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Resumen

En la actualidad uno de los tratamientos más solicitados en la práctica  odontológica sin duda es la ortodoncia, que se encarga de mantener la relación funcional, armónica y estética del complejo dentocraneal, mediante el uso de aparatología fija y removible. El control de la placa dentobacteriana es especialmente importante durante el tratamiento ortodóntico, debido a que las áreas de los dientes que se encuentran cerca de los brackets y alambres son difíciles de limpiar con el cepillo dental, lo que da como resultado el acumulo de residuos de comida o de placa dental, causando con esto caries y enfermedad periodontal. Por lo que el objetivo de este estudio, fue evaluar las propiedades antimicrobianas de las nanopartículas NPs de plata (Ag), dióxido de titanio (TiO2) y plata/dióxido de titanio, sintetizadas sobre la superficie de brakets cerámicos de α- alúmina.

Las NPs de plata y dióxido de titanio plata se sintetizaron mediante un método químico simple, estas fueron caracterizadas mediante XRD, SEM, TEM y XPS, mientras que la actividad antimicrobiana se probó frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli usando la prueba de difusión. Se observó la forma y el tamaño de las diferentes nanopartículas mediante TEM siendo esta de 4.2 nm para   plata,
3.6 nm para dióxido de titanio y 31 nm para plata/dióxido de titanio, las NPs que presentaron mayor actividad antibacteriana fueron las de plata y la combinación de plata con dióxido de titanio, las que menos actividad antimicrobiana mostraron fueron las de dióxido de titanio.

Los resultados de este estudio mostraron que mediante el método químico sencillo se pueden sintetizar nanopartículas de plata y dióxido de titanio sobre la superficie de α-alúmina proveniente de brackets cerámicos estéticos, con buena actividad antimicrobiana, con la posibilidad de disminuir la caries dental, enfermedad periodontal y lesiones de mancha blanca generadas durante el tratamiento de ortodoncia.
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Abstrac

Currently one of the most popular treatments in dental practice is undoubtedly orthodontics, which is responsible for maintaining functional, harmonious and aesthetic dentocraneal complex relationship, using fixed and removable  appliances. The control plaque is especially important during orthodontic treatment, because the areas of the teeth that are located near the brackets and wires are difficult to clean with a toothbrush, which results in the accumulation of waste food or dental plaque, causing this decay and periodontal disease. The objective of this study was to evaluate the antimicrobial properties of silver nanoparticles (AgNPs), titanium dioxide (TiO2) and silver/titanium dioxide, synthesized on the surface of ceramic braces of α-alumina.

The NPs silver and titanium silver dioxide were synthesized by a simple chemical method, these were characterized by XRD, SEM, XPS and TEM, the antimicrobial activity was tested against Staphylococcus aureus and Escherichia coli by diffusion test. The shape and size of the different nanoparticles was observed by TEM this being 4.2 nm to silver of 3.6 nm for titanium dioxide and 31 nm for silver/titanium dioxide, the NPs presented greater antibacterial activity were silver and silver combination with titanium dioxide, which showed less antimicrobial activity were  the titanium dioxide.

The results of this study showed that by that simple chemical method can be synthesized silver nanoparticles and titanium dioxide on the surface of α-alumina from brackets, ceramic aesthetic, with good antimicrobial activity and the possibility of reducing tooth decay dental, periodontal disease and white spot generated during orthodontic treatment.
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Introducción

En la actualidad uno de los tratamientos más solicitados en la práctica  odontológica sin duda es la ortodoncia, que se encarga de mantener la relación funcional, armónica y estética del complejo dentocraneal, mediante el uso de aparatología fija y removible.

El control de la placa dentobacteriana es especialmente importante durante el tratamiento ortodóntico, debido a que las áreas de los dientes que se encuentran cerca de los brackets y alambres son difíciles de limpiar con el cepillo dental, lo que da como resultado el acumulo de residuos de comida o de placa dental, causando con esto caries y enfermedad periodontal.

Sería altamente deseable que los componentes de la aparatología fija (brackets, arcos, bandas, ligadura), fueran elaborados con un material que tuviera una propiedad de ayudar a prevenir la adhesión de la placa dental o que desintegrara los productos adhesivos de las bacterias.

Es bien sabido que el dióxido de titanio (TiO2) tiene propiedades fotocatalíticas y puede proporcionar una nueva herramienta para la prevención de la  contaminación bacteriana y la desinfección. Al igual que las nanopartículas de plata (AgNPs), que son un potente bactericida y antifungico.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Introducción a los Nanomateriales


En los últimos años, hemos experimentado una nano-revolución científica donde la nanotecnología y las nanociencias son consideradas como una parte muy importante en el progreso tecnológico futuro, debido al enorme potencial para la manipulación de la materia a esta ultrapequeña escala nanométrica (1-100 nm) [1,2].

La Nanociencia es el estudio de la materia a nivel nanométrico, en esta escala las propiedades físicas y químicas cambian en comparación a los sistemas macroscópicos, convirtiéndolas en únicas. La Nanociencia estudia materiales y fenómenos en diversas áreas del conocimiento, tales como la Química (por ejemplo, para estudios de catálisis y de reactividad química) o la Física (en el estudio de propiedades magnéticas y mecánicas). Otra disciplina que ha despertado interés en la Nanociencia es la Biología a través del estudio de estructuras y procesos biológicos en la escala nanométrica. A esta área se la denomina Bionanociencia ya que uno de sus principales objetivos es obtener conocimiento de procesos inspirados por la naturaleza para abordar problemas en Medicina, Biotecnología, Farmacología, Odontología, etc. [3]

El término Nanotecnología se emplea para describir la creación y manipulación de materiales con características estructurales dentro de la escala nanométrica. La nanotecnología abarca la producción y aplicación de materiales a escalas que van desde los átomos o moléculas individuales hasta materiales con dimensiones de 100 nm (nanómetros) en sistemas biológicos, físicos y químicos. El objetivo de esta tecnología es innovar y desarrollar nuevos dispositivos de impacto en diferentes áreas, como por ejemplo, en la conversión de energía, almacenamiento de información, administración de fármacos y mejora de la calidad de los materiales de uso médico y odontológico. [3]
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)El primero en hablar sobre esta tecnología fue hecha en 1959 por Richard P. Feynman, ganador del primer Nobel de Física, quien auguró una asombrosa cantidad de descubrimientos que tendrían un gran impacto en la ciencia por ser asociados a nuevas tecnologías y que permitirían la manipulación de estructuras en la escala atómica y/o molecular. Hubo que esperar aproximadamente 20 años para que se desarrollaran las técnicas experimentales que permitieran analizar estructuras a escala nanométrica, como la microscopía de fuerza atómica (AFM) y microscopía de efecto túnel (STM). Estas técnicas permiten “observar” y además manipular materiales a escala atómica o molecular [3].

Se denomina nanomateriales a aquellos materiales que miden entre 1 y 100 nm  en al menos una de sus dimensiones [4]. En particular, las nanopartículas (NPs) son aquéllos nanomateriales con tamaño menor de 100 nm. Las características de los materiales tradicionales dependen de cómo se comportan los electrones y de cómo están ordenados los átomos en la materia. Esto también ocurre en el caso de los nanomateriales, pero además es importante considerar las características particulares que surgen de las dimensiones del propio material y de la elevada proporción de la superficie de los átomos. Es por ello que éstos presentan propiedades físicas y químicas novedosas que pueden ser utilizadas en diferentes aplicaciones nanotecnológicas. Por ejemplo, los nanotubos de carbono presentan una mayor resistencia y dureza con respecto al carbono a nivel macroscópico [3].

Una de las clasificaciones propuestas y más acertadas para los nanomateriales se divide con base a sus dimensiones, estableciéndose cuatro categorías: 0D, 1D, 2D y 3D, [5] como se muestra en la figura 1 a través del microscopio electrónico de transmisión (TEM). A la vista de esta definición de nanomaterial, no se debería incluir en la categoría de nanoestructuras los materiales llamados 3D, ya que  todas sus dimensiones serán mayores de 100 nm, sin embargo, se consideran materiales nanoestructurados 3D a aquellos que presentan una estructura interna controlada a escala nanométrica replicándose en las 3 direcciones del espacio.
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Figura 1. Microfotografías TEM de diferentes materiales nanoestructurados: (a) nanopartícula de Fe (nanoestructura 0D), (b) nanotubo de sílice (1D), (c) grafeno (2D), (d) Material mesoporoso MCM-48 (3D) [1].


Una de las principales ventajas en el caso de las nanopartículas metálicas es la existencia de una serie de estados discretos de energía que aumentan conforme disminuye el tamaño de la nanopartícula.

Las nanopartículas metálicas, en 1857, Faraday realizó un primer estudio sistemático, basado en la síntesis y propiedades de suspensiones coloidales de oro [6]. Desde entonces, las nanopartículas metálicas se han utilizado ampliamente, especialmente en catálisis, durante los últimos años se ha logrado la mayor parte de los avances en este campo [7].

El conocimiento de las características propias de las nanopartículas, las cuales permiten variar las propiedades físicas y químicas en función de sus dimensiones y no sólo mediante variaciones en su estructura y composición, como sería la manera tradicional, ha generado una intensa actividad investigadora en esta área, gracias a la cual se han desarrollado nuevos métodos de síntesis químicos y físicos, con el fin de poder diseñar sus dimensiones, forma, composición así como
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Los métodos de fabricación de los nanomateriales en general se dividen en dos categorías: ¨top-down¨ (de arriba hacia abajo) o ¨bottom- up¨ (de abajo hacia arriba). El método ¨top-down¨ se lleva a cabo a partir de materiales de grandes dimensiones que se reducen hasta alcanzar tamaños de pocos nanómetros empleando técnicas como la molienda o desgaste. El método ¨bottom- up¨  consiste en la construcción de estructuras a partir de átomos o moléculas en fase gaseosa o en solución, parecido a lo que ocurre en la síntesis de proteínas, ADN o estructuras celulares en los seres vivos. Este último método es el más usado para la fabricación de nanomateriales [4,8].

Los nanomateriales han recibido especial atención por sus singulares propiedades electrónicas, magnéticas, ópticas y catalíticas [4]. En el área de Biomedicina, hay dos características relevantes que los distingue de los demás materiales: 1)  debido a su tamaño pueden llegar con mayor rapidez y efectividad a un blanco elegido luego de ser administrados y, 2) la relación área/volumen es mayor que en un material macroscópico, lo cual permite modificar su superficie con una mayor cantidad de moléculas activas y ofrece una mayor exposición del nanomaterial ante el blanco elegido [9]. Cuando estos nanomateriales se combinan con ciertas moléculas de interés biológicos (antibióticos, factores de crecimiento, proteínas, etc) mediantes enlaces covalentes, interacciones electrostáticas o de afinidad, se producen materiales con una capacidad de reconocimiento excepcional que pueden ser empleados en el desarrollo de nuevos biosensores, sistemas de diagnóstico y de liberación de fármacos [5]. Estas características ubican a las NPs entre los nanomateriales más elegidos dentro de esta área con posibles aplicaciones terapéuticas o de diagnóstico [10], desde marcadores [11] a biosensores [12].
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Una de las principales ventajas de dichas nanopartículas metálicas es la  existencia de una serie de estados discretos de energía en comparación con el estado convencional de energía en los metales, que aumentan conforme disminuye el tamaño de la nanopartícula.

Éste fenómeno conlleva una disminución de la densidad de los estados electrónicos que puede facilitar la movilidad de las nanopartículas entre estados y, por tanto, una alta especificidad dependiendo de la aplicación (por ejemplo en medicina, éste fenómeno en nanopartículas de Ag da lugar a la existencia de especies migratorias Ag+ que poseen una elevada especificidad por el azufre y el fósforo).

