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1. RESUMEN

El objetivo de este trabajo es elaborar un nanocompoésito basado en
nanoparticulas de plata (Ag) reducidas y estabilizadas en un matriz biopolimerica
de carboximetil-celulosa (CMC), mediante una ruta de quimica verde para
recubrimiento de mini implantes. Metodologia. Primero se estableci6 el proceso
de formacion de nanoparticulas de plata con carboximetilcelulosa evitando el uso
de otros agentes reductores. Se caracteriz6 la composicién quimica y morfolégica
del nanocompdsito desarrollado mediante espectroscopia de ultravioleta (UV-vis),
microscopia electrénica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés), y algunas
de sus técnicas relacionadas, tales como contraste en Z (STEM, por sus siglas
en inglés) y difraccion de electrones (SAED, por sus siglas en inglés). Ademas,
se evalué la adherencia por medio de microscopia electrénica de barrido (SEM,
por sus siglas en inglés) y espectroscopia de energia dispersada de rayos X
(XEDS, por sus siglas en inglés) en los mini implantes después de sumergirlos
durante 3, 6, 8 y 30 dias en la solucién. Resultados. Se logrdé producir un
nanocomposito Ag- CMC utlizando a la CMC como agente reductor y
estabilizador, obteniendo una reduccién total a Ag® de los iones Ag+ agregados a
la reaccion, segun lo indican los espectros de UV-vis obtenidos. El tamafio de las
nanoparticulas obtenidas tuvo un valor central de 21 nm y una desviacién
estandar de £5 nm, segun el andlisis realizado mediante el STEM. Se logr6 una
mejor adherencia de las nanoparticulas sumergiendo los mini tornillos durante 6
dias en la solucion, segun las observaciones hechas mediante SEM vy el andlisis
elemental realizado mediante el espectro XEDS. Mas aun, en cuanto a la
adherencia del nanocompésito, no hubo diferencia significativa con respecto a
mini implantes arenados previamente en su superficie. Conclusion se logré
sintetizar un nanocomposito basado en nanoparticulas de Ag estabilizadas en el
biopolimero CMC, que se puede depositar como recubrimiento sobre la superficie
de mini implantes de ortodoncia, a partir de una técnica simple.

Director de
tesis:
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Abstract

Development of a silver nanocomposite and its adhesion to miniscrew
implants

Objective. Silver nanoparticles are known to be an effective antimicrobial agent
having great potential in the orthodontic industry. The objective of this research
was to develop a nanocomposite of silver nanoparticles that can effectively
adhere to miniscrew implants (MSI).

Methodos. A nanocomposite composed of silver nanoparticles and
carboxymethyl cellulose was developed. This nanocomposite was produced using
a novel and green synthesis process to minimize environmental damages. The
chemical composition and morphology of the silver nanocomposite was analyzed
by UV spectroscopy (UV-VIS) and by transmission electron microscopy (TEM).
The MSIs were submerged in the nanocomposite for 3, 6, 8 and 30 days. The
adhesion of the silver nanoparticles was evaluated by scanning electron
microscopy (SEM) and X-ray energy dispersive spectroscopy (XEDS).

Results. It was possible to have a nanocomposite of silver nanoparticles using
carboxymethyl cellulose as the only reducing agent and stabilizer, according to
the UV-VIS results obtained. The size of nanoparticles obtained had a mean
value of 21+5 nm according to the analysis conducted by TEM. According to the
observations of SEM and elemental analysis performed using the XEDS an
improved adhesion was achieved by the immersion of the MSIs into the silver
nanocomposite solution for 6 days. Roughening the MSI surfaces showed no
significant difference in levels of adhesion of the nanopatrticles to the MSI.
Conclusion. The combination of this nanocomposite and immersion technique
have shown to be an effective method to adhere silver nanopatrticles to the MSI
surface. The antibacterial and cytotoxic properties of this nanocomposite as
implant coating needs to be further evaluated.
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2. INTRODUCCION

Los mini implantes son cada vez mas utilizados en ortodoncia para realizar
movimientos dentarios sin la necesidad de anclarse en otras estructuras
dentarias lo que ha facilitado la biomecénica en ortodoncia y por lo tanto el

éxito de los tratamientos.

Estos se colocan en el periodonto quedando incluidos la mayor parte en el
hueso vy la parte superior (cuello y cabeza) en mucosa. La insercion del
mini implante asi como la acumulacién de placa promueve la colonizacion
del area alrededor de éste lo que lleva a la formacion de biofilms, lo que

posteriormente puede causar mucositis y peri-implantitis.

La peri-implantitis se considera una inflamacion que afecta el hueso de
sostén del mini implante lo que produce su movilidad. Siendo éste el
principal problema por lo que puede fracasar la utilizacién del mismo. Por
lo que nos planteamos el siguiente problema: ¢Serd posible disefiar un
nanocomposito basado en nanoparticulas de plata que se pueda adherir

de manera simple a mini implantes de ortodoncia?

Actualmente la ciencia y la tecnologia brindan cada vez mas herramientas

como la nanotecnologia que recientemente ofrece nuevas alternativas



para la solucidén de este tipo de problemas; ya que tiene aplicaciones en

ambitos como el industrial, alimenticio, y biomédico.

Recientemente existe la oportunidad de re explorar las propiedades
biomédicas de componentes que son conocidos por poseer propiedades
antimicrobianas mediante la manipulacién de su tamafio y por lo tanto la

alteracion de su efecto.

El objetivo de éste trabajo fue disefiar un compdésito de nanoparticulas de
plata biopolimérico obtenido mediante un procedimiento verde que tenga

una adhesion a los mini implantes.

Por lo cudl se plantearon los siguientes objetivos especificos: Disefar la
metodologia de sintesis de nanoparticulas de plata en
carboximetilcelulosa, sintetizar nanoparticulas de plata mediante la
reduccion de nitrato de plata en carboximetilcelulosa, caracterizar la
composicién quimica y morfolégica del nanocompoésito desarrollado
mediante espectroscopia de ultravioleta-visible (UV-vis) y mediante el
TEM, analizar la adherencia del nanocompdésito sobre mini implantes

mediante SEM y XEDS.

La hipétesis de trabajo fue: “Es posible sintetizar un nanocompdsito
basado en nanoparticulas de plata reducidas y estabilizadas en

carboximetil-celulosa que se adhiera en mini-implantes”

El estudio se clasifica como experimental, longitudinal y analitico.



La finalidad de éste trabajo fué disefiar un nanocompodsito basado en
nanoparticulas de plata estabilizadas en el biopolimero carboximetil-
celulosa (CMC), que puedan depositarse sobre mini implantes dentales,
como posible solucion para prevenir la colonizacidn bacteriana y la
formacion de biofilms y prevenir, de esta manera, la peri-implantitis. Al
poder lograr que el fracaso de los mini implantes a causa de la peri-
implantitis disminuya considerablemente, tendremos mas posibilidades de
tratamiento para ofrecerlo a nuestros pacientes y por lo tanto también
podremos brindar un servicio de mejor calidad, y una atencion integral a

los pacientes.

Se reconoce que existe un incremento en el interés de la explotaciéon de la
tecnologia de las nanoparticulas de plata en el desarrollo de materiales

bioactivos, debido a sus relevantes propiedades antimicrobianas.

Representa un reto utilizar la simultdnea accién de un polimero unido a
nanoparticulas de plata aplicado a los mini implantes en ortodoncia ya que
nos adentra a la posibilidad de aplicar ésta tecnologia a otras areas
biomédicas, especificamente en el area de la odontologia, mejorando la

eficacia y prondstico de muchos tratamientos.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Mini implantes

En ortodoncia los sistemas de fuerza extraoral, como la mascara facial, y
el “head gear” aplican fuerzas a través de las estructuras dentales.
Desafortunadamente, esta aplicacion de fuerza indirecta causa
movimientos indeseables de dientes y limita los efectos ortopédicos. Para
evitar estos efectos indeseados el anclaje en dientes anquilosados o
implantes orales son preferibles. Pero aun que los implantes se
osteointegran la sobrecarga o la infeccion de bacterias alrededor de los
tejidos circundantes al implante puede producir fallas. (De Pauw GA y

cols., 1999)

Los mini implantes son ampliamente utilizados para lograr un anclaje
esqueletal en ortodoncia y en cirugia oral y maxilofacial. En ortodoncia se
han convertido esenciales en proveer un anclaje solido para los
movimientos dentales. En traumatologia maxilofacial y cirugia ortognatica,
son utilizados para lograr una oclusion estable y segura ademas de
facilitar el reposicionamiento temporal intraoperativo. Los mini implantes
pertenecen a la categoria de aditamentos de anclaje temporal (TAD). Este
término denota cualquier tipo de implante, tornillo, o pin insertado para
proveer anclaje esqueletal, que luego sera removido otra vez después de
que el tratamiento haya terminado. Los mini implantes modernos estan

regularmente hechos de componentes de titanio bio-inerte (TiI6A14V),

-5-
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tienen un diametro de 1.2-2.3 mm y miden de largo entre 4 y 15 mm.

