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RESUMEN

DESARROLLO Y EVALUACION DE UN PROTOTIPO DE BIOSENSOR
ELECTROQUIMICO USANDO ELECTRODOS SERIGRAFIADOS DE NANOTUBOS
DE ORO Y OXIDO DE GRAFENO PARA LA DETECCION DE MIELOPEROXIDASA

EN SALIVA COMO BIOMARCADOR DE ENFERMEDAD PERIODONTAL

Valdivieso Rodriguez Maria Camila, Ortiz Zambrano Ludy Rossana, Castillo Ledn John Jairo*
Escuela de quimica, Facultad de ciencias, Universidad Industrial de Santander
*director de proyecto de grado

Palabras claves: mieloperoxidasa, saliva, enfermedad periodontal, electrodo serigrafiado, grafeno,

nanoparticulas de oro.

Segun el Ministerio de Salud de Colombia, aproximadamente el 61,8% de la poblacion presenta
algun tipo de enfermedad periodontal, esto se debe principalmente a la brecha socioeconémica que
provoca falta de informacion y acceso a buenos habitos de salud bucal. Por lo anterior, el principal
objetivo de este trabajo de grado ha sido evaluar la eficacia de los electrodos serigrafiados de
grafeno y nanoparticulas de oro, mediante voltamperometria ciclica, para la deteccion de
enfermedad periodontal (EP) a través del analisis de niveles de mieloperoxidasa en muestras de

saliva.

Para tal fin, el estudio se dividio en varias etapas: medicion de la actividad enzimatica de la
mieloperoxidasa comercial mediante métodos espectrofotométricos, utilizando guayacol como

sustrato, donde se determind una actividad enzimética de 4,84 U.

La siguiente etapa consistid en caracterizar electroquimicamente los electrodos, primero utilizando
ferricianuro de potasio, y segundo en presencia de peréxido de hidrégeno con el fin de determinar

una velocidad de barrido de potencial adecuada. También se determind una concentracién de

12



peroxido hidrogeno apta para ser el sustrato de la mieloperoxidasa en los analisis de muestras

reales.

En el dltimo paso, con ayuda de la doctora Silvia Rizo del consultorio odontolégico de la clinica
Carlos Ardila Lulle, se recogieron 29 muestras de pacientes con antecedentes de salud conocidos,
con el fin de determinar los niveles de mieloperoxidasa en dichas muestras y clasificarlas segin
las afecciones de cada paciente. También se tomaron 6 muestras de personas al azar, sin
clasificacion médica, con el fin de poder incluirlas en algin grupo de clasificacion segun los

resultados de los pacientes de consultorio.

Finalmente, al realizar el andlisis de componentes principales (PCA) se evidencié una mayor
precision en la distribucion y clasificacion de las muestras con el electrodo de grafeno en
comparacion con el de nanoparticulas de oro. Esta disparidad podria explicarse por la interferencia
que las nanoparticulas de oro generan al interactuar con el medio bioldgico, lo que afecta la

exactitud de la corriente medida.
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ABSTRACT

SCREEN PRINTED ELECTRODES MODIFIED WITH PEROXIDASE FROM GRASS
GUINEA (PANICUM MAXIMUM) FOR ENZYMATIC DETECTION OF HYDROGEN
PEROXIDE.

Valdivieso Rodriguez Maria Camila, Ortiz Zambrano Ludy Rossana, Castillo Ledn John Jairo*

School of Chemistry, Faculty of Science, Industrial University of Santander
*Project manager grade
Keywords: myeloperoxidase, saliva, periodontal disease, screen-printed electrode, graphene, gold

nanoparticles.

According to the Ministry of Health of Colombia, approximately 61.8% of the population presents
some type of periodontal disease. This is mainly due to the socioeconomic gap that leads to a lack
of information and access to good oral health habits. Therefore, the main objective of this
undergraduate thesis has been to explore the efficacy of screen-printed graphene and gold
nanoparticle electrodes, using cyclic voltammetry, for the detection of periodontal disease (PD)

through the analysis of myeloperoxidase levels in saliva samples.

For this purpose, the study was divided into several stages. Starting with the measurement of
enzymatic activity of commercial myeloperoxidase using spectrophotometric methods, using
guaiacol as a substrate, where a enzymatic activity of 4.84 U was determined. The next stage
consisted of electrochemically characterizing the electrodes using potassium ferricyanide in the
presence of hydrogen peroxide to determine an appropriate potential sweep rate. A suitable
hydrogen peroxide concentration was also determined to be the substrate for myeloperoxidase in

real sample analyses.
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In the final step, with the assistance of Dr. Silvia Rizo from the dental office of the Carlos Ardila
Lulle clinic, 29 samples were collected from patients with known health backgrounds to determine
myeloperoxidase levels in these samples and classify them according to each patient's conditions.
Additionally, 6 samples were taken randomly from unclassified individuals to be included in a

classification group according to the results of the clinic patients.

Finally, upon performing Principal Component Analysis (PCA), greater precision was evidenced
in the distribution and classification of samples with the graphene electrode compared to the gold
nanoparticle electrode. This disparity could be explained by the interference generated by gold
nanoparticles when interacting with the biological medium, affecting the accuracy of the measured

current.
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INTRODUCCION

Segun el reporte del estado de la salud oral global realizado por la organizacion mundial
de la salud en 2022, la enfermedad periodontal severa es la segunda enfermedad con mayor
prevalencia a nivel mundial, luego de las caries no tratadas en dientes permanentes, con alrededor
de mil millones de reportes (OMS, 2022). A nivel local, el 61.8% de la poblacion colombiana
presenta periodontitis en alguna de sus fases, siendo la fase moderada la mas frecuente y las
personas mayores de 45 anos las mas afectadas (Minsalud, 2012). La mala higiene en la salud oral
es la principal causa de estas cifras. Escasos recursos asignados a programas de prevencion y
tratamiento de enfermedades orales y el poco conocimiento sobre el efecto de una EP avanzada en
la calidad de vida de las personas son razones que justifican la prevalencia de esta enfermedad en

el pais.

En los ultimos afios se ha demostrado el papel de la mieloperoxidasa como biomarcador
del dafo de tejido periodontal, lo cual ha resultado Gtil en el diagndstico, prondstico y evaluacién

de los efectos de la terapia en la enfermedad periodontal. (Dagar et al., 2015)

La mieloperoxidasa (MPQO) es uno de los mediadores expresados dentro de los tejidos
durante la progresion de la inflamacion (Aratani, 2018). Se han detectado niveles elevados de MPO
en tejido gingival, saliva y fluido crevicular de pacientes con enfermedad periodontal, lo que indica
una regulacion al alza de la activacion de neutréfilos y el estrés oxidativo en los tejidos afectados.
De esta forma se relaciona que el aumento de la actividad de la MPO esté asociado con la gravedad

y progresion de la enfermedad periodontal
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En general, la evidencia sugiere que un aumento en la actividad de la MPO esta
estrechamente relacionado con la patogénesis y la progresion de la enfermedad periodontal, lo que
indica una regulacion al alza de la activacion de neutrofilos y el estrés oxidativo en los tejidos

afectados.

El analisis de estas enzimas en la secrecién salival y los marcadores inflamatorios en suero
de pacientes con periodontitis pueden contribuir al esclarecimiento de la patogenia y mejorar la
realizacion de un diagnostico oportuno de la enfermedad periodontal. (Yamalik et al., 2000). Por
ello, con el proposito de identificar posibles biomarcadores presentes en el liquido crevicular
gingival (LCG) para discriminar la periodontitis en las zonas sanas e inflamadas, Leppilahti et al.
(2014) observa que en el analisis cuantitativo de los biomarcadores presentes en el LCG hubo una
tendencia en la que la mayoria de estos, entre ellos la mieloperoxidasa, aumentaba

progresivamente desde los sitios sanos y con gingivitis hasta las zonas con periodontitis créonica.

Por otra parte, el auge del uso de sensores y biosensores en las distintas areas de la medicina
ha permitido avanzar en el estudio de un sinnimero de patologias, siendo una alternativa
prometedora para el diagnostico temprano de enfermedad periodontal ya que, ademas de ser un
método facil de usar y no invasivo, estos dispositivos ofrecen dictamenes certeros y son capaces
de reportar la severidad de la afeccion en tiempo real (Kumar et al., 2015; Wignarajah et al., 2015).
Un diagnastico oportuno puede incluso ser vital para pacientes con enfermedades cardiovasculares

o diabetes.

Por lo anterior, nace el objetivo de desarrollar un prototipo de biosensor electroquimico

que permita obtener un primer diagnostico sobre la presencia de EP. En este trabajo se evaluo,
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mediante voltamperometria ciclica, el desempefio de los electrodos serigrafiados de grafeno y

nanoparticulas de oro en la deteccion de MPO como biomarcador de esta enfermedad.
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Con el fin de evaluar la posibilidad de desarrollar un prototipo de método diagndstico
rapido, sensible y de bajo costo, se evalud la eficacia de los electrodos serigrafiados como
detectores electroquimicos de la mieloperoxidasa en muestras de saliva, utilizando como sustrato
una concentracion determinada de perdéxido de hidrégeno para asi medir niveles de la enzima y

predecir la posible presencia de enfermedad periodontal en el paciente.

La mieloperoxidasa (MPQO) es uno de los mediadores expresados dentro de los tejidos
durante la progresion de la inflamacion (Aratani, 2018). La contribucion relativa de la
mieloperoxidasa a la peroxidasa salival total depende activamente de la presencia de inflamacion
periodontal u oral. (Thomas, et al., 2010). Esta relacion directa ha permitido que sean detectados
niveles elevados de MPO en tejido gingival, saliva y fluido crevicular de pacientes con enfermedad
periodontal, lo que indica una regulacion al alza de la activacion de neutrofilos y el estrés oxidativo
en los tejidos afectados. De esta forma se relaciona el aumento de la actividad de la MPO con la
gravedad y progresion de la enfermedad periodontal, lo cual ha despertado especial interés en la

medicion de MPO como biomarcador de EP.