Sin embargo, este pequeño tamaño y elevadas áreas superficiales les confiere  una gran inestabilidad debido a sus elevadas energías superficiales, de tal forma que tienden a agregarse minimizando su energía con el objeto de estabilizarse. Se han descrito diversos métodos con el objeto de estabilizar nanopartículas, entre los que se incluyen la adición de ligandos orgánicos [15, 16], agentes de recubrimiento (“capping”) inorgánicos [15, 17], el uso de líquidos iónicos [18], así como coloides y polímeros solubles [15, 19].

1.2 Métodos de preparación de nanopartículas soportadas (NPs)


Existen diversos métodos de preparación de NPs entre los que se incluyen: las metodologías físico-químicas convencionales de impregnación/reducción y coprecipitación [1, 20, 21], la precipitación/deposición [1, 20, 21, 22], así como
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)otros protocolos físicos y/o químicos más novedosos entre los que se incluyen la deposición fotoquímica [1, 20, 21], la deposición por ultrasonidos [1, 20-22],   láser
[1, 20, 21], fluidos supercríticos [1, 20, 21, 23], plasma [1, 20, 21], irradiación por microondas [1,20,21, 24-28], y más recientemente por molienda mecánica [29].

Tradicionalmente se preparaban las nanopartículas soportadas por el método de deposición/reducción convencional (Figura 2) que consiste en la impregnación del soporte con la sal del precursor metálico en el primer paso, seguido de la reducción en corriente de H2, o con agentes reductores como: boro hidruro de sodio, hidracina, etc.

[image: ]
Figura 2. Representación esquemática de la preparación de nanopartículas soportadas por el método de deposición/reducción convencional [29].


1.3 Nanopartículas con capacidad bactericida


Actualmente, con el auge de la Nanotecnología se han desarrollado ciertos nanomateriales, en particular NPs inorgánicas, que presentan un marcado efecto bactericida sobre una amplia variedad de microorganismos, tales como virus, bacterias y hongos [30, 31]. La capacidad bactericida de las NPs está vinculada a la naturaleza del material y a ciertas características intrínsecas de las mismas, como sus dimensiones nanómetricas (lo cual les permite introducirse con mayor facilidad en microorganismos) y la alta relación área/volumen que permite un mayor contacto e interacción con dichos microorganismos [31]. Entre las NPs que han demostrado tener propiedades microbicidas las más importantes son las de

 (
Pá
gin
a
13
)plata, óxido de zinc, cobre u óxidos de hierro. Las primeras tres sustancias presentan esta propiedad en su forma macroscópica, mientras que los óxidos de hierro únicamente resultan ser bactericidas en forma nanoestructurada [30]. Las NPs presentan mecanismos de acción bactericida totalmente diferentes a los antibióticos tradicionales, proporcionando así una alternativa promisoria. Los mecanismos de toxicidad que presentan las NPs con acción bactericida sobre los microorganismos no han sido completamente dilucidados, aunque se han postulado varios. Entre éstos se pueden mencionar perturbaciones en las funciones de la membrana celular (las cuales alteran la permeabilidad y la respiración celular), el ingreso de las NPs a la célula, lo que genera una alteración en las funciones de las proteínas y el ADN, o la producción de especies oxidativas debido a la presencia de NPs en el interior de la célula [31, 32]. No es sencillo realizar un análisis comparativo de los datos de la bibliografía ya que la acción bactericida dependerá de una amplia variedad de factores entre los que se pueden mencionar: el tamaño y la forma de las NPs, su composición química, el recubrimiento, de su potencial su carga superficial y la concentración de NPs usada [31].

Entre los métodos para lograr el efecto antimicrobiano, destaca el efecto oligodinámico como método efectivo y conocido. La propiedad oligodinámica es la acción que ciertos iones metálicos tienen sobre los microorganismos, impidiendo su crecimiento (efecto bacteriostático), o eliminándolos (efecto bactericida). Varios iones metálicos tienen esta propiedad, incluida la plata, titanio, cobre, mercurio, cadmio, cromo, níquel, estaño, plomo, cobalto, zinc, hierro, manganeso, arsénico, antimonio, bismuto, bario y cerio.

1.4 Nanopartículas de plata


Tal como se mencionó antes, las NPs metálicas, que han resultado más promisorias como agente bactericida son las AgNPs debido a que la capacidad microbicida  de   la   plata   es   conocida   desde  hace  siglos.   De  hecho existen
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)antecedentes que se remontan a la época del Imperio Romano, donde se empleaba plata para potabilizar el agua [32, 33] y en la actualidad ésta se sigue utilizada en muchos dispositivos de purificación. En el siglo XIX, se usaba AgNO3 para permitir la epitelización y promover la cicatrización de heridas [34, 35].

En los años 40, en pleno auge de la penicilina, se introdujo el uso de la plata para el tratamiento de infecciones bacterianas [36, 37]. En los años 60, Moyer introdujo el uso de AgNO3 para el tratamiento de quemaduras [38]. Este investigador indicaba que la solución no interfería en la proliferación del tejido epidérmico y poseía propiedades antibacterianas contra S. aureus, P. aeruginosa y E. coli [38]. En el año 1968, el AgNO3 fue combinado con sulfamida para formar una crema de sulfazida de plata, la cual sirve como agente antibacteriano contra E. coli, S. aureus, Klebsiella spp, Pseudomonas spp; también se probaron sus propiedades antifúngicas y antivirales [39].

En general, la preparación y la estabilización de las NPs metálicas se realizan a través de métodos físicos y químicos. En el caso de los métodos químicos, se utiliza la reducción química, técnicas electroquímicas y fotoquímicas, siendo la primera la estrategia más empleada en el caso de AgNPs [4], ya que se obtienen dispersiones coloidales estables de la forma y el tamaño deseados, tanto en  medio acuoso como orgánico [40-43]. Por otra parte, la capacidad microbicida de las AgNPs se ha evaluado en una amplia variedad de microorganismos [44-50]. Una de las características que lo hace más atractivo la aplicación de las AgNPs,  es la baja probabilidad del desarrollo de resistencia por parte de los microorganismos en comparación a los antibióticos [31]. Por tal motivo, se ha propuesto implementar el uso de las AgNPs sobre distintos dispositivos de uso médico. Una de las estrategias, es la modificación de superficies de los dispositivos para inhibir la formación del biofilm bacteriano, como se ha mencionado anteriormente con antibióticos, pero con AgNPs. Esta estrategia ya  ha empezado a implementarse sobre catéteres [51], válvulas [52], vendas [53], cremas tópicas [54] y también en pinturas [55] y textiles [56, 57].
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Con respecto a la toxicidad de las NPs se ha observado la aparición de argiria en heridas abiertas tratadas a concentraciones excesivas de plata. Sin embargo, en ciertos estudios se sugiere que, por su tamaño y por sus propiedades  microbicidas, las AgNPs pueden generar daños en el medioambiente debido a su acumulación [58]. En trabajos que involucran células eucariotas, como células hepáticas humanas [59], células HeLa [60] y fibroblastos [61], se considera que las AgNPs son tóxicas ya que provocan daños en la respiración celular y ciclos de división celular [62].



1.5 Nanopartículas de dióxido de titanio


El dióxido de titanio, (TiO2), es un semiconductor tipo n sensible a la luz que absorbe radiación electromagnética, principalmente en la región de luz ultravioleta (UV); además es un óxido anfótero muy estable químicamente. Por las características mencionadas, es el fotocatalizador más empleado  actualmente para degradar moléculas orgánicas durante la purificación del agua. Además se utiliza como pigmento blanco, recubrimiento anticorrosivo, sensor de gases, absorbente de rayos UV en productos cosméticos y de manera general en la industria cerámica [63]. Los polvos de dióxido de titano han sido obtenidos utilizando diversos métodos, entre los que se destacan la síntesis química en fase vapor [64], hidrotermal [65], precipitación controlada [66], sol-gel [67]    y precursor
polimérico [68].


Entre los métodos utilizados para la obtención de superficies cerámicas antimicrobianas se encuentran la aplicación de nanopartículas de dióxido de titanio (TiO2) cuyo efecto se basa en sus propiedades fotocatalíticas. Pero el TiO2 fotocatalítico requiere la incidencia de radiación UV para mostrar propiedades bactericidas, por lo que sólo es útil en exteriores.
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)El TiO2 es uno de los fotocatalizadores más utilizados en la degradación de la materia orgánica, incluyendo, por ejemplo, la purificación de aire, el tratamiento de agua y la degradación bacteriana. El TiO2 es químicamente estable bajo luz UV y es transparente a la luz visible. Además, las películas de TiO2 se pueden sintetizar fácilmente a través de métodos químicos como sol-gel, con buena adherencia a los sustratos con una geometría compleja [69]. En odontología, se ha usado el  TiO2 en la desinfección de las superficies de los espejos dentales [70], la producción de implantes dentales [71] y la fabricación de material de curación antibacteriano para endodoncia [72].

El TiO2 es un material importante en aplicaciones ambientales, que van desde la energía fotovoltaica a la fotocatálisis de sensores. La mayoría de estas aplicaciones se basan en las propiedades del TiO2 como un fotocatalizador eficiente y ambientalmente benigno. La actividad fotocatalítica de un  semiconductor en gran medida depende de tres factores: (a) las propiedades de absorción de luz, (b) la reducción y las tasas de oxidación en la superficie por el par electrón-hueco, y (c) la velocidad de recombinación del par electrón-hueco [73].

Cuando el TiO2 está dopado con cationes pentavalentes aumenta la concentración de electrones, sin embargo, cuando está dopado con iones trivalentes se generan huecos electrónicos dando lugar a semiconductores tipo p. De esta manera puede controlarse la aniquilación de cargas móviles por recombinación y adecuar la estructura para el movimiento apropiado de iones y electrones [74].

El TiO2 puede ser producido por la oxidación del Ti o por el método sol-gel, donde por inmersión del Ti en un agente líquido de recubrimiento y luego la solidificación, se produce la cristalización de la superficie [75]. Es interesante observar que los efectos fotocatalíticos pueden ser mejorados mediante la adición de metales nobles tales como platino (Pt) y plata (Ag) a la superficie de TiO2 [76].

1.6  (
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En la cavidad oral se encuentran diversas poblaciones de microorganismos que comprenden por lo menos 37 géneros de bacterias. Los primeros en colonizar son los Streptococcus, que constituyen del 47 a 85% de los microorganismos detectados dentro de las primeras 4 horas después de una limpieza dental profesional [77].

El Streptococcus mutans es el principal agente causante de la caries dental y es el productor de la enzima glucosiltransferasa, que cataliza la formación de los  enlaces solubles e insolubles de α-glucanos a partir de la sacarosa. Los glucanos promueven la adhesión y la acumulación de microorganismos cariogénicos sobre la superficie del diente, lo que resulta la formación de placa dentobacteriana, y con el tiempo, contribuye a la formación de caries [77].

Los Lactobacillus acidophilus, entre otros organismos patógenos, se acumulan y colonizan en la placa dentobacteriana, los lactobacilos no juegan un papel importante en la iniciación de la caries dental, pero son importantes para la progresión de la lesión cariosa. Con un pH ácido, aumenta el número de Lactobacilos y el número de Streptococcus mutans disminuye, lo que contribuye a la desmineralización de los dientes una vez que las lesiones cariosas están establecidas [78].