(Florvaag B y cols., 2010)

Dependiendo del tratamiento que se tenga que realizar, los mini implantes
pueden ser insertados verticalmente y horizontalmente dentro del maxilar
o la mandibula bajo anestesia local. Los tornillos auto perforantes son
atornillados transgingivalmente con un destornillador o con un contra
angulo quirdrgico en pieza de mano. Antes de que los tornillos auto
penetrantes sean insertados, un agujero piloto debe realizarse del mismo
didmetro. Los mini implantes pueden ser cargados inmediatamente
después de su insercion. La popularidad de los mini implantes radica en
su colocacién simple con un minimo de invasion ademas de su facil
retirado, asi como un alto nivel de confort y relativamente bajo costo para
el paciente. Actualmente existen en el mercado un amplio rango de mini
implantes de diferentes disefios y dimensiones. Difieren en caracteristicas
basicas ejemplo: auto perforantes vs. auto penetrantes, cilindricos contra

conicos, rosca simétrica vs asimétrica y el tipo de cabeza del tornillo.

La literatura actual trata de enfocarse en sus aplicaciones clinicas, en su
biocompatibilidad y en su estabilidad. La falta de estabilidad primaria
tiende a causar que los mini implantes se vuelvan progresivamente mas
moviles hasta que falle el tratamiento. Algunos de los factores que
influencian la estabilidad primaria son el disefio del implante, la calidad del

hueso, y las modalidades de insercion. (Florvaag B y cols., 2010)
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El anclaje esqueletal estd basado principalmente en el principio de
osteointegracion descrito en 1977 por Branemark. La osteointegracion
implica el contacto directo entre el hueso y el implante visible al observarlo
a través de un microscopio optico. Roberts en 1990 expandi6 el concepto
incluyendo: tejido no fibroso entre el implante y el hueso, alto tono a la
percusion, ausencia de deriva fisioldgica, no movimiento bajo cargas
ortodonticas y el equivalente funcional a una anquilosis dental. (Wehrbein

Hy cols., 2007)

3.1.1 Areas de aplicacion para el anclaje esqueletal en ortodoncia:

1.- Anclaje ortoddntico-prostético: los implantes prostéticos son
inicialmente usados como anclaje ortodontico y luego se les agrega el

aditamento que fijara una protesis de reemplazo de la pieza perdida

2.- Anclaje ortodontico: las siguientes son regiones anatémicas que han
sido descritas para la aplicacion de elementos de anclaje esqueletal

ortodoéntico:

a) El tabique interradicular de procesos alveolares edéntulos
b) El area supra-apical e infra zigoméatica
c) El area retromolar del maxilar y la mandibula

d) La parte medial o paramedial de la parte anterior del paladar

Indicaciones para la aplicacion de elementos de anclaje esqueletal

ortodontico:
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a) Cierre de espacios desde mesial

b) Cierre de espacios desde distal

c) Intrusion y extrusion

d) Distalizacion, mesializacion y correccion de linea media

e) Enderezamiento de molares

3.- Anclaje esqueletal para procedimientos ortopédicos (Wehrbein H y

cols., 2007)

El anclaje en el tratamiento de ortodoncia es un el factor mas importante
que afecta el plan de tratamiento y el resultado de éste. Recientemente
aparecieron una gran variedad de implantes para proveer anclaje
absoluto. Los implantes de titanio los cuales originalmente se disefiaron
para ser utilizados como la fijacion intermaxilar o fijaciéon 6sea tienen las
siguientes ventajas: minima limitacion anatomica para su colocacion, bajo

costo, procedimiento quirdargico de colocacion simple.

3.1.2 Usos de los mini implantes

Por lo tanto, los implantes de titanio en varios tamafios han sido utilizados
gradualmente en ortodoncia para producir anclaje absoluto. Con respecto
a los implantes dentales ha sido reportado un rango de éxito de 87% y que
los factores que disminuyen su estabilidad son la edad del paciente de

mas de 40 afos, el disefio y el material de la aleacion. Ademas es muy
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bien conocido que la inflamacion del tejido peri implantar causa pérdida de

hueso permitiendo la movilidad del implante. (Miyawaki S y cols., 2003)

3.1.3 Factores asociados con la estabilidad de los mini implantes

La estabilidad a largo plazo de un implante osteointegrado utilizado como
anclaje para fuerzas ortopédicas u ortodonticas, depende de que ése
resista las fuerzas en todos los planos del espacio. En 1933 se realizd un
estudio (Akin-Nergiz N y cols.,, 1998) para evaluar las reacciones
funcionales y morfologicas del hueso alrededor de mini tornillos en perros,
el grupo experimental constaba de tornillos cargados ortoddnticamente
mientras que el grupo control constaba de implantes osteointegrados
cargados mediante las fuerzas de masticacion. No se observd bolsa
periodontal peri implantal en el grupo control por lo que estos tienen un
potencial como anclaje éseo firme en el tratamiento de ortodoncia y

pueden resistir las fuerzas horizontales de hasta 5 N.

En otro estudio (Miyawaki S y cols., 2003) para evaluar los factores
asociados con la estabilidad de los implantes de titanio colocados en la
region posterior para anclaje ortodontico sefiala que hay factores que no
se correlacionan con el fracaso del implante como: la longitud de los
implantes, edad del paciente, género, apifiamiento de los dientes, relacion
anteroposterior de la mandibula, enfermedad periodontal controlada o

sintomas de la ATM. Mientras que los implantes de titanio con inflamacion
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del tejido peri implantar mostré un significativo menor rango de éxito que

los que no presentaban inflamacion.

Las complicaciones que se pueden producir durante la colocacion de mini
implantes y después de cargarlos ortoddnticamente pueden afectar su
estabilidad y la seguridad del tratamiento del paciente. Mediante el
entendimiento de una técnica de colocacion adecuada, es necesario tomar
en cuenta la densidad del hueso, el tejido alrededor del mini implante, las
estructuras anatomicas regionales y los cuidados del paciente para un

Optimo y seguro éxito de los mini implantes. (Kravitz N. y cols., 2007)

Hay factores que pueden afectar el anclaje temporal proporcionado por un
mini implante. Es importante mencionar también, que los que son
colocados sobre tejido alveolar sin queratina tienen mayores indices de
fracaso que aquellos colocados sobre tejido queratinizado. Esto se debe a
que la mucosa alveolar es movil, y si no tiene queratina es por lo tanto
facilmente irritable y la inflamacion del tejido blando alrededor del mini
implante esta directamente relacionada con el incremento de la movilidad.
Por lo que se concluye que el tejido delgado sin queratina que se
encuentra en la region dentoalveolar o media del paladar es el lugar ideal

para la colocacion de mini implantes. (Kravitz N. y cols., 2007)

-10 -



3.2 Periodonto

La encia representa un sitio Unico en nuestro cuerpo, por que es el unico
lugar donde la continuidad de la capa protectora epitelial es interrumpida
por la protrusion de los dientes dentro de la cavidad oral. Las propiedades
protectoras del epitelio gingival estdn comprometidas frecuentemente por
la colonizacion de microorganismos orales en la region cervical de los
dientes. En la mayoria de las personas, la persistente placa dental resulta
en inflamacion de la encia. En algunos casos con la presencia de
supuestos periodontopatdégenos, como el Actinobacillus
actinomycetecomitans, Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia.

(Monigue T.M. y cols., 2000)

3.3 Respuesta Inmunitaria

El cuerpo humano dispone de diversas formas para defenderse de
agentes extrafios que lo rodean. La primera linea de defensa que posee
es la formada por las barreras fisicas que incluyen la piel que protege
toda la superficie del cuerpo y las mucosas que revisten todos los
organos huecos y cavidades; éstos componentes poseen caracteristicas
gue les ayudan a que los microorganismos no puedan penetrar al
organismo. Una de éstas caracteristicas es que el tejido epitelial que
reviste toda la superficie interna y externa del cuerpo esta conformado por
células muy juntas entre si lo cual le da al tejido la capacidad de ser

impermeable; a su vez ésta puede presentar prolongaciones
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citoplasmaticas en su superficie apical las cuales puedes trasportar
particulas para que éstas sean eliminadas; otra caracteristica es la
capacidad de algunas glandulas anexas a la mucosa digestiva y
respiratoria, junto con algunas células epiteliales de producir moco el cual
sirve para atrapar, disolver y eliminar particulas. Ademas aqui se debe
incluir la accion de lavado que producen las lagrimas, saliva y orina, sobre
la superficie epitelial. Nuestra superficie epitelial es mas que una barrera
fisica a la infeccion, ya que ademas produce sustancias quimicas que son
microbicidas o que inhiben el crecimiento bacteriano. Por ejemplo la
lisozima que es una enzima antibacterial y la fosfolipasa A, las cuales son
secretadas en las lagrimas y la saliva. (Aderem, A. y cols., 1999, Beutler, B y

cols., 2003)

Si un microorganismo cruza la barrera epitelial y empieza a replicarse en
el organismo, en muchos casos éstos son inmediatamente reconocidos
por los fagocitos, o macrofagos, que residen en esos tejidos. Los
macrofagos maduros provienen continuamente de monocitos que dejan la
circulacion para migrar dentro de los tejidos. Estas células son
encontradas especialmente en grandes cantidades dentro del tejido
conjuntivo, en la tinica submucosa del tracto intestinal, respiratoria, y en el
bazo. La segunda mayor familia de fagocitos (los neutrofilos o leucocitos
polimorfonucleares), son células que viven en abundancia en los vasos
sanguineos, pero no los encontramos presentes en tejidos normales o

sanos. Ambas células fagociticas juegan el rol clave en la respuesta
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inmune innata, por que pueden reconocer, ingerir y destruir muchos

patégenos sin la necesidad de una respuesta inmune adaptativa.

Un importante efecto de la interaccion entre patdgenos y macréfagos en
los tejidos es la activacion de éstas células para liberar citocinas,
quimiocinas y otros mediadores del proceso inflamatorio en los tejidos.
Ademas atraen neutrofilos y proteinas del plasma al sitio de la infeccion.

