad antibacteriana de matrices poliméricas de

PVA/PVP con base a soles metalicos frente a una biopeliculas bacterianas multiespecie
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endodontica, sin embargo, hay resultados de AgNPs frente a biopeliculas endoddnticas
monoespecies (Hu et al., 2019)y CuNPs utilizando biopeliculas bacterianas endodonticas
multiespecie, con resultados positivos y comparables con los obtenidos en nuestro estudio
con un modelo de biopelicula multiespecie madura (Rojas et al., 2021). Ademas, las
evaluaciones realizadas con AgNPs recubiertas solamente con PVA frente a frente a
biopeliculas de 48 h de E. faecalis, Candida albicans y Pseudomonas aeruginosa, mediante
ensayo de tincion cristal violeta y su cuantificacion mediante absorbancia, han mostrado que
NaOCI presenta mayor reduccion de la biomasa de biopelicula en los 3 microorganismos
tanto a los 3 como a los 5 minutos de aplicacion (Rojas et al., 2021). Los resultados obtenidos
en nuestra investigacion, demuestran que el uso de los geles obtenidos en dos pasos presentan

mayor o similar actividad con respecto a los controles NaOCl y Ca(OH),.
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Conclusiones

En este estudio se desarrollaron hidrosoles, soles y geles nanoestructurados con AgNPs y
CuONPs mediante diversas estrategias de sintesis en uno y dos pasos, logrando sistemas que
permiten un adecuado equilibrio entre la actividad antibacteriana y citotdxica que se genera
al utilizar los tratamientos de endodoncia convencionales o en su defecto sistemas de NPs
sin funcionalizar. En el proceso de obtencion de los geles nanoestructurados en un solo paso
se llevo a cabo la reduccion de iones metélicos de plata y cobre para formar NPs in situ dentro
de la matriz polimérica de PEG/PVP/PVA mediante el calentamiento asistido por
microondas, sin necesidad de utilizar agentes externos que comprometan las propiedades
biocompatibles de los geles y en periodos cortos de tiempo en comparacion con los métodos
de calentamiento tradicionales donde la eficiencia de la reaccion depende del gradiente de
energia aplicado. El proceso en dos pasos utilizando como base los Ag/soles y Cu/soles
funcionalizados con soluciones de PVA permiti6 obtener geles con consistencia y viscosidad
similares a los materiales utilizados en los tratamientos de endodoncia. Ademas, después de
2 h de tratamiento in vitro, estos geles mostraron una biocompatibilidad mejorada debido a
la participacion de cadenas de PVA y el enlace no covalente con PVP sin entrecruzadores
adicionales, lo que permitio el libre movimiento y la dosificacion gradual de las particulas
metalicas en el medio, durante y después de la disolucion del polimero. Este compartimento
ofrecid una gran ventaja ya que se mantuvo la actividad bactericida de los geles manteniendo
la citotoxicidad controlada.

No obstante, aunque la biocompatibilidad de los Cu/2P-gel fue mejor que la de los Ag/2P-
gel, ambos resaltan la proliferacion celular en tiempo real y presentan propiedades

antibacterianas en con efecto bactericida a las 2 h de evaluacién frente a cepas de E. faecalis.
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Ademas, el utilizar polimeros como PVA y PVP como matriz polimérica ofrecieron ademas
de soporte a las nanoestructuras, ventajas como biocompatibilidad y biodegradabilidad.

Caracteristicas necesarias en un material para aplicaciones biomédicas.
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