La Candida albicans es la especie de hongo que se detecta con mayor frecuencia en la cavidad bucal, generalmente se encuentra en la lengua, la mucosa, la dentina, la raíz del diente, la subgingiva y las bolsas periodontales. La Candida albicans puede producir biopelículas sobre las superficies dentales, lo que la hace resistente a los antifúngicos, y participar sobre todo en las infecciones de los conductos radiculares [79].
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)La desmineralización del esmalte, o lesiones de mancha blanca alrededor de los brackets de ortodoncia, es un efecto secundario no deseado de un tratamiento de ortodoncia. La aparatología fija en el medio ambiente oral, proporciona las condiciones ideales para la colonización de los microorganismos, sobre todo cuando los pacientes tienen dificultad para mantener una higiene oral adecuada, por lo que los componentes de la aparatología fija ofrecen sitios adicionales para que se unan y se acumulen los microorganismos sobre la superficie de estos [78].
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2. TECNICAS DE CARACTERIZACIÓN

2.1 Técnicas de Rayos-X


Dentro de la caracterización de materiales, las técnicas basadas en la utilización de rayos-X [80, 81] constituyen un grupo importante, tanto por su gran variedad como por la cantidad de información que proporcionan. Estas técnicas se pueden dividir, según el fenómeno físico en el que se basan, en:
· técnicas de absorción de rayos-X.
· técnicas basadas en el efecto fotoelectrónico.
· difracción de rayos-X. [82]


En este trabajo de investigación se han empleado las técnicas de difracción de rayos-X (DRX) y espectroscopia fotoelectrónica de rayos-X (XPS) para la caracterización de algunos de los materiales preparados.

2.1.1 Difracción de Rayos-X (DRX)


La difracción de rayos-X se produce como consecuencia de la interacción de una onda electromagnética de rayos-X con la nube electrónica de los átomos de un cristal, cuyos parámetros de celda son del orden de magnitud de la longitud de onda de la radiación incidente. Parte de esta radiación es absorbida y, posteriormente, devuelta en forma de una radiación dispersada en todas las direcciones del espacio. Estas radiaciones dispersadas sufren fenómenos de interferencias que, debido a la simetría del cristal, son únicamente constructivas  en direcciones muy estrictas y bien definidas dando lugar al patrón de difracción del cristal [83, 84]. El análisis de las direcciones de difracción para un cristal determinado se simplifica haciendo uso de las relaciones geométricas del cristal [85]. Bragg postuló que los planos cristalográficos actúan como una sucesión de superficies  paralelas,  especulares  y semitransparentes a  los  rayos-X, pudiendo
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asimilarse el fenómeno de la difracción de los rayos-X por el cristal, al fenómeno de reflexión en dichos planos [86].

De esta manera, la aplicación de las leyes de reflexión implica que las ondas dispersadas en todos los puntos de un mismo plano reticular (hkl) estén en fase unas con otras. Sólo las ondas dispersadas cuyas diferencias de camino son múltiplos enteros de la longitud de onda (nλ) estarán en fase. Dado que los planos cristalográficos son paralelos y equidistantes, se cumple que las diferencias de camino entre las ondas difractadas por los planos adyacentes son idénticas, por lo que todo el conjunto de planos de la serie (hkl) coopera colectivamente a la intensificación de la radiación para determinadas direcciones. Este fenómeno se denomina difracción y es el responsable de la existencia de líneas definidas y características en el difractograma de un determinado cristal.

De la Figura 3 puede deducirse que la existencia del frente de difracción implica el cumplimiento de la siguiente ecuación, conocida bajo el nombre de Ley de Bragg [86]:
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Ley de Bragg:


dónde:
n = número entero
λ = longitud de onda dhkl = espaciado
θ = ángulo de difracción



nλ = 2dℎ�� senθ
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Figura 3. Representación esquemática de la interacción de la radiación X con un cristal, a partir de la cual se produce la ley de Bragg [86].


Utilizando esta ley, a partir del valor del ángulo de detección correspondiente a  una dirección de difracción, se obtiene directamente la distancia de la familia de planos (hkl) que ha dado lugar a esta difracción. Es importante señalar  que aunque la ley de Bragg no describe de forma rigurosa el fenómeno de difracción, es muy útil y comúnmente empleada.

En la obtención de información que proporciona la difracción de rayos-X pueden distinguirse dos aspectos claramente diferenciados y complementarios:

· Por una parte, la geometría de las direcciones de la difracción, que está únicamente condicionada por el tamaño y forma de la celdilla elemental del cristal. Conociendo estas direcciones será posible averiguar el sistema cristalino y las dimensiones de la celdilla.

· El otro aspecto viene dado por las intensidades de estos rayos difractados, que están íntimamente relacionados con la naturaleza de los átomos y con las posiciones que estos ocupan en la red cristalina, de forma que su medida constituye un procedimiento para obtener información  tridimensional acerca de la estructura interna del cristal [87].

2.1.2  (
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)Espectroscopia Fotoelectrónica de Rayos-X (XPS)


La espectroscopia fotoelectrónica de rayos-X, es el método de caracterización de superficies más ampliamente utilizado hoy en día. La popularidad de esta técnica deriva del alto contenido de información que suministra y la flexibilidad para ser utilizada en una gran variedad de muestras. La técnica XPS se cataloga dentro de las técnicas analíticas de espectroscopias electrónicas, denominadas de este modo porque se detectan electrones.

El análisis XPS más básico de una superficie puede proporcionar información cualitativa y cuantitativa de todos los elementos presentes, excepto H y He. Con aplicaciones más sofisticadas de la técnica, se obtiene información detallada de la química, organización y morfología de la superficie.

El principio de la espectroscopia XPS es el siguiente: cuando se hace incidir radiación de rayos-X sobre una muestra, parte de la energía inicial se invierte en liberar electrones y darles la suficiente energía cinética para expulsarlos de los átomos, que quedan parcialmente ionizados (Figura 4). Este proceso se conoce como efecto fotoeléctrico [80, 81]. El átomo así excitado recupera su estado fundamental cuando los electrones de las capas superiores pasan a ocupar los huecos dejados en las capas más internas. Para analizar el efecto fotoelectrónico cuantitativamente utilizando el método deducido por Einstein, es necesario plantear la siguiente ecuación:

EB =  h𝜈 −  KE


Dónde: EB: es la energía de enlace del electrón en el átomo hν: es la energía de la fuente de rayos-X, y
KE: energía cinética del electrón detectado que es medida por el espectrómetro del XPS.
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Figura 4. Esquema del efecto fotoeléctrico: el fotón transmite su energía a un electrón de un nivel electrónico interior, y éste es emitido [88].


La aplicación de este fenómeno es inmediata. Si se irradia una muestra de composición desconocida con un haz de rayos-X, ésta liberara fotoelectrones con una energía cinética determinada y característica de los elementos que la componen. Asimismo, si se puede medir la energía cinética de los electrones liberados se puede conocer la composición elemental de la muestra y la concentración de cada elemento en ella [88]. Todo se resume en medir la velocidad de los electrones emitidos mediante un espectrómetro. Cuando un  sólido es irradiado por rayos-X, también puede ocurrir la emisión de electrones Auger. Estos electrones se diferencian de los fotoelectrones, y se caracterizan porque su energía es independiente de la energía de irradiación [89].

En un espectro típico de XPS, se representa el número de electrones detectados frente a la energía de ligadura que poseen dichos electrones. Cada elemento produce un conjunto característico de picos XPS a unos valores determinados de energía de enlace, lo que permite identificar cada elemento que se encuentra en/sobre la superficie del material que se está analizando. Estos picos característicos corresponden a la configuración electrónica de los electrones en el interior de los átomos (1s, 2s, 2p,…).

El número de electrones detectado en cada pico está relacionado directamente con la cantidad de este elemento que se encuentra en la zona irradiada. Para generar  los  porcentajes  atómicos  de  los  elementos  presentes  en  la        zona
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)respectiva, la intensidad de cada señal XPS sin refinar (número de electrones detectados) debe dividirse por un factor denominado de sensibilidad relativa y normalizar de este modo todos los elementos detectados. Las medidas deben realizarse en ultra alto vacío para minimizar el porcentaje del error, al contar el número de electrones en cada valor de energía cinética.

La gran potencia de esta herramienta de trabajo se corrobora con las siguientes evidencias:
· Identificación de todos los elementos presentes (excepto H, He) en concentraciones mayores al 0,1 %.
· Determinación semicuantitativa de la composición elemental de la superficie (error < ± 10 %).
· Información acerca del entorno molecular: estado de oxidación, átomos enlazantes, orbitales moleculares, etc.

Es importante señalar que la espectroscopia fotoelectrónica de rayos-X detecta sólo los fotoelectrones que proceden de los 10-12 nm de la superficie del material ya que todos los fotoelectrones emitidos a mayor profundidad en la muestra quedan capturados o atrapados en los diversos estados excitados del material.
Por tanto, las aplicaciones de esta técnica están enfocadas a caracterizar la superficie química de los materiales.

2.2 Microscopia Electrónica de Barrido/Análisis Elemental (SEM/EDS)


El análisis elemental es un proceso que permite determinar la composición (normalmente, en porcentaje en peso) elemental de la muestra.

En microscopia electrónica de barrido (SEM) cuando un haz electrónico incide sobre la superficie de un sólido, tienen lugar varios fenómenos: reemisión de una parte de la radiación incidente, emisión de luz, electrones secundarios, electrones Auger,  rayos-X,  etc.  Todas  estas  señales  se  pueden  emplear  para     obtener
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Básicamente, la técnica consiste en hacer incidir un haz de electrones sobre la muestra y mediante un detector apropiado registrar el resultado de esta  interacción (contando el número de electrones secundarios de baja energía, emitidos por cada punto de la superficie). La señal procedente del detector de electrones secundarios (o retrodispersados) se usa para modular la intensidad de haz de electrones del monitor, el cual a su vez es barrido sobre la muestra, formándose así la imagen [90].

Dentro de los fenómenos más importantes que tienen lugar en la muestra bajo el impacto de los electrones, el más importante en SEM es la emisión de electrones secundarios con energías de unas cuantas decenas de eV, seguido de la emisión de electrones retrodispersados con mayores energías. Hay detectores adecuados que discriminan los electrones en función de su energía permitiendo, por tanto, formar imágenes con ambos tipos que representan las características de la superficie de la muestra. Otra emisión importante que tiene lugar cuando el haz de electrones interacciona inelásticamente con la muestra, tanto en SEM como en TEM, es la de fotones de rayos X con energía y longitud de onda característica de los elementos que forman la muestra, permitiendo identificar y establecer la concentración de los elementos presentes. En la espectroscopia de energía dispersiva de rayos X (EDS) se mide el número y la energía de los rayos X emitidos desde una muestra tras el bombardeo de esta con el haz de electrones.

El haz de electrones incidente es capaz de excitar un electrón en una capa interior del átomo, haciéndolo saltar a una capa superior con la consiguiente creación de un par electrón-hueco. Un electrón de una capa más externa puede ocupar el dicho hueco, liberando energía en forma de rayos X. Dado que la energía de estos rayos X es característica de la diferencia de energía entre las dos capas y de la
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)estructura atómica del elemento desde el que han sido emitidos, el análisis de estos rayos X permite determinar la composición elemental de la muestra desde la que se emitieron.

Con un detector adecuado se puede formar una imagen empleando los rayos X emitidos, usando el mismo principio de formación de imagen que con electrones secundarios. La imagen final en este caso será un mapa de distribución elemental en la cual la variación de contraste refleja la concentración del elemento elegido. Con el software se puede realizar el análisis cualitativo y semicuantitativo representando en un gráfico la composición porcentual de los elementos  presentes en la muestra.
[image: ]
Figura 5. Esquema del microscopio electrónico de barrido [90].