(Harrison, R.E. y cols., 2002, Janeway, CA y cols., 2002)

3.4 Proceso Inflamatorio

Se refiere a la reaccion del organismo frente a una lesion tisular ya sea
causado por algun material biolégico (bacteria, toxina, parasito, etc.),
agente quimico, fisico o bien algin material inerte. Esta reaccion es la
principal defensa del cuerpo, se lleva a cabo en el tejido conjuntivo y su

finalidad es delimitar la lesién ya que al principio es un proceso local.

La inflamacion juega tres roles esenciales en el combate a la infeccion. El
primero es la liberacibn de moléculas efectoras adicionales y células al
sitio de la infeccién. La segunda es proveer una barrera fisica en la forma
de contraccion microvascular para prevenir la diseminacion de la infeccion
a través del torrente sanguineo. La tercera es promover la reparacion del
tejido danado. La inflamacion en el sitio de la infeccion se inicia por la

respuesta de los macrofagos ante algan patégeno.
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La respuesta inflamatoria es ocasionalmente caracterizada por dolor,
calor, tumefaccion, rubor, pérdida de la funcién en el sitio de la infeccion,
reflejando 4 tipos de cambios locales en los vasos sanguineos. El primer
cambio es el incremento del diametro vascular, incrementando el flujo
local de sangre (por lo que se produce el calor y el rubor), una reduccion
en la velocidad del flujo de sangre especialmente a través de vasos
sanguineos pequefios. El segundo cambio es que las células del endotelio
son activadas para expresar moléculas de adhesién que promueven el
binding de circulacion de leucocitos. La combinacién del lento flujo de
sangre y las moléculas de adhesién permiten que los leucocitos se
adhieran al endotelio y migren al interior de los tejidos, un proceso llamado

extravasacion.

Todos estos cambios son iniciados por la liberacibn de citocinas y
guimiocinas producidas por los macrofagos activados. Una vez iniciada la
inflamacion, los primeros glébulos blancos que llegan al sitio de la lesion
son los neutrofilos. Estos son seguidos por los monocitos, los cuales se
diferenciaran en el tejido conjuntivo en macréfagos. En estados
posteriores de la inflamacion otros leucocitos como eosindfilos y linfocitos
también llegan al sitio de la lesion. El tercer mayor cambio es los vasos
sanguineos locales es el aumento de la permeabilidad. Aunque las células

endoteliales normalmente estan muy juntas unas de otras, éstas
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comienzan a separarse, permitiendo la salida de fluidos y proteinas desde
la sangre y su acumulacion en los tejidos. Este acontecimiento es

conocido como edema.

Estos cambios son inducidos por la liberacion de una variedad de
mediadores como consecuencia del reconocimiento de patégenos por los
macrofagos. Estos incluyen los lipidos mediadores de la inflamacion:
prostaglandinas, leucotrienos y platelet-activating factor (PAF) los cuales
son rapidamente producidos por los macrofagos. Estas acciones son
seguidas por las citocinas y quimiocinas que son sintetizadas y secretadas
por los macrofagos en respuesta a patégenos. La citocina TNF-Alfa por
ejemplo, es un potente activador de células endoteliales. (Janeway, CA 'y

cols., 2002, Larsson, B.M., y cols., 1999, Van der Poll y cols., 2001)

El proceso inflamatorio en respuesta a la infeccion bacterial es mediado
por citocinas proinflamatorias como el TNF alfa, interferbn gama y las
interleucinas lbeta, 6 y 12, las cuales entre otras propiedades biologicas
inducen la destruccion de tejidos mediante la activacién de colagenasa y

otros factores proinflamatorios. (Poliana Mendes Duarte y cols., 2009)

3.5 Mucositis

Asi se le denomina a la respuesta inflamatoria inicial a la colonizacion

microbiana sobre la superficie de los implantes. Esta es una condicién
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inflamatoria reversible limitada a los tejidos blandos alrededor del implante
sin que haya perdida de hueso. Cuando esta inflamacion se dispersa
apicalmente produce pérdida de hueso de soporte (peri-implantitis)

(Commander Brett Metcalf, DC vy cols., 2008)

3.6 Peri-implantitis

La peri-implantitis se define como un proceso inflamatorio que afecta los
tejidos alrededor de un implante osteointegrado en funcién, resultando en
una pérdida de hueso de soporte. Hace algunos afos estudios de
seguimiento infrecuentemente reportaban alguna incidencia de peri-
implantitis, por lo que se creia que esto era un fenbmeno muy raro. Sin
embargo datos recientes indican que la peri-implantitis es un problema
clinico comun después de 10 afios de haber estado en funcion. Como los
implantes se han convertido en una cada vez mas comun alternativa de
tratamiento para la pérdida de dientes, el nuUmero de casos de peri-
implantitis ha ido incrementando y seguird aumentando en el futuro.
(Poliana Mendes Duarte y cols., 2009, Renvert S y cols., 2008, Frank

Schwarz y cols 2006)

La etiologia infecciosa de la peri-implantitis es evidente. Un potencial de
cicatrizacion de los tejidos peri-implantales siguiendo la supresion de la
microbiota peri-implantal, por que la limpieza mecéanica alrededor de los

implantes es obstaculizada y frecuentemente una estructura de superficie
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rugosa, el uso de debridamiento mecanico solo puede no ser suficiente
para suprimir la microflora a un nivel asociado con la salud clinica. Se ha
recomendado el uso de clorhexidina topica para el tratamiento de
infecciones peri-implantales tempranas. Sin embargo algunos autores no
encontraron diferencia en usar la clorhexidina durante el debridamiento

mecanico o realizando solo el debridamiento. (Renvert Sy cols., 2008)

3.7 Colonizaciéon microbiana

La cavidad bucal representa un sistema fluido perfecto en el cual la
microbiota presente en la saliva puede colonizar los dientes y las
superficies artificiales siguiendo el depdsito de una pelicula que contiene
glucoproteinas. Ademas, las bacterias pueden acumular en ciertos nichos
ecologicos los cuales proveen condiciones ecologicas Optimas para el
crecimiento, divisién, asi como en las bolsas periodontales, amigdalas y
criptas de la lengua. (Lang NP, Wilson TG y cols. 2000).

La presencia de bacterias alrededor de los implantes pueden crear un
riesgo para el éxito del tratamiento. Ademas la presencia de un gran
namero de anaerobios Gram negativos en el surco alrededor del implante
por lo que es frecuente asociar ésto con la peri-impantitis, pérdida de
hueso marginal y por lo tanto la falla del implante. (Paolantonio M y cols.,

2008, Paolantonio M y cols., 2008)
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Se ha mostrado in vitro e in vivo que las bacterias pueden penetrar la
cavidad interna del implante como consecuencia de filtracion en la
interface del implante-pilar o por atrapamiento durante la colocacion del
implante en implantes con pilar accesorio. Las poblaciones de bacterias
asociadas son frecuentemente del tipo periopatdgenas. La penetracion de
bacterias a la parte interna del implante produce un reservorio de
bacterias que ha sido asociado con un area inflamada de tejido conjuntivo
frente a la union de accesorio-pilar, aun bajo condiciones clinicamente
saludables. Numerosos esfuerzos se han realizado para reducir la
colonizacion interna de bacterias en los implantes a corto plazo, para lo
que se han utilizado sustancias como la clorhexidina. (Paolantonio M y

cols., 2008)

3.8 Microbiologia del implante dental

Mombelli y cols en 1988 publicaron un estudio que concluye que después
de dos semanas de haber colocado implantes transmucosos en pacientes
edéntulos se habia establecido la microbiota en el surco peri-implante, la
cual predominantemente estaba formada por bacterias facultativas gram
positivas muy parecidas a la microbiota asociada con la gingivitis.

Asi también en pacientes edéntulos, la flora fue establecida rapidamente y

mas del 85% de los microrganismos encontrados e identificados en el
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microscopio fueron cocos, y mas del 80% de las bacterias cultivadas

fueron cocos facultativos Gram positivos.( Mombelli, Ay cols., 1988)

En 1990 Mombelli y colaboradores investigaron la microflora asociada con
implantes osteointegrados que servian exitosamente como pilares para
sobredentaduras en 18 pacientes edéntulos 2 afios después de su
colocaciéon. Encontraron que mas del 50% de los organismos cultivados
fueron cocos anaerobios facultativos, y 17% fueron anaerobios
facultativos, mientras que anaerobios gram negativos se encontraron solo
en 7%. Fusubacterium sp y Prevotella intermedia se encontraron en 9%
delas muestras mientras que no se encontraron Porphyromonas gingivalis

ni Espiroquetas. (Mombelli Ay cols., 1990)

Similar a lo que ocurre en pacientes parcialmente desdentados, asi como
también se ha identificado la microbiota en infecciones peri-implantes es
muy similar a la de las bolsas periodontales con periodontitis avanzada.

