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RESUMEN

INTRODUCCION: la eliminacién completa de microorganismos presentes
dentro del sistema de conductos radiculares es esencial para el éxito de la
terapéutica endoddntica, Sin embargo, los métodos actuales para evaluar la
persistencia bacteriana después de la limpieza, conformacion y antes de la
obturacién no son empleados de forma rutinaria. Los biosensores son
instrumentos que nos permiten medir parametros quimicos y bioldgicos
como bacterias, ademas los resultados se pueden obtener en un marco de
tiempo clinicamente relevante de 5 minutos. El objetivo de este estudio fue
disefiar un prototipo de biosensor capaz de determinar en tiempo real la
presencia bacteriana. METODOS: se realizd la sintesis de Nanoparticulas de
plata, usando nitrato de plata y como agente reductor citrato trisddico, se
realizd caracterizacidon de UV visible, DLS, potencial z y Microscopia
electrénica de transmision, posteriormente se funcionalizaron las
nanoparticulas de plata con un antiacido- lipoteicoico, al cual previamente se
le habia ligado Fluoresceina. RESULTADO: La unidn entre los anticuerpos y la
fluoresceina se produjo como es descrito en la literatura por uniones débiles,
y la posterior funcionalizacidon de la nanoparticula de plata se produjo de
forma espontanea por la caracteristica de todas las proteinas de coronar a
las nanoparticulas, los tres elementos juntos forman un biosensor capaz de
detectar presencia bacteriana CONCLUSION: Consideramos que la
disponibilidad del biosensor como un kit de prueba de diagndstico rapido en
el consultorio, sera util para que el odontélogo sea capaz de determinar de
forma objetiva cuando es el momento ideal para obturar, sin embargo, se

deberan realizar mas estudios para determinar la eficacia del mismo.



ABSTRACT

INTRODUCTION: the complete elimination of microorganisms present within
the root canal system is essential for the success of endodontic therapy,
however, current methods to evaluate bacterial persistence after cleaning,
shaping and before filling are not used. The biosensors are instruments that
allow us to measure chemical and biological parameters such as bacteria, in
addition the results can be obtained in a clinically relevant time frame of 5
minutes. The objective of this study was to design a biosensor prototype able
to determine bacterial presence in real time. METHODS: the synthesis of silver
nanoparticles was performed, using silver nitrate and as reducing agent
trisodium citrate, characterization of visible UV, DLS, z potential and
transmission electron microscopy was carried out, later the silver
nanoparticles were functionalized with an anti-lipoteichoic acid, to which
Fluorescein had previously been bind. RESULT: The binding between the
antibodies and the fluorescein was produced as described in the literature by
weak forces, and the subsequent functionalization of the silver nanoparticle
occurred spontaneously because of the characteristic of the protein to crown
the nanoparticle. The three elements together form a biosensor capable of
detecting bacterial presence CONCLUSION: We consider that the availability of
the biosensor as a rapid diagnostic test kit in the office, will be useful for the
dentist to be able to determine objectively when it is the ideal time to filling.

However, more studies should be done to determine its efficacy.



INTRODUCCION

La pulpa dental es un tejido conectivo laxo muy especializado contenida por
tejidos que la protegen del medio ambiente que la rodea, en condiciones
normales es estéril, sin embargo, bajo ciertas circunstancias puede degenerar
y convertirse en un tejido necrdtico, lo que la hara susceptible a ser colonizada
rapidamente por microrganismos que se encuentra de forma habitual en la
cavidad oral. Esto producird un proceso inflamatorio a nivel apical llamada
periodontitis apical (PA) (1). Aunque los factores quimicos y fisicos pueden
inducir inflamacion a nivel perirradicular, La evidencia cientifica indica que la
infeccion endoddntica es esencial para la progresion y la perpetuacion de las
diferentes formas de PA (2). Debido a que la periodontitis apical es una
enfermedad infecciosa, el objetivo del tratamiento endoddntico es erradicar
la infeccidn que ocurre o evitar que los microorganismos infecten o reinfecten
los conductos radiculares. Hongos y, mas recientemente, arqueas y virus han
sido asociados con infecciones endoddnticas, sin embargo, las bacterias son

los microorganismos implicados en la patogénesis de la periodontitis apical (3).