2.3 Microscopia Electrónica de Transmisión (TEM/HRTEM)


La microscopia electrónica de transmisión se ha convertido en una herramienta indispensable   para   el   estudio   de   catalizadores   basados   en nanopartículas
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)metálicas dispersas sobre materiales porosos, puesto que permite observar las nanopartículas de forma “directa” evitando la imposición de hipótesis físicas y matemáticas. En principio, con TEM se puede medir visualmente el diámetro de partículas discretas y por tanto se puede calcular el tamaño de partícula promedio [90].

La técnica de microscopia electrónica de transmisión se basa en la irradiación de la muestra delgada con un haz de electrones con densidad de corriente uniforme, cuya energía esta generalmente dentro del intervalo de 100-200 KeV, una parte  de estos electrones son transmitidos, otros son dispersados y, finalmente, otra parte da lugar a interacciones que producen distintos fenómenos tales como emisión de luz, electrones Auger, rayos-X, etc.

En esta técnica, se emplea la transmisión/dispersión de los electrones para generar imágenes, la difracción de los electrones para obtener información acerca de la estructura cristalina, así como la emisión de rayos-X característicos para conocer la composición elemental de la muestra (análisis EDX). Para que se pueda producir la transmisión de los electrones a través de la muestra es necesario que esta sea preparada en una capa fina (delgada), es decir transparente a los electrones, normalmente de un grosor inferior a 100 nm (cuanto menor es el espesor de la muestra mejor calidad de imágenes se puede obtener). Mediante la irradiación con electrones a la muestra se obtienen imágenes con alta resolución espacial, siendo la resolución que actualmente se puede alcanzar en TEM menor de 0,1 nm (empleando correctores de aberraciones en las imágenes).

En el caso de la microscopia de campo oscuro, adicionalmente los elementos de mayor número atómico dispersan los electrones con mayor eficacia y a mayores ángulos de desviación de los átomos ligeros, presentando por tanto un mayor contraste en las imágenes TEM.
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)La microscopia electrónica de transmisión de alta resolución (HRTEM) es un modo de imagen que permite la proyección de la estructura cristalina de una muestra a escala atómica. Debido a su alta resolución, es una herramienta muy valiosa para estudiar las propiedades a nanoescala de materiales cristalinos como semiconductores y metales. En la actualidad, la resolución más alta alcanzada ha sido de 0,8 Å, pero las investigaciones en curso y el desarrollo de los equipos harán que pronto la resolución baje de los 0,5 Å. A esta escala tan pequeña, es posible obtener imágenes de los átomos individuales e incluso de los defectos cristalinos de los materiales.

[image: ]
Figura 6.  Esquema del Microscopio electrónico de transmisión [90].
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Justificación

Los brackets que se utilizan en los tratamientos de ortodoncia proporcionan un hábitat ideal la adhesión de la placa dentobacteriana y por ende para la reproducción de los microorganismos orales, siendo esto el factor principal de la causa de la caries dental y enfermedades periodontales. En consecuencia, los pacientes con tratamiento ortodóntico tienen un mayor riesgo de contraer enfermedades dentales, lo que motiva una búsqueda de alternativas de solución que reduzcan la adhesión de los microorganismos orales a las superficies de los componentes de la aparatología fija utilizados en el tratamiento de ortodoncia.

La utilización de nanomateriales con propiedades antimicrobianas como se ha demostrado que son las AgNPs y las TiO2NPs cubren un amplio espectro tanto en presencia de luz como en ausencia. Por lo tanto, la síntesis in situ de nanopartículas de Ag, TiO2 y Ag/TiO2 sobre los dispositivos utilizados en  ortodoncia proporcionan una alternativa a dicho tratamiento pudiendo disminuir el riesgo de caries y enfermedad periodontal, por lo que, consideramos de vital importancia evaluar las propiedades antimicrobianas del recubrimiento de nanopartículas de Ag, TiO2 y Ag/TiO2 sobre la superficie de brackets de Al2O3 utilizados en la aparatología fija del tratamiento de ortodoncia, con esto se disminuirá la probabilidad del cumulo de placa dentobacteriana sobre las superficies de los componentes de la aparatología fija del tratamiento y por consecuentemente el depósito de microorganismos que provoquen caries dental, de esta manera se evitará invertir el mismo tiempo que duro el tratamiento de ortodoncia en la eliminación de la caries provocada por el desarrollo de los microorganismos durante dicho tratamiento.
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Hipótesis

Hi:
Mediante el depósito de las nanopartículas de Ag, TiO2 y Ag/TiO2 sobre la superficie de brackets de Al2O3, se disminuirá el cumulo de placa dentobacteriana y por lo tanto se inhibirá el crecimiento bacteriano durante el tratamiento de ortodoncia.
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Objetivos


Objetivo general


Evaluar las propiedades antimicrobianas del recubrimiento de las nanopartículas de Ag, TiO2 y Ag/TiO2 sobre la superficie de brackets de Al2O3 utilizados en la aparatología fija del tratamiento de ortodoncia.

Objetivos específicos


· Caracterizar el soporte (bracket) por SEM-EDS, AFM y DRX.


· Establecer la síntesis de nanopartículas de Ag sobre la superficie del soporte de Al2O3.

· Establecer la síntesis de nanopartículas de TiO2 sobre la superficie del soporte de Al2O3.

· Establecer la síntesis de nanopartículas de Ag/TiO2 sobre la superficie del soporte de Al2O3.

· Caracterizar el soporte con nanopartículas de Ag, TiO2 y Ag/TiO2, por SEM, TEM, DRX y XPS.

· Evaluar de las propiedades antimicrobianas de los brackets con AgNp, TiO2Np y Ag/TiO2Np en S. aureus y E. coli.
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3. DESARROLLO  EXPERIMENTAL

3.1 Materiales


Todos los reactivos fueron usados como fueron recibidos.
· Bracket cerámico Inspire Ice (soporte) (Ormco, Orange Calif.,USA).
· Nitrato de plata (AgNO3)*.
· Tetracloruro de titanio (TiCl4)*.
· Dodecil sulfato de sodio (SDS)*.
· Nanopartículas de dióxido de titanio (NPs de TiO2) al 10 % wt dispersas en agua*.
· Hetheroteca inuloides (árnica).
· Borohidruro de sodio (NaBH4)*.
· Hidracina (N2H4·H2O)*.
· Hidroxido de Sodio (NaOH)*.
· Ácido oleico
* Adquiridos en la compañía SIGMA-ALDRICH, St Louis MO, USA.


3.2 Síntesis


3.2.1 Síntesis de Nanopartículas de Ag
Se sintetizaron AgNPs por seis diferentes rutas. Síntesis 1
Se prepararon AgNPs, donde varios brackets de alúmina, fueron colocados en una disolución de AgNO3 en una concentración de 10-2 M permaneciendo ahí a diferentes tiempos (1, 10, 30, 60 min y 24 horas). Para hacer la reducción  se colocó el bracket de alúmina en una disolución de Hetheroteca inuloides (árnica) dejándolo sumergido durante 30 minutos.
Síntesis 2
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)Se prepararon AgNPs, donde varios brackets de alúmina, fueron colocados en una disolución de AgNO3 en una concentración de 10-2 M permaneciendo ahí a diferentes tiempos (1, 10, 30, 60 min y 24 horas). Para hacer la reducción  se colocó el bracket de alúmina en una disolución de Hetheroteca inuloides (árnica) dejándolo sumergido durante 60 minutos.

Síntesis 3
Se prepararon AgNPs, donde el bracket de alúmina, fue colocado en una disolución de AgNO3 en una concentración de 10-2 M permaneciendo ahí 60 min. Para hacer la reducción se colocó el bracket de alúmina en una disolución de NaBH4 al 0.04 % M dejándolo sumergido durante 2 minutos.

Síntesis 4
Se prepararon AgNPs, donde el bracket de alúmina, fue colocado en una disolución de NaOH al 10 % M por 10 minutos. Posteriormente el bracket de alúmina fue colocado en una disolución de AgNO3 en una concentración de 10-2 M permaneciendo ahí por 60 minutos. Para hacer la reducción se colocó el bracket de alúmina en una disolución de NaBH4 al 0.04 % M dejándolo sumergido durante 5 minutos.

Síntesis 5
Se prepararon AgNPs usando el método propuesto por Tanusheree Bala. El bracket de alúmina fue colocado en una disolución de 10-2 M de ácido oleico con metanol,  la  cual  se  agitó  a  500  rpm  hasta    la  evaporación  total  de metanol.
Después se le agregó al bracket de alúmina una disolución acuosa de AgNO3 en una concentración de 10-2  M permaneciendo en la disolución por 24 horas. La
reducción se logró al añadir una disolución acuosa de NaBH4 al 0.04 % M dejándolo reaccionar durante 30 minutos. Por último, el bracket fue lavado con agua desionizada para eliminar excedentes y secado en una estufa a 100°C durante una hora [92].
Síntesis 6
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)Las nanoparticulas de Ag fueron sintetizadas in situ en un soporte de α-Al2O3, se mezcló una solución 10 mM de AgNO3 con una solución al 10 % de SDS durante 30 minutos con agitación magnética, posteriormente se le agrego una solución (108 mM) de N2H4·H2O como agente reductor, continuando la agitación magnética por 30 minutos, por último, el soporte con nanopartículas de Ag fue retirado de la mezcla de reacción y lavado con agua desionizada para eliminar excedentes posteriormente se secó en un estufa a 70°C durante 24 horas.

Tabla 1. Síntesis de Nanopartículas de Ag

	PRECURSOR
	SURFACTANTE
	REDUCTOR

	AgNO3 10-2
Diferentes tiempos: 1, 10,
30, 60 min y 24 horas.
	
------
	Hetheroteca inuloides
(árnica) Tiempo: 30 min

	AgNO3 10-2
Diferentes tiempos: 1, 10,
30, 60 min y 24 horas.
	
-------
	Hetheroteca inuloides
(árnica) Tiempo: 60 min

	AgNO3 10-2
Tiempo: 60 min
	
------
	NaBH4
Tiempo: 2 min

	AgNO3 10-2
Diferentes tiempos: 1, 10,
30, 60 min y 24 horas.
	Nota: El bracket fue sumergido previamente en NaOH 10 min
	
NaBH4
Tiempo: 5 min

	AgNO3 10-2
Tiempo: 24 horas.
	Nota: El bracket fue sumergido previamente en acido oleico 10 min
	
NaBH4
Tiempo: 5 min

	
AgNO3 10-2
	
Dodecil sulfato de sodio (SDS)
	
Hidracina (N2H4)


Fuente: Directa.







3.2.2 Síntesis de Nanopartículas de TiO2
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Se realizaron cinco diferentes rutas para la síntesis de nanopartículas de TiO2.


Síntesis 1
Se prepararon nanopartículas de TiO2 sobre el bracket de  alúmina,  utilizando como precursor TiCl4 a una concentración 3 M, el cual se adicionó mediante goteo lento a 75 ml de agua desionizada. La disolución fue homogenizada mediante agitación suave y calentada a 50 °C durante 60 minutos. Posteriormente,  se agregó una disolución de ácido acético glacial y de NH4OH al 30 % en peso, por último el bracket de alúmina fue secado en un horno a 70 °C por 24 horas y calcinado en una mufla a 450 °C por 3 horas.