(Lang NP y cols., 2000)

Estudios longitudinales han mostrado que implantes exitosos son
colonizados principalmente por Gram positivos, flora facultativa la cual se
establece poco después de la implantacion. En pacientes con pérdida de
hueso y formacion de bolsas alrededor de los implantes, sin embargo, una

flora diferente fue encontrada: bacterias anaerobias Gram-negativas,
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particularmente Fusubacterias sp, Espiroquetas sp y Prevotella intermedia
fueron frecuentemente presentes en altas proporciones. Por lo que el
tratamiento antimicrobial con agentes especificamente activos en contra
de anaerobios pueden detener la progresion de infecciones alrededor del

implante en algunos casos. (Mombelli, Ay cols. 1993)

Otros estudios demuestran que sitios infectados alrededor de implantes
qgue fracasaron pueden alojar un complejo microbiota con una gran
proporcion de patégenos periodontales bien conocidos como
Porohyromonas gingivalis, Prevotella intermedia y Fusubacterium

nucleatum. (Commander Brett Metcalf y cols., 2008)

3.9 Aspectos Diagndsticos

3.9.1 Sangrado al sondeo

Sangrado al sondeo (BOP) representa un parametro clinico el cual se

define como la presencia de sangrado justo después de haber penetrado

con la sonda periodontal dentro del surco alrededor del implante o de una

bolsa periodontal utilizando una fuerza gentil, habiendo estandarizando

previamente el tamafio de la sonda asi como la fuerza. En un periodonto
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sano y normal la fuerza usada para sondear es de 0.25 N. (Lang, N.P y

cols. 2000)

3.9.2 Profundidad de bolsay pérdida de insercion

Se refiere al sondeo periodontal para determinar la profundidad de bolsa y
el nivel de insercion en relacion a la union cemento esmalte, la cual es la
mas ampliamente utilizada como parametro clinico en la practica
periodontal. En ves de relacionar la profundidad de bolsa a la unién
cemento esmalte en el caso de los implantes los examinadores pueden
utilizar como marca el hombro del implante para que sea facil de localizar
en la préactica clinica. Sondear alrededor de los implantes orales debe
considerarse un parametro clinico sensible y repetible para monitorear a
largo plazo los tejidos mucosos alrededor del implante. (Lang, N.P y cols.

2000)

3.9.3 Parametros clinicos diagnosticos de la peri-implantitis
a) Presencia de placa o célculo
b) Profundidad de bolsa peri implante (debera ser menor de 3mm)
c) Presencia de sangrado al sondeo
d) Presencia de supuracion

e) Adelgazamiento de la encia insertada
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f) Evaluacion radiografica para monitorear los niveles de las crestas
oseas
g) Movilidad (Lang, N.P y cols. 2000, Commander Brett Metcalf y cols.,

2008)

3.10 Terapia antimicrobial

Tratar de remover mecénicamente de depdsito de bacterias sobre los
implantes podria dafiar su superficie si se realiza con instrumentos
comunmente utilizados como las curetas periodontales. Para mejorar la
resistencia a la carga mecénica de los implantes actualmente casi todos
poseen una superficie rugosa en el area donde se llevara a cabo la
osteointegracion. Sin embargo se sabe que este tipo de superficie puede
ser colonizada por bacterias y el debridamiento mecénico tiene un efecto
limitado y puede no remover completamente las bacterias. Por esto se han
recomendado la utilizacion de agentes quimicos. Muchos clinicos irrigan el
espacio alrededor del implante con soluciones antisépticas como la
clorhexidina al 0.12% sin que se hayan encontrado efectos

microbioldgicos clinicos. (Renvert S y cols.2008)

Se ha recomendado el uso de clorhexidina topica para el tratamiento de
infecciones peri-implantales tempranas. Sin embargo algunos autores no
encontraron diferencia en usar la clorhexidina durante el debridamiento

mecanico o realizando solo el debridamiento. (Renvert S y cols.2008)
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Hay algunos estudios donde la combinacion de terapia sistémica
antimicrobial y debridacion mecanica si tiene efectos en la resolucion de la

peri implantitis. (Renvert S y cols.2008)

3.11 Prevalencia de Peri-Implantitis

La peri-implantitis es una enfermedad que hay aumentado
considerablemente su prevalencia y su tendencia indica que seguira
aumentando a medida que la utilizacibn de los mini implantes siga
expandiéndose, el promedio de prevalencia segun estudios es de 8.9-

47%. (Koldsland OC y cols. 2010, Jain J y cols. 2009)

3.12 Particulas De Plata

Por miles de afos las particulas y los iones de plata han sido utilizados por
sus propiedades bactericidas. Los ancestros de los romanos trataron su
agua con monedas de plata, una tradicion que aun continua en muchas
sociedades, incluso en programas del espacio para la purificacion del
agua a bordo de la nave espacial Apollo y en la estacion espacial MIR.

(Melaiye, A y cols 2005)
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El uso de la plata como agente antimicrobial en estudios clinicos también
tienen una larga historia. En 1884 Crede ginecologo aleman, uso 1% de
solucion de nitrato de plata para eliminar la ceguera causada por
infecciones post parto en recién nacidos. En 1920 la US Food and Drug

Administration aprobd el coloide de plata para el tratamiento de heridas.

Con el advenimiento de los antibiéticos en los afios 40°s la investigacion
sobre la aplicacion médica de la plata disminuyé dramaticamente. Sin
embargo en 1964 Moyer y cols. fueron los primeros en usar solucion de
nitrato de plata al 0.5%en la arena quemada. La cual incremento de nueva
cuenta el interés en la investigacion de la plata. Cuatro afios después en
1968, Se introdujo una crema al 1% de sulfadiazina de plata (SSD), la cual
se convirti6 en uno de los principales agentes antimicrobiales tépicos
usados para tratar infecciones en heridas por quemaduras en las ultimas

cuatro décadas. (Jain J y cols. 2009)

Al principio del siglo 20 las infecciones en heridas por quemaduras fueron
la principal fuente de morbilidad y mortalidad (mas del 50%) en pacientes
guemados. Heridas por quemaduras alteran tanto las barreras de la piel
sana como muchas de los mecanismos sistémicos de defensa del
huésped, lo cual los vuelve mas susceptibles a la colonizacién microbial

resultando en el desarrollo de sepsis en heridas por quemaduras. La piel
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guemada se vuelve vulnerable a las infecciones invasivas microbiales de
todo tipo hasta que se completa la reparacion epitelial. La terapia
antimicrobial topica para controlar la colonizacion y proliferacion de
patdgenos microbiales incluyendo organismos resistentes a multiples
drogas es el mas importante método para tratar las heridas por
guemaduras. A éste respecto, agente microbiales que contienen plata han
revolucionado el cuidado de heridas por quemaduras y redujo

significativamente la morbilidad y mortalidad. (Jain Jy cols. 2009)

3.13 Nanotecnologia

Aunque hay diversas definiciones de nanotecnologia, entre las que
podemos mencionar dos establecidas desde épticas diferentes y que son:
‘es el disefio, caracterizacibn y produccion de nanoestructuras,
nanodispositivos y nanosistemas novedosos a partir de ‘controlar’ la
forma, el tamafo y las propiedades de la materia a dicha escala con el
objeto de su uso en diversas aplicaciones”, o bien: “es la generacion y
aplicacion del conocimiento en materiales que por sus dimensiones
(generalmente iguales o menores a los 100 nm) tienen propiedades
explicables mediante la combinacion de las fisicas cuéantica y clasica. El
aspecto mas importante es que los materiales formados por particulas del

orden de los nanémetros (10° metros) adquieren propiedades
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inesperadas en relacién a los mismos materiales formados por particulas a

escalas mayores.

Para explicar las propiedades de los &tomos, moléculas y racimos
(clusters en inglés), es necesario utilizar la fisica cuantica, al llegar a los
nanomateriales es necesario utilizar tanto ambas teorias, después cuando
se considera un material como en masa (bulk en inglés), ya la teoria

cuantica es inaplicable utilizando solo la mecanica clasica.

Ademas en la actualidad ha surgido el término “materiales funcionales”,
con el cual se engloban, ademas de las propiedades fisicas y quimicas
extraordinarias de los materiales hanométricos, las actividades de que son
capaces de desarrollar los materiales como efecto de varias propiedades.
Como ejemplos de materiales funcionales se pueden mencionar: La
dosificacion localizada de medicamentos, la fotocatalisis, la hipertermia
localizada, la accion bactericida, el censado de gases y biomoléculas y

otras.

Las nanoparticulas de plata en particular, poseen propiedades
interesantes con aplicaciones en diversas areas tecnoldgicas. Aln cuando
se tenian antecedentes de la utilizacion de nanoparticulas metalicas, no es
sino hasta 1857 que Faraday realiza el primer estudio sistematico de
nanoparticulas, presentando un estudio de la sintesis y propiedades de

coloides de oro.
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3.13.1 Aplicaciones de nanoparticulas metélicas:

Se han utilizado gasas para quemaduras o heridas que contienen
nanoparticulas de plata, creada por una compafia canadiense Weistmer

gue se utilizan en la mayoria de los hospitales para quemaduras

Adhesivo dental de 3M “Adper Single Bond Plus Adhesive” contiene
nanoparticulas de silicio para formar uniones mas fuertes con el esmalte

(Claudia E y cols.,)

3.14 Nanoparticulas de plata

La convergencia de la nanotecnologia con la medicina ha agregado una
nueva esperanza en la terapéutica y la farmacéutica. Las nanoparticulas
de plata son ampliamente utilizadas en medicina, fisica, ciencia de los
materiales y quimica. Sin embargo el progreso rapido de la
nanotecnologia ha sido acompafiado de insuficiente informacién de la
identificacion de su potencial téxico. La exposicion a nano materiales
ocurre a través de la inhalacion, ingestion, inyeccion para propositos
terapéuticos y a través de contacto fisico en heridas o abrasiones de la
piel. Estudios in vivo muestran que la exposicidbn a las nanoparticulas
puede resultar en inflamacion, estrés oxidativo, infarto al miocardio y

trombosis. Ademas algunas nanoparticulas pueden alterar la
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permeabilidad de las barreras sanguineas del cerebro. (Asharani PV y

cols. 2009)

Las nanopatrticulas de plata son clasificadas como agentes antimicrobiales
y son ampliamente utilizadas para tratar heridas, quemaduras e
infecciones relacionadas con catéteres, incluso complejos de plata se han
utilizado para decorar dulces y como componentes de aleaciones
dentales. Algunos reportes demostraron la toxicidad del nitrato de plata
sobre fibroblastos dérmicos humanos y sobre especies acuaticas. Se cree
que las nanoparticulas de plata alteran la estructura de la membrana
mediante la adicién del sulfuro a las proteinas que contiene la membrana
plasmética celular produciendo dafio a la membrana celular de la bacteria.