En 2010, Lu, L. y colaboradores, fabricaron un inmunosensor amperométrico para la
deteccion de MPO basado en la inmovilizacion de anti-MPO en un electrodo de carbéon vitreo
modificado, y obtuvieron que en condiciones optimas, el cambio de corriente antes y después de
la inmunorreaccion fue proporcional a la concentracion de MPO en el rango de 5 a 300ng/mL con
un limite de deteccion de 0,2 ng mL. Ademas, en el mismo afio, Windmiller, J.R. y colaboradores,
desarrollaron un biosensor amperométrico basado en tiras serigrafiadas para la determinacion de

los niveles de mieloperoxidasa (MPO), que utiliza 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) como
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mediador redox para permitir la cuantificacion de niveles de MPO, y detectaron niveles

fisiologicos de MPO entre 3y 18 U/L tanto en tampon de acetato (pH 4,5) como en suero humano.

En 2017, Wen, Y.y colaboradores, desarrollaron un inmunosensor amperomeétrico para la
deteccion cuantitativa de MPO en suero utilizando redes trimetalicas de nanocables de CuPdPt,
con lo cual lograron satisfactoriamente la determinacion de MPO de muestras de suero clinico,
con una respuesta lineal dentro del rango de concentracion de MPO de 100 fg/mL a 50 ng/mL y

un bajo limite de deteccion de 33 fg/mL.

En una investigacion mas reciente, Tao, Y. y colaboradores (2023) desarrollaron un
inmunosensor amperométrico flexible para la deteccion de MPO utilizando un electrodo
modificado con puntos cuanticos, con alta sensibilidad (31,6 fg/mL) y un amplio rango de

deteccion (1pg/mL a 1ng/mL).

Estos avances investigativos demuestran la importancia que ha tomado el andlisis de los
niveles de MPO a lo largo del tiempo, lo cual incentivo el desarrollo de este proyecto con el
objetivo de sentar las bases en la construccion de un posible método de deteccion de MPO que

funcione como herramienta en el diagnéstico oportuno de enfermedad periodontal en Colombia.
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Tabla 1

Antecedentes investigativos en deteccion de MPO por métodos electroquimicos.

. - Técnica de Rango Limite de
Titulo Autor(es) Objetivo deteccion Lineal deteccion
Electrochemical
detection of Detectar niveles de
myeloperoxidase MPO en suero
(MPO) in blood sanguineo utilizando
plasma with Nandeshwar, electrodo de placa de .
surface-modified R. & Tallur,  circuito impreso de Voltaorlr_1fetr|a d_e Ipulso - 0’?02L
electroless nickel ~ S. (2024)  superficie modificada Ierencia ngim
immersion gold por inmersion en oro
(ENIG) printed de niquel no
circuit board electrolitico.
(PCB) electrodes
Flexible
Amperometric
Immunosensor Desarrollo de
Based on .
Colloidal T | inMunosensor Voltametria ciclica 'y /
Quantum Dots for a0, Y., etal da}:cnpeéometrlco voltametria de pulso 1pg ;nL a 31,6 fg/mL
Detecting the (2023) moditicado con puntos diferencial Lng/mL
. cuanticos para detectar
Myeloperoxidase MPO
(MPO) Systemic
Inflammation
Biomarker
Amperometric Desarrollo de
myeloperoxidase inmunosensor
immunoassay electroquimico de
based on the use V\/Ien,zgl.,?et redes trimetéalicas de  Cronoamperometria 128 fg//mLLa 33 fg/mL
of CuPdPt al.( ) nanocables de CuPdPt ng/m
nanowire para deteccion de
networks MPO
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Desarrollo de un
biosensor
amperomeétrico con

Strip-based Windmiller electrodo serigrafiado
amperometric ' para determinar . 3U/Lal8
. JR., etal : Cronoamperometria 0.6 U/L
detection of (2010) niveles de MPO, U/L
myeloperoxidase utilizando
tetrametilbencidina
(TMB) como mediador
redox.
fr\nmn?uerrlzrsr:e?]tsréi Desarrollo de un
for inmunosensor
Mveloneroxidase amperométrico con  Voltametria ciclica,
inyHunEan Serum electrodo de carbon microscopia
. vitreo modificado por electronica de
Based on a Multi- Lu, L., etal. - 5ng/mL a
membrana compuesta transmision y 0,2 ng/mL
wall Carbon (2010) ! . 300 ng/mL
Nanotubes-lonic DMFMWCNTS- microscopia
Liauid-Cerium EMIMBF4/quitosano- electronica de
D?oxide Eilm- CeO2 para deteccion barrido
modified de MPO en suero
Electrode humano.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Enfermedad periodontal

Se denomina periodontitis a un amplio rango de condiciones infeccioso-inflamatorias que afectan
la salud de la encia, el hueso y los tejidos conectivos que anclan el diente al hueso alvéolar y dan
soporte al mismo (Kumar et al., 2015; Kinane et al., 2017). Una enfermedad periodontal (EP)
progresa a partir de una gingivitis (Pizzorno et al., 2016), una respuesta inflamatoria localizada
ocasionada por bacterias presentes en la placa dental. Una gingivitis no tratada puede llegar a una
periodontitis que como consecuencia generara sangrado gingival, formacion de bolsas

periodontales y en su fase mas severa la pérdida del diente (Palm et al., 2013).

El taller mundial de clasificacion de 2017 propuso cuatro niveles de salud periodontal

(EKE et al., 2021):

1. Salud periodontal pristina: Ausencia total de inflamacion y respuesta
inmunitaria fisiologica que afecte al periodonto. No hay insercion ni pérdida
0sea.

2. Salud periodontal clinica bien mantenida: Periodonto estructural y clinicamente
intacto.

3. Estabilidad de la enfermedad periodontal: Periodonto reducido en un paciente
con periodontitis estable, es decir, un paciente con un deterioro periodontal y
sin inflamacién luego de haber tenido una EP activa (Bertl et al., 2021).

4. Remision/control de la EP con un periodonto reducido.

Ademas, se definieron tres diferentes formas en las que un paciente puede presentar

periodontitis, estas son: periodontitis, en sus diferentes grados de severidad; periodontitis
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necrosante, la cual suele ir acompafiada de una enfermedad sistémica y su severidad puede ir desde
la pérdida menor de la arquitectura papilar hasta la destruccion extensa del tejido periodontal
ocasionado por cancrum oris (Ogunleye et al., 2022) y periodontitis como manifestacion de una

enfermedad sistémica.

2.2. Enfermedades periodontales y su relacion con enfermedades sistémicas

2.2.1. EP ysu relacion con la diabetes

La diabetes es un trastorno metabodlico que se puede manifestar de dos formas principales.
La diabetes tipo | (T1DM), también denominada diabetes mellitus autoinmune o diabetes
insulinodependiente, es una patologia en la cual hay una ausencia significativa o total de insulina
como consecuencia de la destruccion de las células B del pancreas, responsables de la secrecion de
dicha hormona, como resultado de un ataque por parte del sistema inmunitario. En contraste, en la
diabetes tipo Il (T2DM) o diabetes no insulinodependiente, se presenta un deterioro gradual en la
produccion de insulina o la resistencia a esta. En ambas situaciones, el paciente presenta un estado
de hiperglucemia que produce una inflamacion sistémica provocando la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS). En 2019, esta afeccion fue la causa directa de 1,5 millones de muertes,

cifra que solo tiende a aumentar conforme pasan los afios. (OMS, 2023)

Desde la década de 1960 se ha informado sobre la asociacion entre la diabetes mellitus
(DM) y EP. Varios informes han demostrado con evidencias la compleja interaccion entre estas
patologias, donde se informa que la severidad de EP es significativamente mayor en pacientes con

DM que en pacientes sin DM. (Belting, et al., 1964)

Ademas, se ha evidenciado que el tratamiento de EP puede provocar una reduccion en los

niveles de hemoglobina glucosilada Alc (HbAlc) en pacientes diabéticos, comparado con
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pacientes de EP que no son tratados (Faggion, et al., 2016). Ademas, un estudio reciente, realizado
en sujetos de 40 afios 0 mas, demostrd que la periodontitis era significativamente méas prevalente
entre las personas que padecian diabetes que entre las no diabéticas, sin diferencias en términos de
género y edad (De Miguel-Infante, et al., 2018)

Aunqgue el mecanismo especifico que conecta la DM y la enfermedad periodontal ain no
se ha determinado completamente, el estrés oxidativo parece ser otro vinculo importante entre la
DM vy la periodontitis, ya que los biomarcadores plasmaticos de estrés oxidativo pueden activar
vias proinflamatorias comunes a estas patologias (Patil, et al., 2016). Es aqui donde entra el papel
de la mieloperoxidasa como biomarcador, al ser liberada durante procesos inflamatorios que
ocurren durante la diabetes esta enzima se convierte en un potencial biomarcador, al aumentar su

presencia cuando la enfermedad esta presente. (Peng, et al., 2021)

2.2.2. EP ysu relacion con enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares comprenden un grupo de afecciones que afectan el
funcionamiento normal del corazon y los vasos sanguineos. Estas representan, aproximadamente,
el 31% de las causas de muerte en el mundo (OMS, 2017), pese a que la mayoria pueden prevenirse
modificando los factores de riesgo comportamentales, los cuales han sido identificados por la
Organizacién Mundial de la Salud como tabaquismo, inactividad fisica, uso nocivo de alcohol y
dietas malsanas. Es por esto por lo que es fundamental la deteccion temprana y el adecuado
tratamiento segun sea el caso.