Síntesis 2
Se prepararon nanopartículas de TiO2 sobre el bracket de  alúmina,  utilizando como precursor TiCl4 a una concentración 3 M, el cual se adicionó mediante goteo lento a 75 ml de agua desionizada. La disolución fue homogenizada mediante agitación suave y calentada a 50 °C durante 60 minutos. Posteriormente,  se agregó una disolución de ácido acético glacial y de NH4OH al 30 % en peso, por último el bracket de alúmina y calcinado en una mufla a 450 °C por 3 horas.

Síntesis 3
Se prepararon nanopartículas de TiO2 donde el bracket de alúmina, fue colocado en una disolución de NaOH al 10 % M por 10 minutos. Se utilizó como precursor TiCl4 a una concentración 3 M, el cual se adicionó mediante goteo lento a 75 ml de agua desionizada. La disolución fue homogenizada mediante agitación suave y calentada a 50 °C durante 60 minutos. Posteriormente, se agregó una disolución de ácido acético glacial y de NH4OH al 30 % en peso, por último el bracket de alúmina fue secado en un horno a 70 °C por 24 horas y calcinado en una mufla a 450 °C por 3 horas.
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El bracket de alúmina fue sumergido en una disolución 10 mM de nanopartículas de TiO2, partiendo de una disolución cuya concentración es 10 % en peso durante 12 horas y después se lavó para eliminar excedentes.

Síntesis 5
Las nanopartículas de TiO2 fueron ancladas al soporte de α-Al2O3, cuando se mezcló una solución 10 mM de nanopartículas de TiO2  10 % wt dispersas en  agua, con una solución al 10 % de SDS durante 30 minutos con agitación magnética, por último, el soporte con nanopartículas de TiO2 fue retirado de la mezcla de reacción y lavado con agua desionizada para eliminar excedentes posteriormente se secó en un estufa a 70°C durante 24 horas.

Tabla 2. Síntesis de Nanopartículas de TiO2

	PRECURSOR
	SURFACTANTE
	OBSERVACIONES

	
TiCl4
Tiempo: 60 min
	

------
	Fue oxidado el titanio cuando fue colocado en un horno a 70 ºC por 24 horas y después en una mufla a 450 ºC  por 3 hrs.

	
TiCl4
Tiempo: 60 min
	
-------
	Fue oxidado el titanio en cuando fue colocado en la mufla a 450 ºC por 3 hrs

	
TiCl4
Tiempo: 60 min
	Nota: El bracket fue sumergido previamente en NaOH 10 min
	Fue oxidado el titanio en cuando fue colocado en la mufla a 450 ºC por 3 hrs

	NPs de TiO2 Diferentes tiempos: 30
min, 1, 12 y 24 horas.
	Nota: El bracket fue sumergido previamente en NaOH 10 min
	
-------

	
NPs de TiO2
	Dodecil sulfato de sodio (SDS)
	
-------


Fuente: Directa.


3.2.3 Síntesis de Nanopartículas de Ag/TiO2
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El composito de Ag/TiO2 sobre el bracket de alúmina, se obtuvo de la siguiente manera: se mezcló una disolución 10 mM de nanopartículas TiO2 dispersas en agua, con una disolución acuosa 10-2 M de AgNO3. A esta mezcla se le adicionó una disolución al 10% de dodecil sulfato de sodio (SDS) agitando magnéticamente
durante 30 minutos. Posteriormente, se le agregó una disolución (108 mM) de hidracina (N2H4·H2O) como agente reductor; continuando la agitación magnética por 30 minutos. Por último, el bracket de alúmina con nanopartículas de Ag/TiO2 fue retirado de la mezcla de reacción y lavado con agua desionizada para eliminar excedentes y posteriormente secado en un estufa a 70°C durante 24 horas.

3.3 Técnicas de caracterización


Microscopía Electrónica de Barrido y Espectroscopía por dispersión de Energía de rayos X. (MEB-EDS) en el microscopio electrónico de barrido marca JEOL JSM- 6510LV con filamento de tungsteno, acoplado a detector de rayos X, para hacer análisis químico por medio de Dispersión de Energía (EDS) marca OXFORD, con resolución de 137 eV.

Microscopia electrónica de transmisión utilizando un microscopio electrónico de transmisión de la marca JEOL-2100 de 200 kV con filamento de LaB6. Con una resolución de 0.23 nm punto a punto y 0.14 nm línea a línea. La adquisición de las micrografías se lleva acabo de manera digital a través de una Cámara CCD de Gatan, modelo SC200.

Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) con el microscopio de fuerza  atómica Marca VEECO modelo CP-II: SPM Digital. Los modos de contacto y tapping tienen un rango de barrido en XY de  5 µm y de 1 µm en Z.

Difracción de Rayos X (DRX) en un Difractómetro de rayos X Bruker D8 advance LinxEye que tiene una fuente de rayos X con ánodo de cobre (Kα1 = 0.1540 Å).
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Espectrometría Fotoelectrónica de Rayos X (XPS) con un espectrómetro fotoelectrónico de Rayos X de la marca JEOL JPS-9200, el equipo utiliza una fuente de rayos X de Mg Kα (hν = 1253.6 eV), opera a 10 kV y 20 mA (200 W) y está equipado con un analizador hemisférico electrostático con un radio medio de 100 mm y un detector multicanal.

3.4 Microbiología


La actividad antibacteriana del soporte con AgNPs, TiO2NPs y Ag/TiO2NPs fue evaluada tanto por Gram negativos como por Gram positivos, incluyendo especies de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, utilizando el método de difusión en agar [93]. Luri Bertani (LB) y caldo de agar fueron utilizados para el cultivo de E. coli. S. aureus se cultivó en (BHI) y agar. Todos los organismos se cultivaron aeróbicamente a 37 º C. Las cajas Petri se inocularon utilizando un hisopo estéril con los microorganismos, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, (1:100 de dilución) colocándose un bracket proveniente de cada método de síntesis y un bracket control incubándose a 37 °C por 24 horas.
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4. RESULTADOS
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1. Introducción


La nanotecnología se puede definir como “el estudio, diseño, creación, síntesis, manipulación y aplicación de materiales, aparatos y sistemas funcionales a través del control de la materia, la explotación de fenómenos y propiedades de la materia a nano escala”. Cuando se manipula la materia en un nivel tan minúsculo de átomos y moléculas, muestra fenómenos y propiedades totalmente nuevas. Por lo tanto, la nanotecnología se ha utilizado para desarrollar materiales, aparatos y sistemas novedosos a bajo costo y con propiedades únicas (Wilson, 2002).

La nanotecnología ofrece grandes ventajas: 1) la posibilidad de crear materiales con propiedades diferentes; 2) los dispositivos a nanoescala requieren menor cantidad de material para  elaborarlos;
3) consumen menores cantidades de energía y de otros consumibles; 4) su función puede ser mejorada manipulando sus dimensiones; y 5) pueden tener un amplio rango de aplicación.

Los nanomateriales son los materiales que se encuentran en al menos una escala de longitud característica en el intervalo nanométrico (de 1 a 100 nm; en 3D bloques o celdas, 2D películas delgadas, 1D alambres delgados y 0D nanopartículas) que influye en sus propiedades físicas o químicas. Pueden consistir de fases amorfas, cristalinas y pueden ser metales, cerámicos, semiconductores, polímeros y compositos. Se ha demostrado que sus propiedades dependen del tamaño de la nanopartícula, incluyendo propiedades magnéticas, ópticas, puntos de fusión, calor específico y reactividad superficial. Puede haber una gran cantidad de combinaciones de dos, tres, o más elementos con partículas de varios tamaños. Cada cambio en la composición o en el  tamaño pueden llevar a diferentes propiedades tanto físicas como químicas. Estos nuevos materiales abarcan muchos campos de estudio, donde el aspecto más relevante es la síntesis (Schubert, 2000) (Klabunde, 2001).
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Las investigaciones dirigidas a la búsqueda de otras alternativas para el tratamiento de las infecciones causadas por bacterias y virus resistentes se incrementan cada día. Dentro de la gama de compuestos cuya actividad bactericida se está investigando, las nanopartículas de plata (AgNPs) surgen como un prometedor agente antibacteriano que podría ser utilizado para enfrentar a las bacterias resistentes a los antibióticos.

La plata es hasta ahora, un agente antimicrobiano y antifúngico, debido a su fuerte efecto citotóxico contra una amplia gama de microorganismos, y también a su baja toxicidad humana en comparación con otros iones de metales pesados. La actividad antibacteriana de la plata se sabe que es debido a iones Ag+, que se unen fuertemente a los grupos tiol presentes en la membrana
celular bacteriana, rompiendo así la pared celular y por lo tanto destruyendo la célula. Recientemente, se ha sabido que las AgNPs también poseen una considerable actividad antimicrobiana. El mecanismo antibacteriano de las AgNPs está relacionado con el daño de la membrana debido a los radicales libres que se derivan de la superficie de las nanopartículas (Anindita, et al., 2010).

Los beneficios potenciales de los nanomateriales como la Ag han sido reconocidos incluso por muchas industrias, no sólo debido a su fuerte actividad antimicrobiana de amplio espectro de bacterias, virus y hongos, pero también debido a la baja tasa de desarrollo a la resistencia, que es un problema común en el caso de los antibióticos comerciales. Debido a estas características únicas, las AgNPs han sido utilizadas en diversas aplicaciones médicas e incluso como materiales biomédicos como el cemento óseo, piel artificial, etc., así como en la prevención de la infección bacteriana y fúngica relacionada con el uso de dispositivos médicos (Anindita, et al., 2010).

En diversos estudios se han observado las propiedades antimicrobianas de las AgNPs tanto en virus como en bacterias. Se ha determinado que las AgNPs tienen efecto en bacterias Gram negativas como Escherichia coli (Lok, et al., 2006), Vibrio cholera, y Pseudomonas aeruginosa (Morones, et al., 2005) (Sondi, et al., 2004) (Yoon, et al., 2008) y Gram positivas como Bacillus subtilis (Yoon, et al., 2008), Staphylococcus aureus(Shrivastava, et al., 2007) y Enterococcus faecalis (Panacek, et al., 2006).

En los últimos años, se están utilizando ampliamente AgNPs en materiales médicos debido a sus efectos antibacterianos. Por lo tanto, un recubrimiento de dióxido de titanio (TiO2) formado por una aleación de titanio-plata (AgTi) podría exhibir actividad antibacteriana superior contra microorganismos orales (Anindita, et al., 2010). Las nanopartículas derivadas de  la plata presentan
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El TiO2 es uno de los fotocatalizadores más utilizados en la degradación de la materia orgánica, incluyendo, por ejemplo, la purificación de aire, el tratamiento de agua y la degradación bacteriana. El TiO2 es químicamente estable bajo luz ultravioleta (UV) y es transparente a la luz visible. Además, las películas de TiO2 se pueden sintetizar fácilmente a través de métodos químicos con buena adherencia a los sustratos con una geometría compleja (Jung-Yoon, et al., 2009). En odontología, se ha usado el TiO2 en la desinfección de las superficies de los espejos dentales (Funakoshi, et al., 2007), la producción de implantes dentales (Suketa, et al., 2005) y la fabricación de material de curación antibacteriano para endodoncia (Mi-Jin, et al., 2007).

El TiO2 es un material importante en aplicaciones ambientales, que van desde la energía fotovoltaica a la fotocatálisis y en sensores. La mayoría de estas aplicaciones se basan en las propiedades del TiO2 como un fotocatalizador eficiente y ambientalmente benigno. La actividad fotocatalítica de un semiconductor en gran medida depende de tres factores: (a) las propiedades  de absorción de luz, (b) la reducción y las tasas de oxidación en la superficie por el par electron- hueco, y (c) la velocidad de recombinación del par electrón-hueco (Peng, et al., 2008).