(Asharani PV y cols. 2009)

La mayoria de las infecciones nosocomiales asociadas con el uso de
catéteres son causadas por estafilococos coagulasa-negativa como el
Staphylococcus epidermidis. Infecciones causadas por S. aureus,
Enterococcus sp y E. coli son también frecuentes y son algunas veces
asociadas con el incremento a la resistencia de los antibidticos. Un
pequefio porcentaje infecciones relacionadas con catéteres son causadas
por otras bacterias como P. aeruginosa y Klebsiella sp pneumonia y
principalmente por Candida spp. Los catéteres recubiertos con

nanoparticulas de plata son un método efectivo para prevenir el

-28-



crecimiento y la formacién del biofilm para la mayoria de éstos patégenos

in vitro. (Roe D y cols. 2008)

Las bacterias resistentes a drogas estan emergiendo, su perfil de
resistencia presenta el principal desafio para contener la expansion y su
impacto sobre la salud humana. Actualmente mas del 70% de
infecciones bacteriales nosocomiales en USA son resistentes a uno o
mas antibidticos de los més tradicionalmente utilizados para eliminarlas.
Por lo que la gente que resulta infectada con un microrganismo resistente
a alguna droga usualmente gastan mas tiempo en el hospital y requiere
tratamientos donde se utilicen dos o tres antibiéticos y es menos efectivo,
mas toxico y mas costoso. La actividad bactericida de las nano particulas
de plata en contra de bacterias resistentes a mdultiples drogas pueden ser
utilizadas acompafadas de otros avances en técnicas de impregnacion y
tecnologia en polimeros para expandir el rango de aplicaciones de éstas
nano particulas en la preservaciéon de comida, desinfeccion de equipo
médico y descontaminacion de las superficies de objetos como juguetes o

utensilios de cocina (Humberto H y cols., 2010)

La adhesion de bacterias a superficies de varios materiales como
implantes médicos (catéteres urinarios) pueden llevar a la formacién de
biofilms y la aparicion de enfermedades infecciosas. Recubiertas
antibacteriales que pueden ser facilmente aplicadas a diferentes tipos de

superficies para prevenir la proliferacion de microrganismos peligrosos
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podrian minimizar estas situaciones indeseables. Estas particulas pueden
ser incorporadas dentro de materiales que son procesados desde
suspensiones o0 emulsiones como cubiertas de polvo y pigmentos, y
también pueden ser usadas como relleno en varios aditamentos médicos.

(Daeyon Lee y cols. 2005)

3.15 Propiedades de las nanoparticulas de plata

Las propiedades fisicas y quimicas de las nanoparticulas de plata que son
responsables de su actividad antimicrobiana ha sido estudiada con nano

particulas cuasi esféricas (9 nm de diametro aproximadamente)
sintetizadas a partir de la reduccion de iones de plata utilizando

borohidruro de sodio., en relacion a su sensibilidad a la oxidacion,
actividad en contra de bacterias resistentes a la plata, actividad
dependiendo del tamafio y la solucion electrolitica y dispersa. Las
nanoparticulas de plata parcialmente oxidadas tienen propiedades
antimicrobianas. Los niveles de absorciébn quimica de la plata que se
forma sobre la superficie de las particulas, como ha sido revelado por
cambios en la superficie plasmon resonance absorption durante la
oxidacion y reduccion, correlacionan bien con la actividad antimicrobial
observada. La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata
estan relacionadas con el tamafo; por ejemplo, las particulas de menor

tamafio representan una actividad antimicrobiana mas alta con respecto a
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su equivalente en bulto o microestructurada. EI agregado de nano
particulas de plata en un medio con alto contenido electrolitico, resulta en
la pérdida de la actividad antimicrobiana. Sin embargo la mezcla con
albumina puede estabilizar las nanoparticulas de plata en contra de la
agregacion, permitiendo que posea su actividad antimicrobiana. (Lok CN y

cols., 2007)

3.15.1 Mecanismo de accion de las nanoparticulas de plata

El comportamiento bactericida de las nanoparticulas es atribuido a la
presencia de efectos electronicos que a su vez se derivan de los cambios
en la estructura electrénicas en su superficie (M. Raffi y cols., 2008). Los
iones de plata interactian fuertemente con los grupos tiol de enzimas
vitales y las inactivan. Se ha sugerido que el DNA pierde su capacidad de
replicacion una vez que las bacterias son tratadas con iones de plata. Las
nanoparticulas de plata desestabilizan el potencial de membrana
plasmatica y la disminucion de los niveles de ATP intracelular resultando

en la muerte de la célula. (M. Raffi y cols., 2008).

3.15.2 Toxicidad de las nanoparticulas de plata

En el 2009 (P. V. AshaRani y cols 2009). se realizé un estudio donde se

evaluo la toxicidad de las nanoparticulas de plata utilizando fibroblastos
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pulmonares humanos (IMR-90) y células de un glioblastoma humano
(U251). La toxicidad fue evaluada valorando cambios en la morfologia
celular, viabilidad celular, actividad metabdlica y estrés oxidativo. Las
nanoparticulas de plata redujeron el contenido celular de ATP causando
dafio a la mitocondria e incremento en la produccién de especies reactivas
de oxigeno (ROS) de acuerdo a la dosis manejada. El dafio del DNA fue
medido mediante un gel de electroforesis y prueba de “cytokinesis blocked
micronucleus assay” (CBMN), la cual fue también dependiente de la dosis
utilizada y mas prominente en las células cancerigenas. El tratamiento con
nanoparticulas causo un arresto del ciclo celular en la fase Gy/M
posiblemente tratando de reparar el dafio del DNA. Se mostr6 una masiva
apoptosis y necrosis. El andlisis al microscopio electrénico de transmision
(TEM por sus siglas en ingles) indic6 la presencia de nano particulas de
plata dentro de la mitocondria y el nucleo, implicando su involucramiento
directo en la toxicidad de la mitocondria y el dafio del DNA. Un posible
mecanismo de toxicidad es propuesto el cual involucra la interrupcion de la
cadena respiratoria mitocondrial permitiendo la produccion de ROS y la
interrupcion de sintesis de ATP, lo cual causa dafio en el DNA. (P.V.

AshaRani y cols 2009).
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4. MATERIALES Y EQUIPO
4.1 Materiales

v' Carboximetilcelulosa de viscosidad grado reactivo de Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO)

v Nitrato de plata grado reactivo de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)

v" Agua desionizada

v" Mini implantes de titanio marca infinitas™ (DB Orthodontics, United
Kingdom)

v Oxido de aluminio 90 pm marca TruEtch (Ortho Technology,

Tampa, Florida, USA)
4.2 Equipo

v' SEM (Microscopio electrénico de barrido, marca FEI, modelo FEG
NOVA NanoSEM)

v" TEM (Microscopio electrénico de transmision, marca FEI, modelo
Titan G2 80-300).

v’ Espectrofotdmetro (marca Perkin-Elmer, modelo Lambda 35)

v Estufa

v Balanza analitica (BOECO GERMANY BBL31)

v" Micropipetas

v' Termogravimétro (PerkinElmer STA 6000)
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4.3 Metodologia

4.3.1 Preparacion del composito de nanoparticulas en

carboximetilcelulosa

1. Se preparé una disolucién stock de CMC con DS = 1.2 al 15
mg/mL.
2. Se agregaron 20 mL de disolucién de CMC a un matraz de tres
bocas y se agitd vigorosamente a temperatura ambiente.
3. Se prepard una disolucion de AgNO3; al 0.482 mg/mL, se la
siguiente manera:
e Se disolvieron 96.4 mg AgNO3 en agua desionizada y se aforo a
10 mL para obtener disolucion de la sal a [AgNO3] = 9.64
mg/mL.
e Se tom6é 1 mL de esta disolucion y se afor6 a 10 mL para
obtener disolucién de la sal a [AgNO3] = 0.964 mg/mL.
e Se tomaron 5 mL de esta disolucién y se aforo a 10 mL para
obtener disolucién de la sal a [AgNO3] = 0.482 mg/mL.
4. Se agreg6 10 mL de disolucion de sal al [AgNOg3] = 0.482 mg/mL,
preparada en el paso anterior, al reactor con CMC y se incrementd
su temperatura a 90 °C. La reaccién se mantuvo en reflujo durante

24 hrs.
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5. Se dejo enfriar la muestra resultante bajo condiciones de ambiente
y se aforo a 50 mL con agua desionizada para obtener una
concentracion [Ag] = 0.06 mg/mL.

6. Se caracterizo la muestra resultante por UV-Vis y TEM.

7. Se purificd durante 24 hrs utilizando una membrana de celulosa en

agua desionizada.