El grupo de las ECV estd comprendido por enfermedades que incluyen: la cardiopatia
coronaria (CC), o arteriosclerosis, que es causada por la acumulacion de material graso en las
arterias coronarias, provocando que estas se estrechen y se disminuya el flujo de sangre y oxigeno

en el corazdn. Las enfermedades cerebrovasculares, que se deben a alteraciones en los vasos
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sanguineos que irrigan el cerebro, dificultando el flujo de oxigeno hacia el tejido cerebral. La
arteriopatia periférica, que ocurre cuando los vasos sanguineos de los miembros superiores e
inferiores se estrechan, por acumulacién de grasa, y se reduce el flujo sanguineo en las
extremidades. La cardiopatia reumatica, que inicia con una fiebre reumatica por infeccion por
estreptococos, provocando lesiones del musculo cardiaco y de las vélvulas cardiacas. La
cardiopatia congénita, que comprende las malformaciones del corazon presentes desde el
nacimiento. Finalmente, la trombosis venosa profunda (TVP), que ocurre cuando se forman
coagulos de sangre (trombos) en las venas profundas de las piernas, que pueden desprenderse y
viajar a través del torrente sanguineo y alojarse en los pulmones bloqueando el flujo sanguineo
(embolia pulmonar). (OMS, 2017)

La relacion entre la periodontitis y las ECV ha sido de especial interés en diferentes
estudios, debido a que tienen en comun algunos factores de alto riesgo, como tabaquismo y
diabetes; ademas en el desarrollo de ambas enfermedades ocurren procesos de inflamacion y estrés
oxidativo, donde los macréfagos y neutréfilos participan en la transformacion de placas arteriales
coronarias estables en lesiones inestables. (Takahiko, et al., 2002)

Existe evidencia de estudios epidemiol6gicos de una asociacion positiva entre periodontitis
y enfermedad coronaria. En una revision sistematica se analizaron 6 estudios de ECV, 3 estudios
de enfermedad cerebrovascular, 2 estudios de cardiopatia coronaria y 1 estudio de arteriopatia
periférica. Donde todos los estudios reportaron asociaciones positivas con enfermedades
periodontales, y un mayor riesgo de un primer evento coronario en pacientes con periodontitis
(Dietrich et al., 2019). Ademas, un analisis reciente de los datos del estudio ARIC demostrd una
asociacion entre la clase del perfil periodontal y la incidencia de accidente cerebrovascular

isquémico. En esta cohorte, los pacientes con periodontitis tenian mas del doble de riesgo de
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accidente cerebrovascular cardioembolico y trombotico en comparacion con individuos sin EP.
(Sen, etal., 2018)

La asociacién mas clara entre EP y ECV ocurre cuando los patdgenos periodontales
destruyen el epitelio de la bolsa periodontal, permitiendo la entrada de endotoxinas y exotoxinas
nocivas al torrente sanguineo. (Sudhakara, et al 2018). Este proceso conduce a la diseminacion
bacteriana y la infeccién sisteméatica, dando como respuesta un aumento en la reaccion
inflamatoria, provocando que patégenos periodontales lleguen a distintos tejidos y 6rganos del
sistema cardiovascular, como en las valvulas cardiacas y en las lesiones ateroscleroticas,
intensificando la respuesta inflamatoria (Liccardo, et al., 2019)

Durante el proceso de inflamacion es liberada la mieloperoxidasa (MPO) al liquido
extracelular, enzima que es almacenada en los granulos azurofilos de neutréfilos y macrofagos
polimorfonucleares. Por lo que la MPO ha sido un factor de estudio como un posible marcador en
la evaluacion de pacientes con ECV. (Loria, et al., 2008)

En la Figura 1 se muestra el principal mecanismo de relacion entre ECV y EP, donde se
representa 1) el desbalance en los patdgenos de la biocapa provoca inflamacion epitelial que libera
mediadores como MMPs y PGEE2 que atrapan las células inmunitarias. Esta respuesta
inflamatoria induce la destruccién 6sea. (2) En un estado cronico, ocurre la diseminacion de

patogenos orales en el torrente sanguineo, provocando la aparicion de ECV (3).

Figura 1
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Representacion esquematica del mecanismo que relaciona las ECV con EP.

=7, . Sangrado
! __» Placa dental

A

Inflamacién
]

.......................... Loe

Destruccién 6sea

Bacteria Gram negativa
- Porphyromonas
gingivalis

1 i
é‘ '
o
i 10 i Infraccién
' % : de miocardio
[ i ! l
I ———— = L
— Formacién
/ de ateroma
% - o r Enfermedad

AR — arterial periférica

Diseminacion de patégenos orales
al torrente sanguineo

=

Nota. Adaptado de “Periodontal Disease: A Risk Factor for Diabetes and Cardiovascular Disease”

por Liccardo, et al., 2019, Int. J. Mol. Sci. 20.

2.3. Métodos de diagndstico de una enfermedad periodontal

Los métodos de diagndstico utilizados deben ser inequivocos y facilmente adaptables para
cualquier profesional que los aplique, con el fin de que el método sea reproducible y se pueda
obtener el mismo diagnostico bajo las mismas condiciones (Savage et al., 2009). Inicialmente el
profesional médico estudia la existencia de una EP mediante un examen periodontal basico (EPB)
obteniendo con ello una primera pista del estado del periodonto. EI EPB es una herramienta
disefiada por la sociedad britanica de periodontologia que tiene como fin identificar de una manera

mas certera la presencia de una EP en pacientes que no presentan signos evidentes de esta. Consiste
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en una sonda que tiene un extremo redondeado de 0,5mm de didmetro y unas bandas negras
ubicadas de 3,5mm a 5,5mm en el soporte metalico. (Dietrich et al., 2019; British Society of

Periodontology [BSP], 2019)

Al aplicar la prueba se deben examinar adecuadamente cada uno de los sextantes de la
dentadura mediante el analisis de la profundidad del sondaje (PS) y se les debe asignar un cédigo
de acuerdo con el estado de la pieza dental més afectada en la seccion (figura 2) con el fin de

generar un gréafico de resultados como el mostrado en la figura 3.
Figura 2

Caodigo de puntuacion de la salud de cada sextante en el EPB.

Cdédigos de puntuacion

[

Bolsas

Bolsas Profundidad de Profundidad de Afectacion furcal

<3.5mm <3.5mm sondaje 3.5-5.5mm sondaje >5.5mm

Nota. Adaptado de Basic Periodontal Examination (BPE), por Council of the British Society of

Periodontology, 2019.

En la figura 3 se observa cada sextante (coloreado en el diagrama de la izquierda) y su respectivo
cddigo, asignado de acuerdo con la profundidad del sondaje, que indica el estado clinico de la
seccion.
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Figura 3

Gréfico de resultados de un examen periodontal bésico.

4 3 3
- 2 &

Nota. Adaptado de Exploracion periodontal con el examen periodontal basico, por Haleon Health

Partner, 2018.

Luego de identificar el estado del periodonto, el profesional procede a establecer el tipo de
EP y determinar la etapa y clasificacion de la enfermedad. Mediante el analisis del nivel de
insercion clinico (NIC) se utiliza el sistema Staging and Grading (tabla 2), establecido por el taller
mundial sobre la clasificacion de las enfermedades y afecciones periodontales y periimplantarias
en 2017 (American Academy of Periodontology [AAP], 2022), el cual estratifica la enfermedad

segun los parametros descritos en la tabla.

Tabla 2

Parametros del sistema multidimensional Staging and Grading establecidos por el taller mundial

sobre la clasificacion de las enfermedades y afecciones periodontales y periimplantarias en 2017.
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STAGING

Peﬁfigo” Etapa | Etapa |1 Etapa 111 Etapa IV
Pérdida
NIC
interdent
al (enel 1-2mm 3-4mm >5 mm >5 mm
sitio de
mayor
pérdida)
Severidad Pérdida Se extiende Se extiende
osea Tercer coronal | Tercer coronal | hasta el tercio | hasta el tercio
radiografi (<15%) (15% - 33%) medio de la | medio de la raiz
ca raiz y mas alla y més alla
Pérdida
dental
(por No hay pérdida dental < 4 dientes > 5 dientes
periodont
itis)
Sumado a la
Sumado ala |complejidad de
complejidad | la etapa III:
de la etapa II:

e Profun|Necesidad de
didad |rehabilitacion
del compleja por:

Profund e Profund Zondaj
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. . maxim o Disfunci
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. L a>6 on
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L L. o Pérdid ria

Local e Principal e Principal ] .
a 0sea e Traumati
mente mente )
&rdida pérdida vertical Smo
F,) X >3mm oclusal
Osea Osea . )
. . o Bifurca secundari
horizont horizont -,
cion o (grado
al al
clase 11 de
olll movilida

o Defect d
os de dentaria
cresta >2)
modera o Defectos
dos de cresta

Severos
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o Colapso
de
mordida,
deriva,
ensancha
miento

e <20
dientes
restantes
(10 pares
opuestos)

Para cada etapa describir la extensién como:

Localizada

.. | Agregar (<30% de los
Extension a la etapa dientes
distri)[)ucié como afectados)

N descripto Generalizada;
r 0
Patron
molar/incisivo
GRADING
L Grado A: Ritmo Gra}do B: Grado C: Ritmo
Progresion Ritmo
lento veloz
moderado
Ev!denC| Pérdida Osea . <2mm de >2mm de
a directa - No hay pérdida A i
radiogréafica o ~ pérdida pérdida durante
del durante 5 afios ~ N
NIC durante 5 afios 5 anos
avance
% pérdida
Criterios Osea/edad <0.25 025210 >10
primarios La destruccion
_ supera las
Siempre expectativas de
que esté . . los depdsitos de
. . Evidenci o
disponible, 3 biofilm; patrones
debe Grandes . o
se indi o Destruccion | clinicos
il indirecta . depositos de . b
utilizar del Fenotipo del biofi proporcional a | especificos que
idencia iofilm con - .
evi avance | €aso baios niveles de los depdsitos | sugieren
directa J S de biofilm periodos de
destruccion o
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rapida y/o
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. Fumar No fumador . <.10 . . 2.10 .
Modificad cigarrillos/dia | cigarrillos/dia
oresde | Factores Normoglucémic HbAlc
calificacio | de riesgo o/no hay <7.0% en HbAlc >7.0%
n diagndstico de | pacientes con | en pacientes con
Diabetes diabetes diabetes diabetes

El staging se centra en clasificar la severidad y la extensién de la EP. El grading indica la

tasa de progresion de la EP, la respuesta a la terapia y el impacto en la salud sistémica.

Ahora bien, para dar un diagnostico certero es importante tener en consideracion la
severidad y la distribucién de la enfermedad. La severidad se determina en términos del nivel de
insercion clinica (NIC) como pérdida leve de 1.0 a 2.9mm, pérdida moderada de 3.0 a 4.9mm,
pérdida avanzada igual o mayor a 5mm o sin pérdida mientras que la distribucion se divide en
distribucion localizada (menor o igual al 30% de la denticion comprometida) o generalizada (mas

del 30% de la denticion comprometida (Minsalud, 2012; Nesbit et al., 2017).