En la actualidad, el TiO2 es el material semiconductor fotocatalítico más utilizado, debido a su elevada estabilidad y a su banda favorable de energías prohibidas en torno a 3.0 eV. El TiO2, tanto en forma de películas delgadas como en su forma monolítica, presenta propiedades eléctricas explotables para el diseño y producción de materiales electroactivos. El TiO2 es intrínsecamente un semiconductor tipo “n” que, inmerso en un fluido electrolítico, puede regular su concentración de defectos electrónicos, en el cual mediante la aplicación de un campo eléctrico, el dopado con aceptores o donadores y/o la introducción de iones son capaces de modificar su estructura cristaloquímica (Moreno, et al., 2009). Es interesante mencionar que los efectos fotocatalíticos pueden ser mejorados mediante la adición de metales nobles tales como platino (Pt) y plata (Ag) a la superficie de TiO2 (Choi, et al., 2007).


Cuando el TiO2 está dopado con cationes pentavalentes aumenta la concentración de electrones, sin embargo, cuando está dopado con iones trivalentes se generan huecos electrónicos dando lugar a semiconductores tipo p. De esta manera puede controlarse la aniquilación de cargas móviles por recombinación y adecuar la estructura para el movimiento apropiado de iones y electrones (Moreno, et al., 2009).
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)En la cavidad oral se encuentran diversas poblaciones de microorganismos que comprenden por lo menos 37 géneros de bacterias. Los primeros en colonizar son los Streptococcus, que constituyen del 47 a 85% de los microorganismos detectados dentro de las primeras 4 horas después de una limpieza dental profesional (Özy ld z, et al., 2010).

El Streptococcus mutans es el principal agente causante de la caries dental y es el productor de la enzima glucosiltransferasa, que cataliza la formación de los enlaces solubles e insolubles de α- glucanos a partir de la sacarosa. Los glucanos promueven la adhesión y la acumulación de microorganismos cariogénicos sobre la superficie del diente, lo que resulta la formación de placa dentobacteriana, y con el tiempo, contribuye a la formación de caries (Özy ld z, et al., 2010).

Los Lactobacillus acidophilus, entre otros organismos patógenos, se acumulan y colonizan en la placa dentobacteriana, los lactobacilos no juegan un papel importante en la iniciación de la caries dental, pero son importantes para la progresión de la lesión cariosa. Con un pH ácido, aumenta el número de Lactobacilos y el número de Streptococcus mutans disminuye, lo que contribuye a la desmineralización de los dientes una vez que las lesiones cariosas están establecidas (Alok, et al., 2011).

La Candida albicans es la especie de hongo que se detecta con mayor frecuencia en la cavidad bucal, generalmente se encuentra en la lengua, la mucosa, la dentina, la raíz del diente, la subgingiva y las bolsas periodontales. La Candida albicans puede producir biopelículas sobre las superficies dentales, lo que la hace resistente a los antifúngicos, y participar sobre todo en las infecciones de los conductos radiculares (Siqueira, et al., 2004).

La desmineralización del esmalte, o lesiones de mancha blanca alrededor de los brackets de ortodoncia, es un efecto secundario no deseado de un tratamiento de ortodoncia. La aparatología fija en el medio ambiente oral, proporciona las condiciones ideales para la colonización de los microorganismos, sobre todo cuando los pacientes tienen dificultad para mantener una higiene oral adecuada, por lo que los componentes de la aparatología fija ofrecen sitios adicionales para que se unan y se acumulen los microorganismos sobre la superficie de estos (Alok, et al., 2011).



2. Metodología


Todos los reactivos fueron usados como fueron recibidos, nitrato de plata (AgNO3), borohidruro de sodio (NaBH4), tetracloruro de titanio (TiCl4), nanopartículas de dióxido de titanio (NPs de TiO2)  10
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)% en peso dispersas en agua, dodecil sulfato de sodio (SDS) e hidracina (N2H4·H2O), todos los reactivos fueron adquiridos en la compañía SIGMA-ALDRICH, St Louis MO, USA.
2.1 Síntesis de Nanopartículas de Ag
Se sintetizaron AgNPs por dos diferentes métodos.


Método 1
 (
-2
)Se prepararon AgNPs, donde el bracket de alúmina (ORMCO,USA), fue colocado en una  disolución de NaOH al 10% M por 10 minutos. Posteriormente el bracket de alúmina fue colocado en una disolución de AgNO3 en una concentración de 10 M permaneciendo ahí por 60 minutos. Para hacer la reducción se colocó el bracket de alúmina en una disolución de NaBH4 al 0.04% M dejándolo sumergido durante 5 minutos.

Método 2
 (
-2
)Se prepararon AgNPs usando el método propuesto por Tanusheree Bala. El bracket de alúmina  fue colocado en una disolución de 10-2 M de ácido oleico con metanol, la cual se agitó a 500 rpm hasta  la evaporación total de metanol. Después se le agregó al bracket de alúmina una  disolución
acuosa de AgNO3 en una concentración de 10 M permaneciendo en la disolución por 24 horas. La reducción se logró al añadir una disolución acuosa de NaBH4 al 0.04% M dejándolo reaccionar durante 30 minutos. Por último, el bracket fue lavado con agua desionizada para eliminar excedentes y secado en una estufa a 100°C durante una hora (Bala, et al., 2011).

2.2 Síntesis de Nanopartículas de TiO2
Se realizaron 2 diferentes métodos para la síntesis de nanopartículas de TiO2.

Método 1
Se prepararon nanopartículas de TiO2 sobre el bracket de alúmina, utilizando como precursor TiCl4 a una concentración 3M, el cual se adicionó mediante goteo lento a 75 ml de agua desionizada. La disolución fue homogenizada mediante agitación suave y calentada a 50 °C. Posteriormente, se agregó una disolución de ácido acético glacial y de NH4OH al 30% en peso, por último el bracket  de alúmina fue secado en un horno a 70 °C por 24 horas y calcinado en una mufla a 450 °C por 3 horas.

Método 2
El bracket de alúmina fue sumergido en una disolución 10 mM de nanopartículas de TiO2,  partiendo de una disolución cuya concentración es 10% en peso durante 12 horas y después se lavó para eliminar excedentes.
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2.3 Síntesis de Nanopartículas de Ag-TiO2
 (
-2
)El composito de Ag-TiO2 sobre el bracket de alúmina, se obtuvo de la siguiente manera: se mezcló una disolución 10 mM de nanopartículas TiO2    dispersas en agua, con una disolución acuosa 10   M de AgNO3. A esta mezcla se le adicionó una disolución al 10 % de dodecil sulfato de sodio  (SDS) agitando magnéticamente durante 30 minutos. Posteriormente, se le agregó una disolución (108 mM) de hidracina (N2H4·H2O) como agente reductor; continuando la agitación magnética por 30 minutos. Por último, el bracket de alúmina con nanopartículas de Ag-TiO2 fue retirado de la mezcla de reacción y lavado con agua desionizada para eliminar excedentes y posteriormente secado en un estufa a 70°C durante 24 horas.

2.4 Microbiología
La actividad antibacteriana del soporte con AgNPs fue evaluada tanto por Gram negativos como  por Gram positivos, incluyendo especies de Escherichia coli y Staphylococcus Aureus, utilizando el método de difusión en agar (Bauer, et al., 1966). Luri Bertani (LB) y caldo de agar fueron utilizados para el cultivo de E. coli. S. aureus se cultivó en (BHI) y agar. Todos los organismos se cultivaron aeróbicamente a 37 º C. Las cajas Petri se inocularon utilizando un hisopo estéril con los microorganismos, Escherichia coli y Staphylococcus Aureus, (1:100 de dilución) colocándose un bracket proveniente de cada método de síntesis incubándose  a 37 °C por 24 horas.

2.5 Técnicas de caracterización
Difracción de Rayos X (DRX).
Se realizó difracción de rayos X al soporte (bracket de alúmina), utilizando un difractómetro de rayos X Bruker D8 advance LinxEye que tiene una fuente de rayos X con ánodo de cobre (Kα1 = 0.1540 Å).



Microscopía de Fuerza Atómica (AFM).
Se obtuvieron micrografías del soporte (bracket) con el microscopio de fuerza atómica Marca VEECO modelo CP-II: SPM Digital. Se emplearon modos de contacto y tapping, escáner de 5 micras.

Microscopía Electrónica de Barrido y Espectroscopía por Dispersión de Energía de Rayos X (SEM- EDS).
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)Se realizaron micrografías al soporte (bracket) y los sistemas bracket/Ag, bracket/TiO2/Ag, en el microscopio electrónico de barrido marca JEOL JSM-6510LV con filamento de tungsteno, acoplado a detector de rayos X, para hacer análisis químico por medio de dispersión de energía (EDS)  marca OXFORD, con resolución de 137 eV.

Microscopia electrónica de transmisión
Se realizaron micrografías utilizando un microscopio electrónico de transmisión de la marca JEOL- 2100 de 200 kV con filamento de LaB6. Con una resolución de 0.23 nm punto a punto y 0.14 nm línea a línea. La adquisición de las micrografías se lleva acabo de manera digital a través de una Cámara CCD de Gatan, modelo SC200. Se tiene acoplado un detector de rayos X  para análisis  por  Dispersión de Energía (EDS) marca NORAN.



3. Resultados y discusión


3.1 Caracterización del soporte (bracket de alúmina)


Se realizo DRX a la superficie del bracket de alúmina, después se comparó con la tarjeta JCPDS- ICCD-46-1212, dando como resultado que el material es Al2O3 en su fase alfa (Figura 1).
[image: ]
Figura 1. Patrón de DRX del soporte (bracket). Los picos corresponden a α-Al2O3.

Se realizó AFM al bracket de alúmina, en donde se observa la topografía de la superficie (Figura  2).
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Figura 2. Imagen 3D de AFM del soporte (bracket)


En las micrografías realizadas por SEM se encontró que la composición del material era Al y O (Figura 3).
[image: ]
Figura 3. SEM-EDS. a) Microscopía del soporte. b y c) Componentes del soporte Aluminio y Oxigeno, tomada a 10 KeV y 500x.



3.2 Caracterización de Nanopartículas de Ag sobre Al2O3

El método propuesto por Tanusheree Bala para el anclaje de las AgNPs sobre Al2O3 (Bala, et al., 2011) sigue el mecanismo que se muestra en la Figura 4. En la primera etapa de la reacción el ácido oleico interactúa con la superficie de Al2O3 (la cual es rica en grupos hidroxilo) a través de los grupos funcionales carboxílicos libres. La adición de AgNO3  y posteriormente su reducción con
NaBH4  se realizaron para la generación de AgNPs. Los iones de Ag+, que se unieron a la capa   de
ácido oleico periférica, se redujeron para formar nanopartículas por lo que permanecieron anclados en la superficie.
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Figura 4. Anclaje de nanopartículas de Ag sobre Al2O3. Esquema tomado de Bala, et al., 2011.

Se realizó el análisis con la técnica SEM-EDS por el cual se comprobó el anclaje sobre la superficie del bracket de alúmina. En ambos métodos de síntesis se encontró Ag, obteniendo mayor concentración en el segundo método que en el primero (Figura 5).
[image: ]
Figura 5. Composición química de las nanopartículas obtenidas por EDS y micrografía SEM de nanopartículas de Ag sobre el bracket de Al2O3 sintetizadas por(A)  el método 1, y (B)  el método 2.