Condensador ——

«——Termémetro
(90°C)
D / Reflujo
Plancha de
«—— agitacion y

calentamiento
(200 rpm)

Boca libre
para verter ———
reactivos

4.3.2 Caracterizacion del nanocompdésito

Las muestras sintetizadas fueron caracterizadas por técnicas de
microscopia electronica de transmisién, tales como campo claro (BF, por
sus siglas en inglés), difraccion electrones (SAED, por sus siglas en
inglés) y microscopia electronica de barrido en transmisién (STEM, por sus
siglas en inglés), asi como también por la técnicas de espectroscopia de

ultravioleta-visible (Uv-vis).
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4.3.2.1. Microscopia electrénica de transmision

El estudio por microscopia electrénica de transmisién del nhanocompdésito
sintetizado se realiz6 con la finalidad de observar la estructura cristalina y
morfologia de las particulas sintetizadas en el medio biopolimérico. Para
este estudio, una alicuota de la muestra fue depositada en una rejilla de
cobre, de malla 200 que se encuentra recubierta con una pelicula de
carbén amorfo, con un patrén denominado lacey por el fabricante (EMS,
Electron Microscopy Sciences). La caracterizacion de las muestras fue
conducida en un microscopio electronico modelo Titan G2 80-300, marca

FEI a un voltaje de aceleracion de 300 kV bajo condiciones de alto vacio.

4.3.2.2 Espectroscopia de ultravioleta-visible

La caracterizacion por espectroscopia de ultravioleta-visible se realiz6 con
la finalidad de estimar la eficiencia de la reaccion una vez transcurrido el
tiempo establecido para la reaccion de reduccion de la plata en el medio
biopolimérico. Para este estudio, 4 mL de las muestras, en forma de
dispersiéon acuosa, fueron medidas en el, utilizando un intervalo de
longitudes de onda de entre 200 y 900 nm. Asimismo, se obtuvo,
utilizando este intervalo, el espectro correspondiente al nitrato de plata, en
forma de disolucion acuosa, utilizado para la sintesis de los

nanocompodsitos preparados.
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4.3.3 Acondicionamiento de solucion y mini implantes

4.3.3.1 Prueba de determinacion del tiempo requerido para la

deposicion de las nanoparticulas

Muestras de mini implantes fueron sumergidas en solucion de CMC-AgNp
durante 3, 6, 8 y 30 dias (3 mini implantes en cada tiempo) a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo los mini implantes se retiraron de la
solucion y fueron colocados en la estufa durante 30 minutos a 65°C para

ser secados.

4.3.3.2.Prueba de determinacion del tratamiento de la superficie
mediante el arenado de los mini implantes para la deposicién de las

nanoparticulas.

Muestras de mini implantes Infinitas fueron arenados en su superficie con
particulas de Oxido de aluminio de 90 um con la finalidad de crear una
superficie porosa para posteriormente ser sumergidas en solucién de
CMC-AgNp durante 6 dias (tiempo que fue el ideal estimado para la
depositacion de las nanoparticulas de plata). Posteriormente fueron

colocados durante 30 min en la estufa para su secado a 65°C.
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4.3.4 Caracterizacion y analisis de la adherencia del nanocompdésito

sobre mini implantes mediante SEM y XEDS

Se utilizé microscopia electronica de barrido para determinar la efectividad
de la adhesion de las nanoparticulas y mediante XEDS se ratificd la
presencia de plata mediante la composicion quimica. Este estudio fue
conducido fijando los mini-implantes, impregnados y sin impregnar, a
portamuestras para SEM mediante el uso de una cinta de grafito de doble
cara. Posteriormente, los portamuestras fueron intoducidos a la camara
del microscoscopio, la cual fue posteriormente cerrada para extraerle el
aire y crear las condiciones de vacio necesarias para la operaciéon de
microscopio. Las muestras fueron analizadas a voltajes de aceleracién de
10, 15 y 20 kV, utilizando las sefiales de electrones secundarios y

retrodispersados, en un Nova NanoSEM FEG, marca FEI.

4.3.5 Determinacion de la concentracion de nanoparticulas de plata

depositadas sobre los mini implantes.

La determinacion de la cantidad de nanoparticulas de plata que se
depositaron sobre los mini implantes se realiz6 mediante 3 métodos

diferentes: determinacion mediante balanza analitica, determinacion
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mediante el analisis de absorbancia en el espectroscopio y mediante el

analisis por Termogravimetria (TGA).

4.3.6 Determinacién mediante balanza analitica

Los mini implantes fueron pesados en una balanza analitica de la serie
PCE-LS antes de ser colocados en un 1 ml de la solucion de CMC-AgNp
medido mediante una micropipeta, se dejaron en la solucion durante 6
dias (tiempo que fue el ideal estimado para la deposicion de las
nanoparticulas de plata). Transcurrido el tiempo se dejaron escurrir
completamente durante 10 minutos, se hicieron mediciones del peso de
los tornillos en la misma balanza analitica cada hora hasta que ya no hubo
variacion en el peso, para comprobar de ésta manera si hubo variacion en
el peso antes y después de la deposicion de las nanoparticulas (secado

hasta peso constante).

4.3.7 Determinaci6én mediante el analisis de absorbancia en el

espectroscopio

Se midi6 la absorbancia mediante espectroscopia UV de la solucién de
CMC-AgNp antes de sumergir en ella los mini implantes con la finalidad de

determinar la concentracion de nanoparticulas de plata, posterior a la
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deposicion durante dias teniendo mucha precaucion se saco el tornillo y
se escurriéo durante 10 min la solucién sobre el mismo recipiente con la
solucion al que se le habia medido la absorbancia para inmediatamente
después de la deposicion volver a realizar el analisis de absorbancia y
poder comparar si hubo algin cambio en la concentracion de

nanoparticulas en la solucién.

4.3.8 Analisis termogravimétrico (TGA)

La termogravimetria es un tipo de analisis térmico que examina la
variacion de la masa de una muestra como una funcién de la temperatura
en el modo de escaneo o como una funcion de tiempo en el modo
isotérmico. Se utiliza para caracterizar la descomposicion y la estabilidad
térmica de los materiales bajo una variedad de condiciones y para
examinar la cinética de los procesos fisicoquimicos que se producen en la

muestra. (T. Hatakeyama, 1999)

Se determiné el peso de los mini implantes antes de la deposicién de las
nanoparticulas, mediante el TGA. Las mediciones se realizaron desde una
temperatura inicial de 25 °C hasta una temperatura de 500 °C con una

velocidad de calentamiento de 10 °C/min con la finalidad de eliminar en su
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totalidad la humedad que pudiera contener el mini implante y que el peso
final fuera solo del mini implante, éste proceso se repiti6 3 veces para
cada mini implante. Posteriormente los mismos mini implantes fueron
sometidos al proceso de deposicion de las nanoparticulas, se secaron en
la estufa durante 30 minutos y se realizaron las mediciones del peso
mediante el mismo procedimiento es decir mediante el TGA colocando las
muestras desde una temperatura inicial de 25 °C hasta una temperatura
de 500 °C con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min con la
finalidad de eliminar en su totalidad la humedad que pudiera contener el
mini implante y que el peso final fuera solo del mini implante y las
nanoparticulas en su superficie para poder restar el peso inicial (antes de

la deposicion)
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RESULTADOS

5.1 Caracterizacion del material nanocompadsito Ag CMC

La Figura 1 muestra las caracteristicas cristalinas y morfolégicas de las
nanoparticulas de plata sintetizada, utilizando la CMC como agente
reductor y de estabilizacion de tamafo. La Figura 1(a) y (b) muestran
imagenes obtenidas por la técnica de contraste en Z (STEM), a bajas y
altas magnificaciones, respectivamente, y en donde es posible observar
una alta densidad de nanoparticulas cuasi-esféricas (estructuras
brillantes), que aparentan estar dispuestas en la matriz de CMC. Mas aun,
como lo sugieren estas imagenes, la distribucion de tamafio de éstas es
estrecha, con un valor central 21 nm y una desviacion estandar de 5 nm.
Lo anterior es confirmado por la Figura 1(d), en donde se muestra el
gréfico de dicha distribucién. Asimismo, la Figura 1(c) muestra una imagen
obtenida por la técnica de campo claro (BF), en donde se observa
nanoparticula, cuyo arreglo cristalino puede identificarse como congruente
con el reportado para la familia de planos {311} (véase la medicion de
distancia interplanar) de la estructura cristalina de la plata. Mas aun, como
lo muestra el inserto en esta figura, correspondiente a un patrén de
difraccién de electrones, es posible identificar reflexiones correspondientes

a las familias de planos {111}, {220} y {311} reportadas para la plata.
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Figura 2. Imagenes de TEM obtenidas del material nanocompdésito: (a) imagen
de STEM en que se muestran cumulos de nanoparticulas; (b) imagen de STEM
en que se observa, a mas altas magnificaciones, cuatro de estos cumulos; (c)
imagen de BF en que se observa a altas magnificaciones, la cristalinidad de una
de las nanoparticulas de este material [inserto: patrén de difraccion de
electrones, obtenido de la zona mostrada en (b)]; (d) distribuciéon de tamafio de
particula obtenida para este material.

En la Figura 2 muestra los espectros de UV-vis obtenidos del material

nanocomposito sintetizado (AgCMC) y de la disolucion de nitrato de plata
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(AgSOL) utilizada como precursor para su sintesis. Como se observa, la
curva correspondiente a AgCMC no muestra bandas atribuibles a la
excitacion del ion Ag*, como la mostrada a 302 nm en el espectro de
AgSOL. En su lugar se puede notar una banda a 410 nm, misma que
puede atribuirse al fendmeno de resonancia plasmonica a la superficie de
las nanoparticulas de plata; la resonancia plasmonica esta relacionada a
la absorcién de radiacion electromagnética de cierta frecuencia, que
provoca la vibracion sincrona de un gran numero de electrones en la
banda de conduccion de un metal. Este resultado indica que la totalidad

de los iones Ag* agregados a la reaccién fueron reducidos a Ag’.