Otro parametro importante utilizado para complementar el diagndstico del paciente es el
sangrado al sondaje (SS). El sangrado al sondaje es un signo de inflamacion periodontal que se
produce por la penetracion de la sonda periodontal durante el BPE. Este parametro puede ser
influenciado por la fuerza, el diametro de la sonda y el grado de inflamacién gingival, por lo que
debe ser analizado en conjunto con los demas parametros clinicos para obtener un diagnostico
preciso. La presencia de sangrado al sondaje no es un indicativo confiable de la existencia de una

EP, sin embargo, su ausencia si representa la salud del periodonto (Botero y Bedoya, 2010).

2.4.Mieloperoxidasa (MPO)
La mieloperoxidasa (MPO), clasificada como E.C. 1.11.1.7, es una enzima crucial en el

sistema inmunoldgico, perteneciente al grupo de las hemo peroxidasas, que catalizan reacciones
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de oxido-reduccién de sustratos en presencia de perdxido de hidrégeno (H20>). Es una proteina
dimérica con un peso molecular de 146 kDa, con dos cadenas polipeptidicas, de 108 y 466
aminoacidos cada una, unidas covalentemente por un enlace disulfuro en el residuo Cys153. Cada
monomero contiene un grupo hemo unido covalentemente, con un derivado de protoporfirina 1V

de hierro que actta como sitio activo de la enzima. (Davies y Hawkins, 2020; Fiedler et al., 2000).

Figura 4

Dimero de MPO completo.

Nota. Los dos mondmeros principales aparecen de color rojo y azul. Adaptado de “X-ray Crystal
Structure and Characterization of Halide-binding Sites of Human Myeloperoxidase at 1.8 A

Resolution” por Fiedler, T., et al., 2000, Journal of Biological Chemistry, 275(16),

La MPO se localiza en los granulos azurdfilos, estructuras intracelulares que son los
lisosomas de los neutrdéfilos, los leucocitos polimorfonucleares mas abundantes y esenciales para

el sistema inmunitario. Esta importancia se debe a las especies reactivas derivadas de MPO que
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desempefian un papel clave en la actividad antimicrobiana de los neutrofilos y la defensa humana
contra diversos patogenos, principalmente al participar en la fagocitosis. Los niveles elevados de
MPO en circulacion estan asociados con inflamacién y aumento del estrés oxidativo. (Ndrepepa,

etal., 2019)

La MPO cumple con dos ciclos cataliticos importantes (figura 5), uno de ellos es el ciclo
de halogenacion y el otro el ciclo de la peroxidasa. Ambos ciclos inician con la oxidacién del
Fe(lll) de la enzima, al entrar en contacto con peroxido de hidrdgeno, quien actia como agente
oxidante, dando paso al intermediario Complejo |, MPO-Fe(1V) (Fe'V=0) con un cation radical de
porfirina. En este punto, el Complejo | puede sufrir una reduccién de dos electrones mediante
interaccion con haluros como, Cl—, Br—, I- y SCN— quienes donan dos electrones al Complejo I
para formar los correspondientes &cidos hipohalosos reactivos: acido hipocloroso (HOCI), acido
hipobromoso (HOBY), acido hipoyodoso (HOI) y &cido hipotiocianoso (HOSCN), mientras que la

enzima es reducida a su estado inicial MPO-Fe(l1l). (Teng, et al., 2017).

El segundo posible ciclo es el de la peroxidasa, al sufrir una reduccién de un electrén en
dos pasos mediante la formacion del intermedio redox, el Complejo 1l, MPO-(FeV=0), por
interaccion con radicales (6xido nitrico, *NO y O2+—), sustratos organicos (tirosina, ascorbato,

hormonas esteroides) y sustratos inorgénicos (nitrito, NO2—) (Davies y Hawkins, 2020; Furtmiiller

et al. 1988; Huang et al., 2016)

Figura
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Ciclo catalitico de la MPO.

Oxido nitrico, NO, NO,, NO;, 0;, SCN-,
tirosina, triptof: i i i
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Nota. Adaptado de “Myeloperoxidase — A bridge linking inflammation and oxidative stress with

cardiovascular disease” (p. 38), por G. Ndrepepa, 2019, Clinica Chimica Acta.

2.5.Mieloperoxidasa como biomarcador de EP.

La mieloperoxidasa (MPO) desempefia un papel central en la actividad antimicrobiana de
los neutrofilos y la defensa humana contra patdégenos al participar en el proceso de fagocitosis,
donde los neutréfilos engullen y envuelven particulas extrafias, como bacterias o residuos
celulares, en compartimientos, llamados fagosomas, donde se fusionan los granulos azurofilicos
para liberar su contenido donde se encuentra principalmente la enzima MPO. Una vez liberada en

el entorno del patégeno capturado, la MPO cataliza reacciones de 6xido-reduccién en presencia
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de peroxido de hidrégeno y haluros para generar especies reactivas de oxigeno, como &cidos

hipohalosos, quienes tienen una alta actividad antimicrobiana. (Ndrepepa, 2019).

No obstante, la actividad incontrolada de la MPO puede resultar perjudicial, conduciendo
a una produccion excesiva de oxidantes, modificaciones oxidativas de macromoléculas y dafio
tisular. Es por eso por lo que niveles elevados de MPO estan asociados con inflamacion y estrés
oxidativo. Esta desregulacion ha sido implicada en la patogénesis de diversas enfermedades
caracterizadas por inflamacion cronica, como aterosclerosis, enfermedades cardiovasculares,
renales, hepaticas, gastrointestinales, cancer, artritis reumatoide y enfermedad (Nijakowski, et al.,
2023). En este contexto, se ha propuesto a la MPO como un potencial biomarcador para evaluar el
riesgo de desarrollar estas condiciones, subrayando su importancia en la investigacion médicay la

comprension de procesos inflamatorios y oxidativos.

Aunque la medicién de MPO en plasma es comun en investigacion biomédica, su uso en
saliva para propdsitos biomarcadores es poco frecuente. La saliva, reconocida por su utilidad en el
diagnostico de enfermedades sistémicas, podria ofrecer informacion valiosa sobre la actividad de
la MPO y su relacion con condiciones patoldgicas (Deo, et al., 2019). La concentracion de MPO
en saliva se vincula con la migracion de neutréfilos y las respuestas inflamatorias en la cavidad

oral, lo que sugiere su potencial como indicador sistémico.

La acumulacion de bacterias en esta la cavidad oral activa las células epiteliales, logrando
que estas generen una respuesta inflamatoria que promueve la liberacion del factor estimulante de
colonias de granulocitos de células polimorfonucleares (PMNs) hacia el tejido conectivo adyacente
al surco. Los PMNs, también llamados leucocitos polimorfonucleares, son fagocitos presentes en

los vasos sanguineos compuestos por un nucleo y un citoplasma altamente granulado. En este,
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encontramos granulos azurofilicos, granulos especificos y granulos de gelatinasa, siendo los
primeros los mas relevantes para nosotros en esta investigacion. Los granulos azurofilicos
contienen MPO, una enzima del tipo oxidorreductasa que tiene como sitio activo un ion de hierro
y cataliza la formacidon de acido hipocloroso, N-cloraminas, radicales de tirosina e intermediaros

de nitrégeno reactivos (Baggiolini et al., 1978; Davies y Hawkins, 2020; Nicu y Loos, 2016).

En el proceso de desinfeccion del tejido periodontal, el PMNs engulle el microorganismo,
lo almacena en un fagosoma y posteriormente lo aniquila al exponerlo a especies de oxigeno
reactivas y proteasas granulares. En el proceso se generan superédxidos, peroxido de hidrogeno y
otras especies reactivas de oxigeno (Nicu y Loos, 2016), productos que seran utilizados otras
enzimas en el curso de la desinfeccion. La mieloperoxidasa siendo una de ellas, toma el peréxido
de hidrogeno como sustrato logrando concebir productos clorados que resultan siendo toxicos para
muchas especies microbianas. Esta enzima es considerada un arma de doble filo, ya que, si bien
cumple con su funcion de erradicar agentes patogénicos, es una de las principales responsables del

deterioro del periodonto.

2.6.Peroxidasa Salival
La peroxidasa salival (PS) es una enzima presente en la saliva que cataliza la conversion

de tiocianato a hipotiocianato segln la reaccion (1) descrita a continuacion:

PS
SCN~ + H,0, — OSCN~ + H,0 (1)

Ambas peroxidasas cumplen con el mismo objetivo, producir bactericidas para controlar
el crecimiento de patégenos en la cavidad oral. Sin embargo, cabe resaltar que la PS se encuentra
en menor proporcién y solo cataliza la oxidacidon del SCN™ en presencia del H.Oz, mientras que la

MPO puede catalizar la oxidacion de CI"y SCN- de manera independiente en presencia del mismo
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sustrato. Ademas, la concentracion de MPO en saliva se relaciona directamente con la presencia

de patdgenos en la cavidad oral (Carlsson,1987).

Esta peroxidasa podria representar una interferencia en el analisis de las muestras, sin
embargo, teniendo en cuenta que el desarrollo de este proyecto se basa en el estudio de MPO como
biomarcador de EP, consideramos que su aporte en la sefial analizada es menos significativo en
comparacion con el obtenido por parte de la MPO, puesto que mientras la PS sugiere una
concentracion variable pero permanente en la saliva, la MPO varia su concentracion directamente

en relacion con la presencia o ausencia de EP en el individuo.

2.7.Electrodos serigrafiados

En los ultimos afos, los sensores electrogquimicos han surgido como herramientas
fundamentales en diversas areas de investigacion debido a su capacidad para detectar y cuantificar
moléculas biologicas con alta sensibilidad y selectividad. Ademas, su capacidad para proporcionar
resultados rapidos y precisos los convierte en herramientas esenciales para la investigacion
biomédica.
Por ejemplo, en el diagnostico clinico, los biosensores electroquimicos pueden detectar
biomarcadores especificos asociados con enfermedades, integrando el analito a un componente
bioldgico, produciendo un cambio en la propiedad electroquimica del sistema, generando una sefial
eléctrica proporcional a la concentracion del analito. Esta sefial es detectada y amplificada por el
sistema electronico del biosensor, permitiendo su cuantificacion y un diagndstico temprano.
(Barhoumi, et al., 2018)

Los electrodos serigrafiados (SPE) son dispositivos de medicion electroquimica que

permiten un analisis in situ rapido con una alta reproducibilidad, sensibilidad y precisién. Se
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producen imprimiendo diferentes tintas (carbono, oro, plata, platino) sobre un sustrato plastico o
cerdmico. La composicion de las tintas utilizadas para imprimir sobre los electrodos determina la
selectividad y sensibilidad necesarias para cada analisis. La gran versatilidad que presentan los
SPE radica en la amplia gama de formas en que se pueden modificar los electrodos.