El objetivo primario de la endodoncia es preservar la integridad de las
estructuras periapicales y en caso de esta no existir dar los medios propicios
para que esta regrese a su estado de salud (1). Esto se logra con una adecuada
limpieza y conformacidn y una subsecuente obturacién del sistema de
conductos radiculares(SCR),La eliminacidon de la gran mayoria de bacterias
presentes se asocia a un indice alto de éxito, y grandes cantidades de bacterias
remanentes son la principal causa de fracaso en endodoncia(4).Las
endodoncias en una sola visita se han convertido en una opcién muy popular
entre los endodoncistas ya que ahorra tiempo al operador y al paciente,
ademas de estar asociado con menores agudizaciones, menor dolor post
operatorio y disminucion del riesgo de una contaminaciéon entre citas, sin
embargo erradicar completamente las bacterias dentro del SCR en una sola
cita puede ser imposible por la dificultad de alcanzar todas las areas, por otra
parte la endodoncia en multiples visitas implica el uso de agentes
antimicrobianos como el Hidréxido de calcio que en teoria reduciria la carga
bacteriana antes de la obturacion, y aunque légicamente la endodoncia en
multiples citas deberia de tener una incidencia mayor de éxito, las

investigaciones actuales han arrojado resultados contradictorios(5).



ANTECEDENTES

La primera observacion registrada de bacterias en el conducto radicular se
remonta al siglo XVII y al constructor aficionado de microscopios holandés
Antony van Leeuwenhoek. El Informé que en los conductos del SCR de un
diente cariado se podia observar una materia blanda y que todo el material
parecia estar vivo (6). Pasaron casi 200 afios hasta que se confirmd su
observacion y se sugirid una relacion de causa y efecto entre las bacterias y la
periodontitis apical. Willoughby Dayton Miller, un dentista estadounidense,
publicé un hito que reportaba la asociacion entre las bacterias y la
periodontitis apical después de un andlisis de muestras recolectadas de
conductos radiculares (7). Por medio de la bacterioscopia de las muestras del
conducto, encontrd células bacterianas en las tres morfologias basicas
conocidas en ese momento: cocos, bacilos y espirilos. Morfolégicamente, la
microbiota endoddntica fue claramente diferente en los tercios coronal,
medio y apical del conducto. Las espiroquetas se encontraron en altas
frecuencias en casos de abscesos y se sospechd un papel patégeno para estas
bacterias (7). Aproximadamente 70 afios después del estudio cldsico de Miller,
sus suposiciones fueron confirmadas por un elegante estudio de Kakehashi, el

investigo la respuesta de las pulpas dentales expuestas a la cavidad oral en



ratas convencionales y libres de microorganismos. Se realizd una evaluacién
histolégica y reveld que en todas las ratas convencionales se desarrollaron
necrosis pulpar y periodontitis apical; sin embargo, las pulpas expuestas de
ratas libres de microorganismos no solo siguieron siendo vitales, sino que
también se repararon con la formacién de tejidos duros. Un tejido similar a la
dentina sell6 el area de exposicion y aisldo nuevamente las pulpas de la cavidad
oral (2). Moller también proporciono pruebas sdlidas sobre la causa
microbiana de la periodontitis apical. Su estudio con dientes de monos
demostré que solo las pulpas desvitalizadas que estaban infectadas indujeron
lesiones de periodontitis apical, mientras que las pulpas desvitalizadas y no
infectadas mostraron una ausencia de cambios patoldgicos significativos en los
tejidos perirradiculares. Ademds de corroborar la importancia de los
microorganismos para el desarrollo de la periodontitis apical, este estudio
también confirmd que el tejido de pulpa necrdtica per se no puede inducir y

mantener una lesion de periodontitis apical (8).