AgSOL
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Fligura 2. Espectros de UV-vis obtenidos de la disolucion de nitrato de plata (AgSOL)
utilizada en la sintesis del material nanocompdésito, y el medido de dicho material
(AgCMC).
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5.2 Andlisis de la adherencia del nanocompésito AQCMC al mini-

implante

La Figura 3 muestra la topografia y composicién quimica del mini-implante
antes de ser inmerso en la disolucién de material nanocomposito. La
Figura 3(a) muestra un imagen a bajas magnificaciones (80 X) del mini-
implante. Asimismo, en la Figura 3(b) se observa el espectro EDS
obtenido de la zona indicada en (a). Como se muestra, la composicién del
mini-implante es esencialmente la de una aleacion de titanio,

convencionalmente usada en aplicaciones medicas.

Elemento | %Peso
Aluminio | 15.50
Titanio 82.42
Vanadio 2.09
A Total| 100

375 800 1225 1650 2075 2500 2926 3350 305

Energy (keV)

Figura 3. Imagenes de SEM obtenidas del mini mplante antes de sumergirse en la
disolucién de material nanocompésito: (a) imagen obtenida a 80 X en la que se observan
la topografia del mini-implante; (b) espectro de XEDS y tabla de composicion de la zona

indicada en (a).
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5.2.1 Muestras 3 dias

La Figura 4 muestra imagenes de SEM del mini implante que fue
sumergido en la disolucién de material nanocomposito por un periodo de 3
dias. La Figura 4(a) muestra una imagen en la que se pueden apreciar
algunos agregados de particulas dispersas en el mini implante. Asimismo,
la Figura 4(b) muestra el espectro obtenido por la técnica de XEDS, de la
zona indicada en la Figura 4(a). En este espectro es posible notar la
presencia de sefiales atribuibles a plata, aunque, el contenido en peso
obtenido de esta zona es primordialmente el de los elementos presentes
en la composicion del mini implante, titanio y vanadio. Asimismo, es
posible detectar trazas de carbon y sodio, atribuibles a la matriz de CMC,

en la cual las nanoparticulas de plata se hallan embebidas.

Elemento | %Peso (b)
Carbo6n 1277

Sodio 141
Aluminio | 5.21
Plata 12.02
Titanio 65.91
4| Vanadio 2.68
Total

Figura 4. Imagenes de SEM obtenidas del mini mplante sumergido en la disolucién de
material nanocomposito por 3 dias: (a) imagen a magnificacion de 20 000 X en la que se
observan la morfologia de los agregados de particulas adheridos en el mini implante; (d)

espectro de XEDS y tabla de composicion de la zona indicada en (a).
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5.2.2 Muestras 6 dias

La Figura 5 muestra imagenes de SEM del mini implante que fue
sumergido en la disolucién de material nanocompasito por un periodo de 6
dias. La Figura 5(a), muestra, a bajas magnificaciones, la zona del mini-
implante en la que el material nanocompésito se encuentra adherido
(véase zona indicada en el cuadro rojo). Asimismo, la Figura 5(b) muestra
una gran cantidad de agregados de particulas, que se ubican en la zona
indicada en (a). En la Figura 5(c) es posible observar la morfologia de
dichos agregados, misma que es anéloga a la de los agregados de gran
tamafio observado en la Figura 1(a). El estudio de la composicién quimica,
de la zona indicada en la Figura 5(c), revela un importante contenido en
peso de plata, asi como de titanio y vanadio, atribuible a la composicion
reportada por el fabricante del mini implante [véase Figura 4(d)]. De igual
manera, es posible detectar trazas de carbdn, atribuibles a la matriz de

CMC.
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| Elemento | %Peso
Carbén 5.44
Oxigeno 4.18

1.38

52.84

Titanio 34.03
Vanadio 2.13
Total| 100

o

Al

100 200 300 400 500
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Figura 5. Imdgenes de SEM obtenidas del mini-implante sumergido en la disolucién de
material nanocompoésito por 6 dias: (a) imagen obtenida a bajas magnificaciones (150 X),
en donde se indica la zona que se encuentra impregnada de material nanocompdsito; (b)
imagen a magnificacion de 2 000 X obtenida de la zona indicada en (a); (c) imagen
obtenida, a altas magnificaciones (8 000 X), de los agregados de nanoparticulas
observados en (b); (d) espectro de XEDS y tabla de composicion de la zona indicada en

(c).

5.2.3 Muestra de 8 dias

La Figura 6 muestra imagenes de SEM obtenidas del mini implante
sumergido en la disolucién de material nhanocompdésito por 8 dias. De
manera analoga a lo observado en los mini implantes sumergidos 4 y 6
dias, la imagenes 6(a) y 6(b) revelan que el material impregnado en este

mini implante esta compuesto de particulas agregadas en torno a una
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matriz. Asimismo, se observa una densidad de material impregnado

similar a la observada en el mini implante sumergido por 6 dias.

Figura 6. Imagenes de SEM obtenidas del mini implante sumergido en la disolucién de
material nanocompaosito por 8 dias: (a) imagen obtenida a bajas magnificaciones (15 000
X), en donde se observan agregados de particulas impregnados en el mini implante; (b)
imagen a magnificacion de 30 000 X tomada de la zona indica en (a).

5.3 Acondicionamiento de solucién y mini implantes

5.3.1 Prueba de determinacion del tratamiento de la superficie de los

mini implantes para la depositacion de las nanoparticulas.

Por otro lado, a fin de promover una mejor adherencia del material
nanocompaosito al mini implante, se opto por el arenado de una muestra de
estos, para posteriormente sumergirlo en la disolucion de material

AgCMC.

La Figura 7 muestra imagenes de SEM obtenidas del mini implante

sometido al proceso de arenado y sumergido en la disolucion de material
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nanocompasito por un periodo de 6 dias. La Figura 7(a) muestra, a bajas
magnificaciones (2 000 X), la morfologia de la zona del mini implante que
fue arenada, asi como también el material AQCMC adherido a ella. La
Figura 7(b) muestra que la morfologia del material adherido es analoga a
la observada en los mini implantes que no fueron arenados, asi como que
la densidad de material nanocompdsito en la zona impregnada es similar a
la observada en el que se sumergié durante el mismo periodo de tiempo,

sin arenar, en la disolucibn mencionada, imagen a magnificacion de 8 000

Figura 7. Imagenes de SEM obtenidas del mini implante sometido al proceso de arenado
y sumergido en la disolucién de material nanocomposito por un periodo de 6 dias: (a)
imagen obtenida a bajas magnificaciones en donde se observa material nanocompésito
adherido al mini implante; (b) imagen que muestra la zona indicada en (a).

5.4 Determinacién de la concentracion de nanoparticulas de plata

depositadas sobre los mini implantes.
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5.4.1 Determinacién mediante balanza analitica

Con la finalidad de estimar la cantidad de material nanocompdsito
adherido al mini-implante, se opto por el pesado de éstos antes y despues
de la depositacion del dicho material. La tabla 1 muestra los resultados de
la medicion del peso de los mini-implantes utilizados. Como se observa,
mediante esta tecnica no fue posible observar una variacion significativa
en el peso medido en ambos casos. Debido a ello, se opto por realizar una
medicion més precisa de la cantidad de material nanocompésiuto adherido
a los mini-implantes, utilizando la tecnica de espectroscopia de

ultravioleta.

Tornillo
Antes de Alas 3 Alhrenla Alhrenla Alhrenla Alhrenla

sumergir hrs estufa estufa2 estufa3 estufad

0.1350 g 0.1352 0.1352 0.1350 0.1350 0.1350
1 0.1350 g 0.1353 0.1353 0.1350 0.1350 0.1350
0.1351¢g 0.1353 0.1352 0.1349 0.1350 0.1350
0.1342 g 0.1344 0.1344 0.1344 0.1344 0.1344
2 0.1342 g 0.1344 0.1344 0.1344 0.1344 0.1344
0.1342 g 0.1345 0.1344 0.1343 0.1343 0.1343
0.1344 g 0.1344 0.1345 0.1345 0.1345 0.1345
3 0.1344 g 0.1343 0.1345 0.1344 0.1344 0.1344
0.1344 g 0.1345 0.1345 0.1345 0.1345 0.1345
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5.4.2 Determinacién de la concentracion de nanoparticulas de plata

mediante espectroscopia de ultravioleta-visible (Uv-vis).

La Figura 8 muestra los espectros de UV-vis, adquiridos de la muestra de
material nhanocompdsito antes y después de sumergir el mini implante
durante 6 dias. Como se observa, no existe diferencia significativa en la
magnitud de la absorbancia en la banda relacionada a la SPR de las
nanoparticulas de plata. Lo anterior sugiere que la cantidad de
nanoparticulas de plata adheridas al mini implante es tan pequefia que la
resolucion que esta técnica brinda no es suficiente para cuantificarla de
manera precisa. En dicho caso, se recurri6 al pesado de los mini-

implantes en una termobalanza.