Los SPE son celdas conformadas por 3 electrodos que forman un circuito cerrado. El
electrodo de trabajo produce una respuesta sensible a la concentracion del analito. El electrodo de
referencia permite la aplicacion de un potencial conocido, independiente de la concentracion del
analito, su potencial es constante y se llama de referencia porque el potencial del electrodo de
trabajo se mide en relacion con él. El electrodo auxiliar o contraelectrodo, es quien completa el
circuito de la celda de tres electrodos, permitiendo el paso de la corriente. (Taleat, et al., 2014)
Figura 6

Esquema de un electrodo serigrafiado.

Electrodo

auxiliar
Electrodo

de trabajo

Conexidn
de electrodo
auxiliar
\ Electrodo
de referencia

Conexidon
de electrodo

o de trabajo
Conexion

de electrodo
de referencia

Nota. Adaptado de Electrodos serigrafiados por Metrohm DropSens.
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En este proyecto se utilizaron dos tipos de electrodos serigrafiados. Uno de ellos de carbono
modificado con grafeno como nanomaterial, disefiados para el desarrollo de (bio)sensores con un
area activa electroquimica mejorada, con electrodo auxiliar de carbono y electrodo de referencia
de plata.

El otro tipo de electrodo serigrafiado utilizado fue el modificado con nanoparticulas de oro,
diseflados para mejorar el area electroactiva del electrodo para aumentar las propiedades de
transferencia electronica y facilitar la inmovilizacion de biomoléculas. Con electrodo auxiliar de
carbono y electrodo de referencia de plata.

Figura 7
Imagen de microscopia electronica de barrido de la superficie de electrodo de carbono

serigrafiado modificado con A) grafeno B) nanoparticulas de oro

Nota. Adaptado de Figura 7.A) “Electrodos serigrafiados” por Metrohm DropSens 7.B) “A

screen-printed electrode modified with gold nanoparticles/cellulose nanocrystals for

electrochemical detection of 4,4’-methylene diphenyl diamine” Heliyon, Volume 9, Issue 4.
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El tipo de nanomaterial con el que se modifica el electrodo provoca una interaccion
particular con el analito que a su vez arroja una sefial de corriente caracteristica, esta diferencia
entre electrodos serigrafiados es la que se analiza en este proyecto para determinar cudl material

es mas adecuado para un andlisis enziméatico de muestra bioldgica.

2.8.Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica es una técnica electroquimica de gran utilidad que permite
estudiar aspectos como la cinética y el comportamiento de las especies de una reaccion redox.
Consiste en la induccién un barrido de potencial sobre el electrodo de trabajo, que va desde un
potencial inicial (Ei), hasta el vértice del potencial (Ev) y después hace el barrido en sentido inverso
hasta llegar al potencial final (Es), el cual debe coincidir con el potencial inicial, pues se trata de
un barrido ciclico. En este sistema, el electrodo es el conductor eléctrico que permite el paso del
potencial inducido en la celda, provocando la oxidacion, o reduccion, segun sea el caso, del analito
dispuesto. De esta forma, cuando se escanea el potencial, la concentracion de la especie cerca del
electrodo cambia con el tiempo, pues se esta convirtiendo en su version oxidada, o reducida, y eso
genera una corriente como respuesta a la reaccion redox del analito. Esta informacion es registrada
graficamente en un voltamperograma del cual se obtiene informacion respecto a la reaccion que
ocurre sobre el electrodo, pues se muestran dos picos, uno correspondiente a la oxidacion y otro

de la reduccién del analito. (Choudhary, et al., 2017)

Existen dos convenciones cominmente utilizadas para reportar datos en un
voltamperograma ciclico, la convencién de Estados Unidos, y la convencion de la IUPAC, donde
una parece la version rotada 180° de la otra, y la flecha indica la direccion en que comienza el
barrido de potencial. En el caso de la convencidn IUPAC, el barrido de potencial empieza por sus

valores negativos, es decir recorre la traza catddica, donde se provoca la reduccion del analito.
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Después alcanza el veértice de potencial y el barrido alcanza los valores positivos de potencial, es

decir pasa por la traza anddica, donde ocurre la oxidacion del analito que se encontraba reducido.

Figura 8

Convencion de voltamperograma ciclico segin los Estados Unidos y segin la IUPAC.

US Convention IUPAC Convention
ﬁ - -n W
Reduction Oxidation
i it
c =
S| _. : e
_ [ -
=1 Te— a
O Oxidation Reduction
N N
High  (V Low Low (V) High
Potentials Potentials Potentials Potentials

Nota. Adaptado de “A practical beginner’s guide to cyclic voltammetry.” Por Elgrishi, N., et al.,

2018, Journal of Chemical Education.

La reversibilidad electroquimica en los CV se clasifica en reversible, cuasi reversible e
irreversible, y este concepto puede evaluarse a partir de las formas de los CV. Esto depende de la
magnitud de la correlacion entre la tasa de transferencia de electrones y la tasa de difusion de

transferencia de masa, como se indica a continuacion:

* Proceso reversible: tasa de transferencia de electrones > tasa de transferencia de masa por

difusion

* Proceso casi reversible: cambio de reversible a irreversible
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* Proceso irreversible: tasa de transferencia de electrones <« tasa de transferencia de masa por

difusion.

Si el proceso de reduccién es quimicay electroquimicamente reversible, la diferencia entre
los potenciales de pico anddico y catddico, (AEp), es de 57 mV a 25 °C. La reversibilidad
electroquimica se utiliza para indicar si el analito es estable tras la reduccion y puede reoxidarse
posteriormente. Esto hace referencia a la cinética de transferencia de electrones entre el electrodo
y el analito, es decir, cuando hay una barrera baja para la transferencia de electrones (reversibilidad
electroquimica), el equilibrio se establece ante cualquier cambio en el potencial aplicado. Por el
contrario, cuando hay una barrera alta para la transferencia de electrones (irreversibilidad
electroquimica), la transferencia de electrones es lenta y mas negativa, dando lugar a AEp mayores.

(Yamada, H., etal., 2022)

2.9.Analisis de componentes principales

Un analisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) es una herramienta
estadistica multivariable que permite observar tendencias en un conjunto de datos reduciendo su
dimensionalidad mientras se conserva su variabilidad. Segun Jolliffe y Cadima (2016), preservar
esta variabilidad implica encontrar nuevas variables que sean funciones lineales de aquellas en el
conjunto de datos original, que maximizan sucesivamente la varianza y que no estan
correlacionadas entre si. Estas nuevas variables son lo que se conoce como componentes
principales. En sintesis, un PCA tiene como funcién representar el patrén de similitudes entre el
conjunto de datos y los componentes principales, generalmente mostrandolas como puntos en

mapas (Abdi y Williams, 2010).
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3. METODOLOGIA

3.1.Reactivos
Los reactivos utilizados fueron adquiridos de: SIGMA-ALDRICH (USA):
Mieloperoxidasa de leucocitos humanos M6908; Merck: perdxido de hidrogeno H202 (30% p/v);

J.T. Baker: guayacol, fosfato monopotasico KH2PO4; fosfato dipotasico KoHPOa.

3.2.Medicion de la actividad enzimatica de MPO
La actividad enzimética de la MPO se determind mediante un ensayo colorimétrico
utilizando un espectrofotometro UV-1800 SHIMADZU. El andlisis se basé en el cambio de
absorbancia que ocurre a 470nm, momento en que es oxidado el guayacol, reaccion catalizada por
la MPO en presencia de H>O», formando el producto tetraguayacol de color &mbar, responsable

por la sefial de absorcion a 470nm.
Figura 9

Esquema de oxidacion del guayacol por peroxido de hidrégeno catalizado por MPO.

OH o- o
0 o (o
ScH, MO “CH, “CH,
H202
Guaiacol

H-

CH, HC, CH, H,C,
o o o o
H
: o O
H

3,3"-dimetoxi-4,4 -dihidroxibifenil

l Guaiacol

(o]
CH H,C

s

3,3’-dimetoxi-4,4'-bifenoquinona [Tetraguaiacol]

45



Nota. Adaptado de “Identification of the Colored Guaiacol Oxidation Product Produced by

Peroxidases ” por Doerge, et al., 1997, 250(1), 10-17.

La MPO [50 U/mL] fue adquirida comercialmente (Sigma-Aldrich, USA) y fue diluida en
500uL de agua tipo |; posteriormente se tomd una alicuota de 10uL que fue diluida hasta 100mL,
obteniendo una solucién de [10U/mL]. Se preparé el sustrato que contenia guayacol [0,017M] y
peroxido de hidrégeno [0,015%] disueltos en buffer de fosfatos (PBS) 100mM de pH 7,06. En la
celda del espectrofotometro se agregd 1mL de sustrato, 10uL. de MPO comercial [10U/mL] y se
inicio el analisis espectrofotométrico. Esto con el fin de determinar las unidades de MPO activa y

presente que pueden oxidar una determinada concentracion de guayacol.