3.3 Caracterización de Nanopartículas de TiO2 sobre Al2O3
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)Las nanopartículas de TiO2 se presentan dos formas estructurales que pueden tener actividad fotocatalítica: anatasa y rutilo. La anatasa (cadenas de TiO6 octaédricos compartiendo dos bordes) tiene una brecha de banda óptica más amplia de 3.2 eV, y la brecha de banda de rutilo (cadenas  de TiO6 octaédrica compartiendo cuatro bordes) es de 3.0 eV (Mogyorosi, et al., 2003). La anatasa y el rutilo se forman a menudo al mismo tiempo durante el proceso de obtención de las nanopartículas de TiO2. En su estructura la anatasa tiene una actividad fotocatalítica mayor que en su estructura de rutilo, por lo cual se busca su síntesis selectiva mediante distintos métodos de preparación. Diversos métodos y condiciones de preparación producen diferentes tamaños de partículas y composiciones del TiO2 nanoestructurado que muestran diferentes características morfológicas, estructurales y superficiales, propiedades físico-químicas y fotocatalíticas (Addamo, et al., 2004) (Andersson, et al., 2002).

Mediante SEM-EDS comprobó la composición de la superficie de las nanopartículas de TiO2 depositadas sobre el bracket de Al2O3. Se puede observar que en ambos métodos se encontró titanio y oxígeno, obteniendo mayor concentración en el segundo método que en el primero (Figura 6).


[image: ]
Figura 6. Determinación de la composición química de las nanopartículas mediante SEM-EDS. (A) Nanopartículas de TiO2 sintetizadas por el método 1. (B) Nanopartículas de TiO2 sintetizadas por el método 2.




3.4 Caracterización de Nanopartículas de Ag-TiO2 sobre Al2O3
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)Se obtuvieron micrografías por TEM, para determinar la forma y la distribución de tamaños de las nanopartículas de Ag y TiO2 depositadas en la superficie de Al2O3. Como se muestra en la Figura  7, una pequeña cantidad de nanopartículas de Ag y TiO2 con tamaños menores de 50 nm se depositaron sobre la superficie de Al2O3. Igualmente, se confirma que las nanopartículas de plata se depositan sobre la superficie de los cristalitos individuales de TiO2 (Figura 7). La composición de la superficie de las nanopartículas de Ag-TiO2 depositadas sobre el bracket se determinó cualitativamente mediante EDS, al igual que la distribución por medio del mapeo químico elemental. Por lo tanto, se puede suponer que las nanopartículas de Ag-TiO2 se depositan en la superficie de Al2O3 (Figura 8).
[image: ]
Figura 7. A), B), C) y D) Se muestran micrografías en TEM de nanopartículas de Ag-TiO2.



Figura 8. Mapeo químico elemental Ti(Rojo)|Ag(Verde)|sobre Al2O3 y determinación de la composición química de las nanopartículas mediante SEM-EDS.
3.4 Pruebas microbiológicas
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)Las muestras preparadas con nanopartículas de Ag, TiO2 y Ag/TiO2 sobre Al2O3 presentaron un efecto bactericida considerable, el cual se puede observar mediante la formación del halo inhibitorio. Este se presenta en ambos microorganismos E. coli y S. aureus, Gram (+) y Gram (-) respectivamente; este halo inhibitorio lo podemos contrastar en las Figuras 9 y 10, con respecto al bracket  control (a).
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Figura 9. Muestra los halos inhibitorios de los brackets sobre E. coli: a) bracket sin nanopartículas;
b) bracket con AgNPs; c) bracket con nanopartículas de TiO2; d) bracket con TiO2/Ag.
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a)
b)
c)
d)
)
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)Figura 10. Muestra los halos inhibitorios de los brackets sobre S. aureus: a) bracket sin nanopartículas; b) bracket con AgNPs; c) bracket con nanopartículas de TiO2/Ag; d) bracket conTiO2/Ag.





Conclusiones


Se sintetizaron nanopartículas de Ag, TiO2 y TiO2/Ag sobre la superficie de Al2O3 por métodos simples y de bajo costo. Para la síntesis de AgNPs, se obtuvieron mejores resultados modificando la superficie del soporte (Al2O3) con ácido oleico. En la síntesis de TiO2, se encontró que las nanopartículas de TiO2 pueden anclarse al soporte con solo sumergirlo en nanopartículas de TiO2. Por último, para las nanopartículas del compuesto hibrido Ag-TiO2, el SDS realizó su función de agente surfactante lo que permitió que las nanopartículas de Ag-TiO2 se encontraran dentro de la escala nanometríca.
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Abstract
Since areas near brackets and wires are difficult to clean with a toothbrush, plaque control is especially important during orthodontic treatment to avoid accumulation of waste food or dental plaque that could result in decay and periodontal disease. The objective of this study was to evaluate the antimicrobial properties of silver nanoparticles NP's (Ag), titanium dioxide (TiO2) and silver / titanium dioxide, synthesized on the surface of ceramic brackets of α-alumina.
Methodology: Silver NP's and titanium dioxide were synthesized by a simple chemical method and characterized by XRD, SEM, XPS and TEM, the antimicrobial activity was tested against Staphylococcus aureus and Escherichia coli by the diffusion test.
Results: The shape and size of the nanoparticles was observed by TEM. The sizes were 4.2 nm for silver, 3.6 nm for titanium dioxide and 31 nm for silver / titanium dioxide, the NP's that showed the greatest antibacterial activity were silver and the combination of silver / titanium dioxide, while titanium dioxide alone showed the least antimicrobial activity.
Conclusion: The results of this study showed that by a simple chemical method silver nanoparticles and titanium dioxide can be synthesized on the surface of α-alumina brackets with good antimicrobial activity and the possibility of reducing dental decay, periodontal disease and white spots generated during orthodontic treatment.

1. INTRODUCTION
Nanoscience and nanotechnology is an emerging field comprising nanostructured materials, among which the use of metal nanoparticles such as Ag, Au, Ir, Pd, and Pt have a variety of important applications. In recent years, Ag nanoparticles have been widely used due to its high cytotoxicity in a broad range of microbial and fungal species including strains resistant to antibiotics [1,2] as well as low toxicity in humans [3-5]. At present, it has been possible to demonstrate that silver nanoparticles can bind directly with the cell membrane of bacteria and then damaging or altering their functionality [6,7]. This is due to its high reactivity to substances such as proteins, enzymes, DNA, RNA, etc. because of interactions that occur against thiol, carboxylate, phosphate, hydroxyl, imidazole, indole or amine functional groups [8]. This interaction may cause a series of events that interfere with the microbial processes [8]. Factors affecting the toxicity of silver nanoparticles are particle size, the smaller the size the greater toxicity [9,10]; the form of nanoparticles, the nanoparticles containing a larger number of facets (such as triangular (1,1,1)) have higher antibacterial activity [12]. The preparation of Ag nanoparticles can be done by various methods, eg. chemical reduction [13-16], photochemical reduction: gamma [17-19], electron beam [20,21], microwave [22-24], laser [25]  and
ultra violet [26,27]; electrochemistry [28], sonochemistry [29] and ultrasound synthesis [30,31].
TiO2 photoactive materials are well known for their disinfection ability when irradiated with sunlight or ultraviolet light and it can inhibit microbial adhesion due to its high photocatalytic activity [32]. By irradiating TiO2 with UV light, electrons from the valence band can be promoted to the conduction band; as a result, electron-hole pairs can react with water or oxygen molecules forming various reactive oxygen species (ROS) that may cause damage to the cell membrane of microorganisms [32-39]. However the effect is greatly reduced in the dark, which limits their biomedical applications [40,41]. TiO2 nanoparticles with the anatase
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)phase have attracted great interest because it [42-48]. In recent years, great efforts have been devoted to the design and manufacture of nanostructured systems with tunable physicochemical properties for advanced photocatalytic applications [49,50]. In recent decades, many methods have been developed to synthesize TiO2 nanoparticles, such as sol-gel, hydrothermal, solvothermal, microemulsion, etc. [51-62].
The combination of TiO2 and Ag provides an active photocatalytic semiconductor and a noble metal that can extend and promote applications through photochemistry and heterogeneous catalysis [63,64]. Indeed, anchored Ag nanoparticles serve as traps that favor the separation of excited photoelectrons and holes to improve the quantum efficiency of TiO2, improving the elimination of bacteria. Therefore, incorporating TiO2 with Ag makes an excellent route to enhance the antibacterial behavior. Several methods have been proposed for the Ag-TiO2 preparation: a single step sol-gel route [65-67], photoreduction of Ag+  in a suspension of  TiO2 [68] and electrochemical deposition of Ag nanoparticles on the surface of TiO2 [69].
In this research, Ag, TiO2 and Ag/TiO2 nanoparticles were synthesized, characterized and the antimicrobial properties were evaluated using Al2O3 from ceramic brackets as support. These brackets are used in the fixed appliance orthodontic treatment. The objective is to reduce the accumulation of plaque and therefore bacterial growth during orthodontic treatment.

2. Experimental
Materials: All reagents were used as received, silver nitrate (AgNO3), sodium dodecyl sulfate (SDS), titanium dioxide nanoparticles (TiO2 NPs) 10% wt dispersed in water and hydrazine (N2H4 • H2O). All reagents were purchased from SIGMA-ALDRICH company, St Louis MO, USA.

2.1 Synthesis
2.1.1. Ag NP´s on α-Al2O3 composite preparation
Ag Nanoparticles were synthesized in situ on a support of α-Al2O3. 10 mM of AgNO3 solution with 10% SDS was magnetically stirred for 30 minutes at room temperature. Then, a solution of N2H4 • H2O (108 mM) was added as reducing agent, continuing magnetic stirring for 30 minutes. Finally, the α-Al2O3 with the supported Ag NP´s was removed from the reaction mixture and washed with deionized water to eliminate excess and subsequently dried in an oven at 70 ° C for 24 hours.


2.1.2. TiO2 NP´s on α-Al2O3 composite preparation
Nanoparticles of TiO2 were anchored to the α-Al2O3 support as follows: 10 mM of a solution with 10% wt of dispersed TiO2 nanoparticles was mixed with 10% SDS for 30 minutes with magnetic stirring. Then, the composite was removed from the mixture and washed with deionized water to eliminate excess subsequently dried in a oven at 70 ° C for 24 hours.

2.1.3. Ag/TiO2 NP´s on α-Al2O3 composite preparation
The composite of Ag/TiO2 NP`s with α-Al2O3 was obtained as follows: : 10 mM of a solution with 10% wt of dispersed TiO2 nanoparticles was mixed with 10 mM of AgNO3 solution with 10% SDS with magnetic  stirring during 30 min. Then, a solution of N2H4 • H2O (108 mM) was added as reducing agent, continuing magnetic stirring for 30 minutes. Finally, the composite was removed from the reaction mixture and washed with deionized water to eliminate excess and subsequently dried in an oven at 70 ° C for 24 hours.

2.2. Characterization techniques
2.2.1. Scanning Electron Microscopy and Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (SEM-EDS) were done on a JEOL JSM-6510LV microscope coupled with an OXFORD Energy Dispersion Spectroscopy (EDS) probe for chemical analysis.

2.2.2. Transmission Electron Microscopy (TEM) was done in a JEOL-2100 microscope with an acceleration voltage of 200 kV. The acquisition of the micrographs was carried out digitally with a Gatan CCD camera, SC200 model.

2.2.3. Atomic Force Microscopy (AFM) was done with a VEECO CP-II: SPM Digital microscope in the contact mode using a µm 5 scanner.

2.2.4.  (
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)X-Ray Diffraction (XRD) was done in a X-ray diffractometer D8 Advance Bruker LinxEye using a X- ray source with a copper anode.