408 nm
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Absorbancia
o
&

054

T T T T T ,
250 300 350 400 450 500 550 600
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5.4.3 Andlisis de termogravimetria

La Figura 9 muestra la grafica de la diferencia de peso entre el mini
implante con y sin depdsito que corresponde precisamente a la cantidad
de material depositado durante la inmersion del mini-implante en la
disolucion del nanocomposito, apreciandose un peso inicial de 8.34 mg.
En la Figura 10 se muestra un acercamiento, en el intervalo mostrado, de
la Figura 9, en donde se puede apreciar como el peso de la muestra,

luego de su secado a 100 °C, se estabiliza en 0.08 mg.

120
& 8.345 mg
8.00
100
6.00 80
.
? ju
3
Y > 60 ®
(7]
¢ 4.00 g
B g
a0
2.00
. 20
Residuo \
0.00 0
0 10 20 30 40 50
Tiempo (min)

Figura 9. Curva termogravimétrica de la diferencia de peso entre el mini
implante recubierto y sin recubrir.
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Figura 10. Zoom de la curva termogravimétrica de la figura 9 mostrando el
peo residual.
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5. DISCUSION

Los resultados obtenidos por microscopia electrénica de transmision y sus
técnicas relacionadas, tales como STEM y SAED, sugieren la existencia
de nanoparticulas de plata embebidas en la matriz de CMC, cuya
morfologia es cuasi-esférica y que muestran un tamafio de 21 nm £ 5 nm.,
de acuerdo a la distribucién obtenida de su medicion aunque se pudieron
encontrar también formando agregados. El espectro de UV-vis demostro
que la totalidad de los iones Ag* agregados a la reaccion fueron reducidos
a Ag® lo cual significa que el nitrato de plata se convirtié en nano particulas

de plata.

Este hecho es apoyado por los resultados obtenidos por la técnica de
espectroscopia de ultravioleta, en donde fue posible observar una banda

atribuible al SPR reportado para las nanoparticulas de plata.

Por otro lado, como lo sugiere el estudio por microscopia electronica de
barrido de los mini-implantes impregnados con el material nanocompésito,
la adhesion de dicho material resulto ser efectiva en zonas como los hilos
de los mini-implantes e invariable con respecto a su acondicionamiento

mediante arenado.
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Asimismo, como lo indican los resultados de la determinacion de la
cantidad de material nanocompdsito impregnado en los mini-implantes, la
concentracion de nanoparticulas de plata adheridas a estos fue tan
minima que fue imposible establecerla de manera confiable mediantes las

técnicas empleadas para este cometido.

Al respecto encontramos que el peso inicial de 8.345 mg, (Fig 9), indica la
cantidad de nanocompésito depositado en el mini implante mas agua
enlazada posiblemente absorcion y adsorcidbn (puentes hidroégeno
polimero — H20 y Ag — H20), ya que se puede apreciar que al calentar a
100 °C se pierde rapidamente casi toda la masa depositada, siendo
necesario re-escalar la gréfica para observar que el residuo es menor a
0.1 mg (Figura 10) magnitud que esta en los limites de la resolucion del

equipo.

Haciendo los calculos pertinentes (Ecs. 1 — 3) para determinar el espesor
que tendrian peliculas de CMC-AgNp a partir del peso de la pelicula
(datos de termogravimetria), sobre un mini implante simplificado (Fig. 11),

usando para tal efecto la densidad del compdésito,
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A =D H, +7ZD2(H1 - HZ) Para el calculo de areas en secciones tubulares

[1]

2 Para el calculo del area en secciones conicas

[2]

Vr =Ae Para el calculo del volumen

[3]

Figura 11. Esquema del mini implante para célculos de espesor de pelicula o

depdsito.

Donde las dimensiones del mini implante D1, D2, H1 y H2 se muestran en

la figura 003 y “e” es el espesor de la pelicula, encontrando que el espesor

calculado para 0.08 mg de nanocompdsito es de 593 nm, pelicula que
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contendria 0.00079 mg de nanoparticulas de plata. Debido a que estas
magnitudes estan en el limite de la sensibilidad del equipo, solo podemos
asegurar que la pelicula depositada tiene un espesor menos a los 593 nm

y contiene una cantidad de plata menor a 8e-4 mg de plata.

Lo anterior a punta a que la concentracion de nanoparticulas de plata
adheridas efectivamente al mini-implante es bastante inferior a la de éstas
en la disolucién de material nanocompdsito que se uso para impregnarlos
(60 ppm). Mas auln, sugiere que, a reserva de los resultados que pudiera
arrojar el estudio de su citoxicidad, los mini-implantes impregnados tienen
potencial de aplicarse como remedio para prevenir la peri-implantitis en
virtud de las bien conocidas propiedades bactericidas de la plata (Jain J y

cols., 2009, Asharani PV y cols., 2009).

La carboximetilcelulosa es un poli sacarido natural compuesto por grupos
carboximetil, enlazados a algunos grupos hidroxilos presente en polimeros
de la glucopiranosa. Demostro ser un buen agente reductor y estabilizador
del nanocompaosito similar a otros biopolimeros que se han utilizado como
el almidon (Torres A. y cols., 2009) o el quitosan (Travan A y cols., 2009).
El cual ha demostrado tener una muy buena efectividad en contra de
bacterias tanto Gram + como Gram -. Se ha demostrado de polimeros

como el quitosan no posee efectos citotoxicos sobre tres diferentes lineas
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de células eucariotas, esto por el hecho de que las nanoparticulas,
inmovilizadas en la matriz del polimero, pueden excretar sus propiedades
antimicrobianas por simple contacto con la membrana de las bacterias,
mientras que no pueden ser introducidas al interior de las células

eucariotas. (Travan Ay cols., 2009)

La liberacion de plata es activa en contra de microrganismos que son
comunmente responsables de infecciones, proponemos que la deposiciéon
de nanoparticulas de plata sobre los mini tornillos nos brinde una
proteccion local en contra de infecciones sin riesgo de toxicidad sistémico

dada la matriz polimérica en la que se encuentran las nanopatrticulas.

La plata ha sido conocida por sus propiedades antimicrobianas en ultimas
décadas (Jain J y cols., 2009, Asharani PV y cols., 2009). Estas
propiedades antimicrobianas son atribuibles a que las nanoparticulas
alteran la estructura dela membrana mediante la adicion del sulfuro a las
proteinas que contiene la membrana plasmatica celular produciendo dafio
a la membrana celular de la bacteria (Asharani PV y cols., 2009). El 1988
Maki propuso el uso de recubrimiento de una matriz de colageno
biodegradable con plata para prevenir la colonizacion bacteriana. (Maki
DG y cols., 1988) desde entonces se han reportado diferentes métodos

para recubrir materiales con plata que se utilizan en el area médica como
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catéteres (Roe D y cols., 2008) lentes de contacto (Santoro CM y cols.,
2007) y otros dispositivos médicos (Samuel U y cols. 2004, Bosetti My
cols., 2002). La plata es un agente antiséptico que ha sido efectivo en una
variedad de materiales, incluyendo vidrio, polimero y titanio. (Gibbins B y

cols., 2005)

Se han desarrollado diferentes métodos para crear dispositivos como por
ejemplo catéteres que sean capaces de liberar plata. Estos métodos
pueden ser deposicibn mediante un haz de electrones, y distribucién
submicrénica de particulas metalicas de plata en la matriz de poliuretano
del catéter (Sioshansi P., 1994) y la impregnacion del catéter con
nanoparticulas utilizando dioxido de carbono supercritico (Sioshansi P.,
1994). Sin embargo éstos métodos son complicados y caros, asi que
actualmente se buscan alternativas para la deposicion directa de las
nanoparticulas sobre superficies metalicas como las de titanio (Liao Juan
Zhu y cols., 2010) que reduzca el costo del proceso, que sean efectivas y
gue el proceso no sea complicado, lo cual se propone con la elaboracién

de éste trabajo.

Las imagenes obtenidas del SEM mostraron las nanoparticulas esparcidas
sobre la superficie de los mini tornillos formando grumos, sin embargo no

se observé una capa completamente homogénea sobre toda la superficie,
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tal como lo reportaron Liao Juan y cols. al recubrir discos de titanio con
nanoparticulas de plata, también observaron que las nanoparticulas se
encontraban esparcidas sobre la superficie del titanio con un didmetro
aproximado de 100 nm. Las nanoparticulas de plata formaron agregados y

no se observo una cubierta homogénea. (Liao Juan Zhu y cols., 2010)

-61-



7 CONCLUSIONES

En éste trabajo se logro exitosamente la obtencion de un nanocompdsito
basado en nanoparticulas de plata, reducidas y estabilizadas en una
matriz del biopolimero CMC. Mediante la metodologia seguida para su
sintesis fue posible obtener una distribucion de tamafio aceptable, asi

como también un material bastante estable en suspension acuosa.

En este trabajo de investigaciéon también fué posible recubrir mini-
implantes dentales, lo cual posiciona a este material como candidato
idoneo para su aplicacion en terapias con las que se busca aminorar las
reacciones inmunes Yy microbianas resultantes de las practicas

odontoldgicas en las que éstos son indispensables.

El rol de la carboximetilcelulosa no fue solo de agente reductor sino
también de agente estabilizador del nanocompdésito, teniendo una
distribucion mas o menos homogénea con un didmetro aproximado de 21

nm 5 nm.

La reproduccion y la distribucién del tamafio junto con una estabilidad
demostrada de las nanoparticulas a través del tiempo fueron obtenidas de

manera satisfactoria.

Se logré la reducciéon completa del nitrato de plata a plata elemental

utilizando a la carboximetilcelulosa como agente reductor y estabilizador.
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