3.3.Montaje experimental para mediciones electroquimicas
Para la medicion de los voltamperogramas ciclicos se realizo el montaje que muestra la
Figura 9. Se utilizaron electrodos serigrafiados de grafeno y de nanoparticulas de oro, conectados
a un potenciostato AUTOLAB PGSTAT302N y los datos se procesaron mediante el software

NOVA (NOVA 1.10.1.9 software para instrumentos Autolab)

Figura 10

A) Montaje experimental para medicion de VC. B) Disposicion de electrodo serigrafiado en el

montaje experimental.
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3.4.Caracterizacion electroquimica de los electrodos serigrafiados

Para caracterizar los electrodos se preparo una solucion [KsFe(CN)s] 100mM como analito
y se tomaron VCs variando la velocidad de barrido desde 10 [mV/s] hasta 400 [mV/s], en una
ventana de potencial de -0,6 a 0,6 V vs Ag. Se utilizé ferricianuro de potasio con el fin de estudiar
el comportamiento de los electrodos, pues este analito intercambia reversiblemente un electron
entre sus especies y la superficie del electrodo, lo que permite identificar claramente los picos de
oxidacion y reduccion del hierro en el voltamperograma y utilizarlos como referencia para

entender el caracter electroquimico de los electrodos. (Kog, Y., et al., 2021)
Fe(CN)s®+e =  Fe(CN)g* (2)

La variacion en la velocidad de barrido se realizd como ensayo preliminar para ver el
comportamiento de los electrodos y determinar una velocidad adecuada para las siguientes

experimentaciones, antes de utilizar la MPO comercial.
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3.5.Reduccidn bioelectrocatalitica del H20>
Con el fin de escoger una concentracion de H.O. apta para el trabajo se prepararon seis
soluciones de peroxido de hidrégeno en buffer PBS 100mM pH 7, con concentraciones de 0.05,
0.1, 0.25, 0.5, 1 y 2mM. Se trabajé el perdxido de hidrogeno como analito teniendo en cuenta que,
ante una misma concentracion de peréxido, la sefial de corriente aumentara conforme mayor sea
la cantidad de enzima catalizando la reduccion de este compuesto, lo que nos ofrece una medida

indirecta de la concentracion de MPO en el medio estudiado.

Previo al andlisis se dispuso 8uL de MPO comercial [10U] y se dejo secar sobre la
superficie de los electrodos serigrafiados de grafeno y de nanoparticulas de oro durante
aproximadamente 1 hora, para posteriormente ser analizados mediante VC con barrido de
potencial entre [-1 a 1V vs Ag] a una velocidad de barrido de 0.150 [V/s]. Se trabajo con esta

velocidad teniendo en cuenta el andlisis anterior con el ferricianuro de potasio.

3.6.Estudio del efecto de la velocidad de barrido sobre la bioelectroreduccion del H20-
Después de determinar la concentracion de H.O> mas adecuada para ser el sustrato de la
MPO se utiliz6 la concentracion de peroxido de hidrogeno escogido en el punto anterior como
sustrato y se tomaron VCs variando la velocidad desde 0.010 [V/s] hasta 0.400 [V/s], en una
ventana de potencial de -1 a 1V vs. Ag, con el fin de estudiar la relacion entre las corrientes
anodicas y catddicas, y elegir una velocidad adecuada para los anélisis posteriores de muestras

reales, teniendo en cuenta la interaccion enzima-sustrato.

3.7.0btencion de muestras de saliva
Con el apoyo de la doctora Silvia Rizo del centro odontolégico de la clinica Carlos Ardila

Lulle se recogieron 30 muestras de saliva de pacientes con y sin enfermedad periodontal, quienes
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previamente firmaron una carta de consentimiento (ver anexo 1) permitiendo el anélisis de estas e
informando de posibles enfermedades de factores de riesgo. Las muestras de saliva se tomaron en
las mafanas, se almacenaron en tubos Falcon de 15mL a 4°C y se analizaron dentro de las 24 horas
siguientes a la toma de muestras. Previo al analisis, las muestras fueron centrifugadas

a 12.000 gravedades durante 20 minutos.

Figura 11

Muestras de saliva centrifugadas de pacientes sin EP (transparente) y de paciente con EP (rojo).

3.8.Medicion de MPO en muestras de saliva
Para el analisis electroquimico de las muestras de saliva, se depositaron 16ulL de
sobrenadante de saliva, que se dejé absorber sobre cada electrodo durante 2 a 4 horas. Después del
secado de la muestra, se dispuso el electrodo en el montaje de la Figura 9, y sobre su superficie se
agregaron 20uL de una solucion 0.5mM de perédxido de hidrogeno disuelto en buffer PBS 200mM.

Cada muestra fue analizada mediante un VC entre [-1,1V vs Ag], con velocidad de barrido de
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0.150 [V/s]. Se trabajo con esta velocidad teniendo en cuenta el analisis hecho sobre los resultados

obtenidos del punto 3.6.
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1.Medicién de la actividad enzimatica de MPO

La medicién de la actividad enziméatica nos permite caracterizar el rendimiento de la enzima
de interés. Segun la definicién de Roberts y Gibb (2013), la actividad enzimética describe la
velocidad de la reaccion en términos de unidades (U) que expresan los micromoles de sustrato
transformado por minuto. Los datos mostrados en la tabla 3 corresponden a los arrojados por parte

del espectrofotémetro.

Tabla 3

Datos de actividad enzimatica obtenidos en el espectrofotémetro.

N° Medida  Actividad [U]

1 5.22
2 4,59
3 4,71
Promedio 4.84

Partiendo de la ecuacion (3) se llegé a una ecuacion que permitio calcular la actividad
enzimatica expresada en micromoles por minuto. Con este desarrollo se encontr6 que la actividad

de la mieloperoxidasa fue 4,84 unidades.

A= ¢ebc 3)

da _ . dc .

dr 2 dr )
dA

ac_ () -

dt b

o1



aw V==Y ©
umol

U =484 — (7)
min

Siendo ¢ es el coeficiente de extincion molar del guayacol (26,6 L mol™ cm™), b el paso 6ptico

(1 cm) y C la concentracion del sustrato.

4.2.Caracterizacion electroquimica de los electrodos serigrafiados

La reversibilidad electroquimica de los electrodos describe la velocidad de la transferencia de
electrones sobre los electrodos. Esto se caracterizé cualitativamente mediante VC de ferricianuro

de potasio empleando diferentes velocidades de barrido.

Figura 12

VC de ferricianuro de potasio en electrodo serigrafiado de nanoparticulas de oro con variacion

de velocidad de barrido de potencial desde 0.010 a 0.400 Vs™.
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Figura 13

VC de ferricianuro de potasio en electrodo serigrafiado de grafeno con variacion de velocidad de

barrido de potencial desde 0.010 a 0.400 Vs™.
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Los VCs de las figuras 12 y 13 presentan dos picos electroquimicos definidos, donde el
pico negativo corresponde a la reduccion electroquimica del ion Fe(CN)s> vy el pico positivo
corresponde a la oxidacion del ion Fe(CN)e* y ambas especies se encuentran en la capa de
difusion.

Es posible ver que los picos no permanecen en un potencial constante cuando se varia la
velocidad de barrido de potencial, como se esperaria en un sistema reversible. Contrario a esto, el
pico catddico se ve desplazado hacia valores negativos a medida que la velocidad de barrido
aumenta, esto refleja una constante de velocidad demasiado alta para la variacion del potencial que

no permite gque se alcancen a reducir todas las especies presentes cerca al electrodo, siendo menor
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la transferencia de masa, las especies quedan acumuladas en la superficie obstruyendo el flujo de
corriente. Sin embargo, una constante de velocidad pequefia tampoco es Optima pues al no ser
suficientemente grande para la variacion del potencial del electrodo, la transferencia de electrones
es mas lenta que la transferencia de masa. El analisis anterior permite comenzar a inferir que se
trata de un sistema casi reversible.

Para determinar la velocidad de barrido de potencial adecuada para los siguientes andlisis
electroquimicos se calcul6 la relacion entre corriente catddica y anddica, de cada velocidad en
ambos electrodos, sabiendo que en un sistema reversible ambas corrientes tienen la misma
magnitud, es decir, IpA/IpC = 1, pero cuando se trata de un mecanismo casi reversible los picos
de corriente son cercanos sin llegar a ser iguales.

Tabla 4
Valores de corriente y voltaje de picos de VC de ferricianuro de potasio a diferentes velocidades

en electrodo serigrafiado de nanoparticulas de oro.

V.B[V/s] IpA[A] IpC [A] |IpA/IpC| VpA[mV] VpC[mV] AV [mV]
0,01 0,000316 -0,000425 0,743405 229,492 21,973 207,52
0,05 0,000586 -0,000739 0,792819 297,852 163,574 134,277

0,1 0,000708 -0,000816 0,867988 383,301 217,285 166,016
0,15 0,000961 -0,001053 0,912779 378,418 268,555 109,863
0,2 0,001069 -0,00117 0,913645 410,156 295,41 114,746
0,4 0,001005 -0,001296 0,775135 505,371 449,219 56,152

Nota. V.B.: velocidad de barrido, IpA: corriente en pico anddico, IpC: corriente en pico catddico,
VpA: voltaje en pico anddico, VpC: voltaje en pico catddico.

Tabla 5

Valores de corriente y voltaje de picos de VC de ferricianuro de potasio a diferentes velocidades

en electrodo serigrafiado de grafeno.
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V.B[Vis] IpA[A]  IpC[A] |IpA/IpC| \fr‘]’r:z/'f‘ \{r‘;'{/f
0,01 000034 -0,000445 0,76366 239258 12,207 227,051
0,05 0000689 -0,000808 0,852663 266,113 61,035 205,078
0L 0001003 -0,00108L 0027724 297,852 100,098 197,754
0,5 0001241 -0,001284 0,966017 319,824 117,188 202,637
02 0001422 -0,001415 1004743 351563 131,836 219,727
04 0001913 -0,001797 1064889 429,688 183105 246,582

AV [mV]

Nota. V.B.: velocidad de barrido, IpA: corriente en pico anddico, IpC: corriente en pico catédico,

VpA: voltaje en pico anddico, VpC: voltaje en pico catddico.

La informacion de las tablas 4 y 5 permiten confirmar que se trata de un mecanismo casi reversible,
es decir, las especies oxidadas y reducidas se encuentran presentes en la superficie del electrodo.
La velocidad de barrido de potencial que arrojo una relacion entre corriente anodica y catodica
mas cercana a 1 fue la de 0,150 [V/s], en ambos electrodos. Asi mismo fue esta velocidad la que
presento una distancia, ligeramente, menor entre sus picos de potencial anddico y catédico. Lo que
llevo a elegir dicha velocidad para evaluar el comportamiento y escoger un sustrato adecuado para

llevar a cabo los siguientes experimentos.