2.2.5. X-ray Photoelectron Spectrometry (XPS) was done with a X-ray photoelectron spectrometer of the brand JEOL JPS-9200. We used an X-ray source of Mg Ka (hv = 1253.6 eV) at 200 W.

Microbiology

The antibacterial activity of the different materials was evaluated against the Gram negative and Gram  positive bacteria Escherichia coli and Staphylococcus Aureus, using the agar diffusion method [70]. Luri Bertani (LB) and agar broth were used for growing E. coli while S. aureus was grown in (BHI) and agar. Petri plates were inoculated using a sterile swab impregnated with Escherichia coli and Staphylococcus Aureus (1: 100 dilution) placing a bracket from each synthesis method (Al2O3 / Np´s composites) and a control bracket (pure Al2O3) incubated at 37 °C for 24 hours.

3. RESULTS AND DISCUSSION
The Al2O3 support was characterized by AFM. The polycrystalline topography of the material is observed and the average grain size is 400 nm. From the difference in heights of peaks and valleys we can say that the material show high roughness (Figure 1). It was found by SEM-EDS that the material is composed only of O and Al (Figure 2). XRD diffractogram was obtained and then matched with the JCPDS-ICCD-46-1212 card which corresponds to the Al2O3 in the alpha phase (Figure 3).
[image: ]
Fig. 1- AFM 3D image of the Al2O3 bracket
[image: ]
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[image: ]
Fig. 3- XRD pattern of the Al2O3 bracket. The peaks were compared with JCPDS-ICCD-46-1212 card, corresponding to α-Al2O3.

TEM was performed on the material obtained in the first synthesis (Section 2.1.1). As shown in Figure 4 (a and b), a small amount of silver nanoparticles were deposited on the surface of the Al2O3 bracket with an average size of around 4.2 nm (Figure 4d). We measured the lattice fringes from the HRTEM image and they were 0.235 nm and 0,144 nm respective to the planes (111) and (220) according to the JCPDS-04-0783 card (Figure 4c).
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Fig. 4- TEM. a) and b) micrographs of Ag nanoparticles; c) HRTEM. Ag nanoparticle image, interplanar distance information, of 0.235 nm and 0.144 nm is shown respectively for the (111) and (220) planes concordant with JCPDS-04-0783 card; d) Histogram of Ag nanoparticle with an average size of 4.2nm.

In the case of TiO2NPs composite (Section 2.1.2), the size and distribution particle of TiO2 deposited on the surface of Al2O3 was sought. As shown in Figure 5 (a and b), it was confirmed that they were TiO2NPs with  an average size of around 3.6 nm (Figure 5d). HRTEM was performed (Figure 5c) and the measured lattice fringes were 0.243 nm, 0.189 nm and 0.165 nm corresponding to the (103), (200) and (211) planes respectively, concordant with JCPDS-021.1272 card.
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Fig. 5- TEM. a and b) micrographs of TiO2 nanoparticles; c) HRTEM. TiO2 nanoparticles, interplanar  distance information shown, 0.243 nm, 0.189 nm and 0.165 nm corresponding to the planes (103), (200)   and
(211) respectively, consistent with JCPDS-021-1272 card; d) Size histogram TiO2 nanoparticles.

In the Ag/TiO2NPs synthesis (Section 2.1.3) the size and distribution particle of the combination of Ag/TiO2 deposited on the surface of Al2O3 was investigated by TEM. As it is shown in Figure 6 (a and b), a small amount of nanoparticles of titanium dioxide with an average size of 31 nm (Figure 6d) on the surface of Al2O3 was deposited. It is also observed that smaller silver nanoparticles are deposited on the surface of the TiO2, this can be observed because of the difference in contrast where darker particles correspond to the higher atomic number of Ag (Figure 6c).
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Fig. 6- TEM. a, b and c) Ag/TiO2 nanoparticles micrographs. d) Histogram size of Ag/TiO2 nanoparticles.

The composition of the surface of the Ag/TiO2 on Al2O3 composite was qualitatively studied by EDS mapping. As seen, the distribution of Ag and Ti is homogeneous throughout the material and the presence of these two elements is confirmed further with the EDS Spectrum taken from the whole area of the SEM image where the signals from Ag and Ti are observed (Figure 7).
[image: ]
Fig. 7- Chemical Mapping: Ti (Red), Ag (Green) on Al2O3 and the corresponding SEM spectrum.
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)In Figure 8a, was shown the pattern of X-ray diffraction of AgNPs deposited on the support surface Al2O3, shows that the peaks at 38.3, 44.4, 64.6 and 75.5 of AgNPs coincide with the peaks of Al2O3, were observed that they are less intense so we assume that the support surface was covered by AgNPs. Also in Figure 8b, the pattern of X-ray diffraction of TiO2NPs deposited on the support surface of Al2O3, which shows that the peaks 23.3, 37.8, 53.9, 62.7, 68.8, 70.3 and 76.8 of TiO2NPs match shown those of Al2O3, but are less intense, so we assume that the support surface was covered by TiO2NPs. In Figure 8c, one can see the pattern of X-ray diffraction of the combination of Ag/TiO2NPs deposited on the support surface Al2O3 shown that peaks at 38.3, 44.4 and 75.5 of AgNPs and peaks 23.3, 37.8, 53.9, 62.7, 68.8 and 76.8 of the TiO2NPs match those of Al2O3, both materials are deposited individually making properties make the most of materials. Characterization technique is consistent with the EDS analysis on elemental chemical mapping, where this distribution was observed. Studies show that associated with the alumina peaks decrease with the concentration of Ag and TiO2 [71-73].
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Fig. 8- XRD. a) XRD pattern of AgNPs anchored Al2O3 support. b) XRD pattern of TiO2NPs anchored Al2O3 support. c) Pattern X-ray diffraction of the Ag/TiO2NPs anchored Al2O3 support.
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XPS was perfomed to study the chemical state of the Ag and Ti species on the surface of the composites. The signal from C 1s was centered at 285 eV of binding energy and all other signals were referenced to it. Figure  9 shows the spectrum of Ag. It can be seen that when the signal is deconvoluted two different signals are distinguished. The bigger signal correspond to metallic Ag while the small signal is for oxidized Ag. It is obvious that the great majority of the silver present is in the metallic state. In Figure 10 as in the case of silver (Figure 9) a deconvolution of the Ti signal was done. As seen, there is only one signal corresponding to the Ti-O species, confirming the effectiveness of the method proposed for the preparation of titanium dioxide nanoparticles. Because the XPS is highly sensitive to the surface, we can assume that the Ag particles are exposed largely on the surface and they cover a portion of the surface of the TiO2 particles. This argument is consistent with the morphological characteristics of the samples [74-77].
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Fig 9- XPS spectra of AgNPs on Al2O3 support.
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In Figure 11 the antimicrobial activity in E. coli of AgNPs, TiO2NPs, Ag/TiO2NPs and a control bracket is shown. In the microbiological testing, the samples prepared with Ag, TiO2 and Ag/TiO2 nanoparticles on Al2O3 showed a considerable bactericidal effect, which is confirmed by the formation of an inhibitory halo. This occurs in both microorganisms E. coli and S. aureus, Gram (+) and Gram (-) respectively and we can contrast it with the lack of halo on the Control bracket (a and e). This is consistent with several investigations where E. coli inactivation is mainly due to the destruction of the cell wall by Ag and TiO2 [73-79]. The halo observed in Figure 11b and d (AgNPs and Ag/TiO2NPs composites) have an inhibitory halo of around 45 mm of radius, while in the figure 11c the TiO2NPs composites show an inhibitory halo of only 23 mm. However, all composites showed this halo while the control bracket (Figure 11a) did not. As for the antimicrobial activity in S. aureus, in Figure 11f the AgNPs have an inhibitory halo of 4 mm, in Figure 11g (TiO2NPs) the halo is 2 mm in radius and in figure 11h (Ag/TiO2NPs) the inhibitory halo is 45mm. All composites showed this halo while the control bracket (Figure 11e) did not. In general, the composites have greater antibacterial activity with E. coli than S. auerus. This difference in bacterial resistance of Gram-negative and Gram- positive bacteria agrees with the literature [80-83]. The tolerance of Gram-negative bacteria to different nanoparticles could be attributed to the layer of lipopolysaccharide (LPS) that provides an external bacteria cell membrane. LPS layer not only contributes to cell integrity, but also hinders the absorption of Ag+ and/or AgNPs [82,83]. It is unclear whether this trend is universal for all species of Gram-negative and Gram- positive bacteria [84].
[image: ]
Fig. 11- Inhibitory halos of brackets on E. coli: a) bracket without nanoparticles; b) bracket with AgNPs; c) bracket with TiO2NPs; d) bracket with Ag/TiO2NPs. Inhibitory halos of brackets on S. aureus: e) bracket without nanoparticles; f) bracket with AgNPs; g) bracket with TiO2NPs; h) bracket with Ag/TiO2NPs.

4. CONCLUSIONS

The synthesis of Ag, TiO2 and Ag/TiO2 nanoparticles on the surface of Al2O3 was achieved by a simple and inexpensive chemical reduction method. We demonstrated the presence of the nanometric particles on the surface of the alumina brackets by TEM, EDS and XPS. In the microbiological tests, an inhibitory effect was achieved in all samples containing nanoparticles, having a bigger inhibitory halo the samples of Ag and Ag/TiO2 nanoparticles for both bacteria. Finally it is expected that the TiO2NPs and the combined  Ag/TiO2NPs increase their antimicrobial inhibition due to a photocatalytic effect when exposed to light.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo de investigación, se estableció el método de síntesis adecuado para soportar nanopartículas de Ag, TiO2 y Ag/TiO2 sobre la superficie de Al2O3. Mediante la metodología establecida se obtuvieron nanopartículas de Ag, TiO2 y Ag/TiO2 sobre la superficie de Al2O3 por un método de reducción química simple y de bajo costo.

Después de investigar la incorporación de nanopartículas de Ag, TiO2 y Ag/TiO2 por diferentes métodos, se pudo superar el problema de adhesión de las nanopartículas debido a la estabilidad del soporte (α-alúmina).

Para la síntesis de AgNPs, se obtuvieron los mejores resultados, utilizando como precursor AgNO3, SDS como agente surfactante e hidracina como reductor, mediante este método las nanopartículas se depositaron de manera homogénea sobre el soporte.

El anclaje de las nanopartículas de TiO2 sobre la superficie del soporte se consiguió mediante la interface de SDS, logrando una distribución uniforme de las nanopartículas de TiO2.

Para la síntesis de las nanopartículas de Ag/TiO2, utilizando como precursor AgNO3 y nanopartículas de TiO2, el agente surfactante SDS y como reductor hidracina, los resultados que se obtuvieron fueron buenos, ya que se depositó tanto la plata como el dióxido de titanio de forma homogénea sobre la superficie del soporte.

Respecto a las pruebas microbiológicas, los compositos sintetizados en todas las combinaciones mostraron efecto inhibitorio, ejerciendo un efecto más contundente en las muestras de Ag y Ag/TiO2 que en la muestra de TiO2, esto tanto para los estudios en bacterias tipo Gram (-) como en Gram (+) en ambas bacterias.
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Por último, las nanopartículas de Ag, TiO2 y Ag/TiO2 fueron caracterizadas de manera clara y concisa, por lo que se obtuvieron nanopartículas con forma y tamaño bien definido, logrando el efecto inhibitorio de estás en E. coli y S. aureus, por lo que se cumple con los objetivos de esta investigación.
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