4.3.Eleccion de la concentracion del sustrato (H20>)

Una eleccion adecuada de la concentracion de H20- es ideal para obtener un rendimiento
optimo por parte de la enzima. Una soluciobn muy concentrada puede activar la inhibicion
enzimatica por el exceso de sustrato, frenando la reaccion catalizada y obstaculizando con ello la
transferencia de carga generada por la interaccion enzima-sustrato (Breed et al. 2010). Esto se
traduciria en un sesgo de informacion como consecuencia de la disminucion en la corriente

reportada.
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Con el objetivo de escoger una concentracion de H>O. apta para el trabajo se evalud el
comportamiento de seis soluciones de concentraciones entre 0.05mM y 2mM de H202en buffer

PBS 100mM pH 7.0 mediante VC.

Figura 14

VC con variacién de concentracion de perdxido de hidrégeno en presencia de MPO de [-1 a 1V

vs Ag] en electrodo serigrafiado de A) Grafeno B) Nanoparticulas de oro
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En los VCs de la Figura 14 es notable el aumento de la corriente en el pico catédico al
suministrar una mayor concentracion de peroxido en los electrodos, cada uno de ellos cubierto con
la misma concentracion de enzima. Este comportamiento descarta la aparicion de una posible
inhibicidn, por lo que cualquier sustrato dentro de este rango de concentraciones seria Optimo para
desarrollar el experimento. Ahora bien, comparando los VCs obtenidos para cada sustrato, se
selecciond el sustrato de concentracion 0.5mM puesto que es el que describe una mejor simetria.
Este perfil es considerado Optimo ya que representa una respuesta electroquimica mejor

controlada, reproducible y con menor probabilidad de generar alteraciones en las lecturas.
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Una vez seleccionada la concentracion del sustrato, se estudié su comportamiento en
presencia y ausencia de la enzima. En la figura 15 se observa dicha caracterizacion, en la que se
aprecia un aumento en la corriente catodica una vez se tiene la enzima adherida a la superficie de
los electrodos lo que se percibe como una respuesta favorable que representa la accion catalizadora

de la MPO en presencia de H>O>.
Figura 15

VC de peroxido de hidrogeno [0.5mM] solo y en presencia de MPO comercial [10U/mg] de [-1 a

1V vs Ag] en electrodo serigrafiado de A) Grafeno B) Nanoparticulas de oro
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4.3.1. Efecto del buffer
Se preparé buffer PBS 100mM pH 7, que fue utilizado en todos los analisis electroquimicos para
la dilucidon del perdxido de hidrégeno. Con el fin de estudiar la presencia de posibles interferencias
por parte del buffer se realizaron blancos con y sin MPO comercial con las mismas condiciones

experimentales en ambos tipos de electrodo.

Figura 16
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VC de buffer PBS pH 7 solo y en presencia de MPO comercial [10U/mg] de [-1 a 1V vs Ag] en

electrodo serigrafiado de A) Grafeno B) Nanoparticulas de oro
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El buffer PBS es considerado un electrolito (Zhang et al., 2020), por lo que es previsible la
existencia de una respuesta electroquimica como consecuencia del movimiento de iones en la
solucion. Para el caso del electrodo de nanoparticulas de oro (figura 16B), llama la atencion la
aparicion de picos entre 200 y 700mV, siendo importante resaltar que estos picos se aprecian en
presencia y ausencia de la MPO, por lo que es posible atribuir esta sefial a una interferencia
directamente relacionada con la interaccion electrodo-buffer. Es sabido que las nanoparticulas de
oro son susceptibles a la agregacion cuando se encuentran en medios biol6gicos, presentando

desafios debido a su morfologia (Gongalves et al., 2021).

4.4.Efecto de la velocidad de barrido en la reduccion del H20:
La velocidad de barrido controla la rapidez en la variacion del potencial aplicado sobre el
electrodo. Una velocidad alta provoca disminucién en el tamafio de la capa de difusion sobre el
electrodo, y como consecuencia se observan mayores corrientes. Sin embargo, para que la reaccion

sea electroquimicamente reversible, la reaccion debe darse en medio de una difusién libre de las
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especies redox, esto se demuestra cuando se observa una relacion linear entre los picos de corriente
y la raiz cuadrada de la velocidad.

Figura 17

A) VC de la reduccion de peroxido de hidrégeno [0.05 mM] catalizada por MPO a diferentes
velocidades de barrido en electrodo serigrafiado de nanoparticulas de oro. B) Relacion lineal
entre intensidad de corriente de los picos anddicos y catodicos contra la raiz cuadrada de la

velocidad de barrido.
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Figura 18

A) VC de la reduccién de perdxido de hidrogeno [0.05mM] catalizada por MPO a diferentes

velocidades de barrido en electrodo serigrafiado de grafeno. B) Relacidn linear entre intensidad

de corriente de los picos anddicos y catodicos contra la raiz cuadrada de la velocidad de barrido.
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Tabla 6
Valores de corriente de picos anddico y catodico de VC de la reduccion de peroxido de hidrogeno
en presencia de MPO a diferentes velocidades en electrodo serigrafiado de grafeno y de

nanoparticulas de oro.

Electrodo de grafeno Electrodo de nanoparticulas de

oro
V.B. [V/s] 1IpA [pA] IpC[pA] |[IpA/IpC| IpA (nA) IpC (pA) |[IpA/lpC|

0,01 39,474 -17,682 2,2325 17,981 -62,744 0,2866
0,05 113,19 -51,575 2,1947 26,917 -86,517 0,3111
0,1 124,39 -65,43 1,9011 37,213 -106,598 0,3491
0,15 135,844 -106,11 1,2802 43,054 -123,016 0,35

0,2 188,507  -109,741 1,7177 54,474 -147,675 0,3689
0,4 271,851  -183,777 1,4792 74,371 -213,44 0,3484

Nota. V.B.: velocidad de barrido, IpA: corriente en pico anodico, IpC: corriente en pico catodico,

VpA: voltaje en pico anodico, VpC: voltaje en pico catodico.

Se utilizo la concentracion de perdxido de hidrégeno de [0.05mM] que actuaria como sustrato
de la MPO, se tomd una serie de VC de la reduccion del H.O; en presencia de la MPO con variacion
de la velocidad de barrido de potencial, con el fin de determinar una velocidad adecuada para el
analisis posterior de las muestras reales con base en la interaccion de la MPO y su sustrato, el
perdxido de hidrogeno.

La figura 17 A) muestra los VC medidos en el electrodo de nanoparticulas de oro de [-1 a 1V
vs Ag], donde es posible apreciar que al aumentar la velocidad de barrido también aumenta la
corriente del sistema, y se demuestra en la gréfica de la figura 17 B) donde se aprecia la relacién
lineal entre la corriente anddica (R? = 0,9861) y corriente catddica (R? = 0,9724) respecto a la raiz

cuadrada de la velocidad de barrido.
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Sin embargo, se puede ver que los mayores valores de corriente se observan en la zona de
reduccion, y son menores las corrientes en la zona de oxidacién, lo cual sugiere que en este
electrodo la reaccion redox esta regida por la difusion de las especies. Esto puede deberse a que se
trata de la reduccion del H>O> catalizada por la MPO, entendiendo que el analito en el primer
momento del VVC pasa por la corriente negativa siendo reducido en su totalidad sin embargo no
ocurre la oxidacion de la especie por completo, probablemente siendo una reaccion casi reversible.
Esto se refleja en la tabla 6 donde se ven los valores de las corrientes de los picos catodicos y
anodicos, y la relacion entre ellas, mostrando que ninguna relacion entre corrientes se acerca a 1,
es decir que no hubo la misma cantidad de especies reducidas y oxidadas. (Elgrishi, N., et al.,
2018)

Para el caso del electrodo de grafeno, en la figura 18 se muestran los VC tomados de [-1 a 1V
vs Ag] con 6 variaciones de velocidad de barrido de potencial, donde se puede apreciar mayor
simetria en la forma de los voltamperogramas, mostrando un mejor comportamiento de la reaccién
de reduccion del H.O; catalizada por la MPO, pues en la tabla 6 se aprecia que los picos de
corrientes catddicas y anddicas fueron semejantes, especialmente para el caso de la velocidad de
0,150 [V/s] donde la relacion fue mas cercana a 1, y por lo cual se eligi6 esta velocidad de barrido
de potencial como parametro para los siguientes VC de muestras reales.

4.5.Medicién de MPO en muestras de saliva

4.5.1. Estudios preliminares
Una vez se comprobd la existencia de un incremento significativo en la reduccién del
perdxido de hidrdgeno en presencia de la enzima, se inicid el analisis preliminar con dos muestras
reales de saliva (M1y M2) (figura 19), se midieron dos VC para cada muestra, uno en presencia

de buffer y el otro con peroxido de hidrogeno, con el fin de verificar que si se esta detectando la
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MPO disuelta en un fluido bioldgico tan diverso en sus componentes como lo es la saliva, viéndose

reflejado en el aumento de la sefial de corriente generada cuando el H2O> esté presente.
Figura 19

VC de muestras reales de saliva preliminares A) Muestra 1 B) Muestra 2, en electrodo de

nanoparticulas de oro con y sin peréxido de hidrégeno [0.5mM]
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Es posible ver en la figura 19 que los VC de las muestras producen una sefial de corriente
catddica mayor cuando la muestra se encuentra en presencia de peréxido de hidrégeno, lo que
sugiere que probablemente la MPO esta catalizando la reduccion del peroxido y que la eleccion
del sustrato permite la selectividad de la enzima en la saliva. Ademas, las muestras analizadas en
la figura 19 B), se tratan de un fumador activo (M2) contra la muestra de una persona sin
comorbilidades conocidas ni otros factores que estimulen considerablemente la evolucién de una
EP (M1) (Pizzorno, et al., 2016), lo anterior se sabe por declaraciones de las personas que

dispusieron las muestras para el estudio. Se hace esta aclaracion pues comparando los VC de la
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M1y M2 fue posible percibir un aumento significativo en la sefial de la corriente catddica en la
muestra de la persona fumadora activa. Este resultado es consistente con las expectativas teoricas,
ya que se espera una mayor presencia de MPO en un individuo més susceptible a contraer la
enfermedad por la influencia de comorbilidades y factores de riesgo , como lo es el tabaquismo
(Nesbit et al., 2017; Polizzi et al., 2020), lo que se observa como una sefial de corriente mas alta

generada por el incremento de las interacciones MPO-sustrato y permite continuar con el estudio.

Figura 20

VC de M1 sola y con perdxido de hidrogeno en electrodo serigrafiado de A) y B) grafeno C) y D)

nanoparticulas de oro.
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Ademas, también se realizd el VC de las muestras M1y M2 solas sin buffer, y se muestran
en la figura 20. Esto con el fin de verificar que la saliva por si sola no genera una sefial significativa
al ser sometida a una diferencia de potencial y que, probablemente, lo que esta provocando la sefial
de corriente es la interaccion de la MPO en saliva con su sustrato, el peréxido de hidrégeno, al

catalizar su reduccion.

4.5.2. Muestras de participantes del estudio
En la etapa final de este proyecto se recolectaron 6 muestras al azar en el campus central
de la Universidad Industrial de Santander y 29 muestras de pacientes del consultorio odontoldgico

de la Clinica Carlos Ardila Lulle.

Tabla 7

Muestras recolectadas con su respectiva clasificacion y posible factor de riesgo.

Muestra Estado del paciente Factor de riesgo

Al no clasificado No aplica
L1 no clasificado Fumador
S1 no clasificado No aplica
A2 no clasificado No aplica
M2 no clasificado Fumador
N2 no clasificado No aplica
A3 presencia de EP No aplica
E3 presencia de EP No aplica
G3 presencia de EP Diabetes
B4 no presenta EP E. cardiovascular
L4 no presenta EP No aplica
C4 no presenta EP No aplica
J5 presencia de EP Gingivitis
M5 presencia de EP No aplica
C6 presencia de EP No aplica
M6 presencia de EP Gingivitis
S6 presencia de EP No aplica
FM7 presencia de EP No aplica
FP7 presencia de EP Gingivitis
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LA7
LU7
S7
A8
F8
H8
M8
S8
Y8
E9
19
JA9
JR9
JU9
N9
Y9

presencia de EP
presencia de EP
presencia de EP
presencia de EP
presencia de EP
presencia de EP
presencia de EP
presencia de EP
presencia de EP
no presenta EP
no clasificado
presencia de EP
presencia de EP
presencia de EP
no presenta EP
presencia de EP

Gingivitis
Diabetes
No aplica
E. cardiovascular
E. cardiovascular
E. cardiovascular
No aplica
No aplica
E. cardiovascular
No aplica
No aplica
No aplica
No aplica
Diabetes
Diabetes
No aplica

Con los valores de corriente generados por cada muestra se realizd un andlisis de

componentes principales (PCA), con el fin de segregarlas en grupos segun la condicién de los

pacientes y ver si la respuesta de corriente era un parametro Gtil para esta agrupacion.

Las muestras tomadas en el campus se etiquetaron como ‘no clasificadas’, ya que los

participantes no eran conscientes sobre el estado de su salud periodontal. Las muestras tomadas en

el consultorio odontoldgico se etiquetaron segun la presencia (verde) o ausencia (rojo) de EP

teniendo en cuenta el estado del periodonto registrado por el personal médico en el consentimiento

informado.
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Figura 21

PCA de muestras analizadas en electrodo serigrafiado de grafeno.

PCA GF
3-_ P
@ No clasificado
24 °
[ ]
[ ] ® @ o
14 ® °
o ‘ ® e °
S oA ® O
a o}
. (]
] ° °
1 [@) [ ]
[ )
® O
1] .
1]

Figura 22

PCA de muestras analizadas en electrodo serigrafiado de nanoparticulas de oro.
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El andlisis de PCA permitio hacer la distribucion de las muestras respecto a su condicion
de presencia y ausencia de EP. Se pudo percibir que la segregacion de muestras en el electrodo de
nanoparticulas de oro (figura 22) fue mas dispersa, es decir, menos precisa en comparacion con la
de los electrodos de grafeno (figura 21) que este si agrup6 las muestras respecto a su condicion, es
decir que las corrientes detectadas segun las muestras fueron significativas segun los niveles de
MPO presentes en ellas. Esto se podria interpretar como una mayor sensibilidad para la deteccion
de niveles de MPO en las muestras de saliva en el electrodo de grafeno. La falta de sensibilidad en
los analisis sobre el electrodo de nanoparticulas de oro se puede entender como consecuencia de
la alteracion del paso de la corriente por el electrodo ocasionada por la interferencia, o falta de
interaccion, que se genera al tener las nanoparticulas de oro de la superficie del electrodo en

contacto con un medio bioldgico (Pinilla-Torres et al., 2023).

Figura 23

VC de 5 muestras de saliva representativas en presencia de perdxido de hidrégeno [0.5mM], con
un barrido de potencial de [-1,1V vs Ag] a una velocidad de 0.150 [V/s] en electrodo serigrafiado

de nanoparticulas de oro.
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Figura 24

VC de 5 muestras de saliva representativas en presencia de peroxido de hidrégeno [0.5mM], con

un barrido de potencial de [-1,1V vs Ag] a una velocidad de 0.150 [V/s] en electrodo serigrafiado

de grafeno.
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En las figuras 23 y 24 se grafico la zona de reduccion de un conjunto de muestras analizadas
en ambos electrodos. En teoria, se espera una sefial mas alta en individuos que presentan EP puesto
que supone la presencia de una mayor concentracion de enzima, lo que implica una mayor
velocidad de reaccion y en consecuencia una corriente mas alta. Con esta consideracion en mente
podemos decir que las muestras analizadas en electrodo de grafeno se pudieron distribuir de una
mejor manera en el PCA gracias a que esto se cumple y la diferencia en las corrientes se percibe
con facilidad. En contraste, en el electrodo de nanoparticulas de oro es comdn ver que los

voltamperogramas se superponen y tienden a presentar mayor interferencia, logrando que la

diferenciacion en las sefiales no sea precisa.
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Figura 25

PCA de muestras analizadas en electrodo serigrafiado de grafeno clasificadas segun la condicion

del paciente.
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Figura 26

PCA de muestras analizadas en electrodo serigrafiado de nanoparticulas de oro clasificadas

segun la condicién del paciente.
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Ademas, en las figuras 25 y 26 se muestra el analisis de PCA para cada electrodo, pero con
las muestras etiquetadas segun la presencia de comorbilidades y otros factores que estimulan el
desarrollo de una EP (Nesbit et al., 2017; Polizzi et al., 2020). Se observa que, los fumadores
activos y los individuos con gingivitis muestran una clara tendencia a la presencia de una EP, pues
se ubican en el mismo sector que los pacientes con EP analizados (ver figura 21). Sin embargo,
este no fue el caso para pacientes con enfermedad cardiovascular y diabetes. Esto se entiende
gracias a que es probable que el diagndstico de gingivitis o el hecho de que la persona sea fumadora
activa implica una afectacion a la salud del periodonto en tiempo real, mientras que las personas
con diabetes y enfermedades cardiovasculares generalmente mantienen estas condiciones
controladas con farmacos y tratamientos medicos, por lo que el diagnéstico de estas afecciones no
es sinonimo de la ocurrencia actual de inflamacion y estrés oxidativo, las cuales son causas
principales de la evolucion de una EP en un paciente con dichos diagndsticos (Takahiko et al.,
2002; Shinjo y Nishimura, 2024), pues es posible que estas condiciones estén reguladas en el

organismo del paciente durante el muestreo.
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CONCLUSIONES

El presente estudio ha arrojado resultados significativos sobre la eficacia de los electrodos
serigrafiados de grafeno y nanoparticulas de oro, para la deteccion de enfermedad periodontal (EP)
a través de muestras de saliva. La diferencia en la precision de la distribucion de las muestras entre
los dos tipos de electrodos sugiere que el electrodo de grafeno podria ser més adecuado para este
proposito. Esta disparidad podria atribuirse a la interferencia generada por las nanoparticulas de
oro en contacto con el medio bioldgico, lo que afecta la precision de las mediciones. Los resultados
del analisis de componentes principales (PCA) respaldan esta observacion, mostrando una mejor
diferenciacion entre las muestras en el electrodo de grafeno en comparacion con el de
nanoparticulas de oro. Ademas, al considerar factores como el tabaquismo y la gingivitis, se
evidencia una asociacion clara entre estos y la presencia de EP, lo que subraya la importancia de
abordar estos factores de riesgo en la prevencion y el manejo de la enfermedad periodontal. Estos
hallazgos tienen implicaciones importantes para el futuro desarrollo de dispositivos de deteccion
temprana de EP, destacando la necesidad de considerar la sensibilidad y precision de los electrodos
utilizados en estos dispositivos. En Gltima instancia, estos hallazgos tienen el potencial de mejorar
la atencion clinica al permitir una deteccion mas oportuna de EP con el desarrollo de métodos no

invasivos, lo que podria conducir a mejoria en la salud y calidad de vida de los pacientes.
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ANEXOS

Anexo 1. Carta de consentimiento informado

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMA IO

Yo, identificade con ¢l mimero de cédula de ciudadania

, declaro libre ¥ voluntariamente que acepto participar en el estudio titulado:
“DESARROLLO %  EVALUACION DE UN  PROTOTIFD DE SENSOR
ELEC'I'H[‘_IQIIII.MI(.'!) USANDD ELECTRODODS DE NANOTUBOS DE ORO Y OX1DM)
DE GRAFEND PARA DETECCION DE MIELOPEROXIDASA EN SALIVA COMO
BIOMARCADOR DE ENFERMEDAD PERIOIMINTAL® que se desarrolla en la Universidad
Industrial de Santander en la modalidad de plan de trabajo de grado.

S¢ me ha explicado que el estudio consiste en ¢l analisis enzimatico de muestra de saliva, que debe

sor colectada sin haber ingerido alimentos previamente, ni haber fumado.

Es de mi conocimiento que estoy en libertad de abandonar el estudio cuando asi lo considere
adecuado. Que mi ¢l abandono, m la participacion en ¢l estudio influiran en mi relacion profesional
con los investigadores responsables; que estoy en libertad de solicitar informacion adicional acerca
de los riesgos y beneficios, asi como los resultados derivados de mi participacion en este estudio.

- ;Ha padecido de enfermades cardiovasculares, como hipertension arterial o problemas
cardincos previos?
i Mo

- ;Ha sido diagnosticado o tiene conocimiento de tener diabetes?

8i Mo
- jEs usted fumador activo?
5i No

- jHa sido diagnosticado con alguna enfermedsd periodontal?
i Mo

En caso de haber marcado sk, por favor indique cudl:

- Estado actual del penodonto:

FIRMA:
FECHA:
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