El microbiota endoddntico ha sido investigado tradicionalmente por métodos
de cultivo microbiolégico. El cultivo es el proceso de propagaciéon de
microorganismos en el laboratorio al proporcionarles los nutrientes necesarios

y las condiciones fisicoquimicas adecuadas, incluida la temperatura, la



humedad, la atmdsfera, la concentracién de sal y el pH (9). Los analisis de
cultivos de infecciones endoddnticas han proporcionado una gran cantidad de
informacion sobre la etiologia de la periodontitis apical, la composicion de la
microbiota endoddntica en diferentes afecciones clinicas, los efectos de los
procedimientos de tratamiento en la eliminacion microbiana, las
susceptibilidades de los microorganismos endoddnticos a los antibidticos, etc.
sin embargo, algunas limitaciones importantes de los métodos de cultivo
hacen que un analisis exhaustivo de la microbiota endoddntica sea dificil de
lograr(9). Las dificultades para cultivar o identificar muchas especies
microbianas son de especial preocupacién. Desafortunadamente, no todos los
microorganismos pueden cultivarse en condiciones artificiales, y esto se debe
simplemente a que las necesidades nutricionales y fisioldgicas de la mayoria
de los microorganismos son aun desconocidas (10). Las investigaciones de
muchos ambientes acuaticos y terrestres que utilizan métodos independientes
de la cultura han revelado que los miembros cultivables de estos sistemas
representan menos del 1% del total de la poblacién existente. Ademas, del
50% al 80% de las especies bacterianas que componen la cavidad bucal,

representan bacterias desconocidas y aun sin cultivar (10).
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Para evitar las limitaciones del cultivo, las herramientas y los procedimientos
basados en la biologia molecular estan disponibles y han mejorado
sustancialmente la capacidad de lograr una descripcion mas realista del
mundo microbiano sin la necesidad de cultivo, La tecnologia molecular
también se ha aplicado para identificar confiablemente bacterias cultivadas,
incluidas cepas con comportamiento fenotipico ambiguo o aberrante, aislados
raros, bacterias poco caracterizadas o no caracterizadas y especies

recientemente nombradas(11).

Los enfoques moleculares para la identificacién microbiana se basan en ciertos
genes que contienen informacién reveladora sobre la identidad microbiana.
De los varios genes que se han elegido como dianas para la identificacion
bacteriana, el gen 16S rRNA (o 16S rDNA) ha sido el mas utilizado porque esta
distribuido universalmente entre las bacterias, es lo suficientemente largo
como para ser altamente informativo y lo suficientemente corto como para
ser facilmente secuenciado, posee regiones conservadas y variables, y ofrece

confiabilidad para inferir relaciones filogenéticas (12).
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Los datos de las secuencias del gen 16S rRNA se pueden usar para la
identificaciéon precisa y rapida de especies bacterianas conocidas y
desconocidas, utilizando técnicas que no requieren cultivo. El gen de ARN 16S
de practicamente todas las especies bacterianas en un entorno dado, incluidas
las bacterias aun no cultivadas y no caracterizadas, puede amplificarse por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando cebadores de amplio
rango (o universales) que son complementarios de las regiones conservadas
de este gen. La secuenciacion de las regiones variables flanqueadas por los
cebadores de amplio rango proporcionara informacion para una identificacion
bacteriana precisa. Los cebadores o sondas que son complementarios a
regiones variables también pueden disefarse para detectar especies objetivo-

especificas directamente en muestras clinicas (13,14).

los métodos de identificacion basados en el ADN, como la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), sufren de altas lecturas falsas positivas por parte de
Deteccion de ADN de células bacterianas muertas. Recientemente, se ha
asumido que la deteccion de ARN por PCR con transcriptasa inversa es una
mejor alternativa al ADN para medir bacterias viables. Se argumenta que los
ARN son mas labiles y poseen una vida media mas corta que el ADN, lo que

12



proporciona un mejor indicador de células viables. sin embargo, el

La deteccidn de bacterias viables mediante el método de PCR con
transcriptasa inversa también es complejo y requiere multiples pasos de
procesamiento. (15) La necesidad de poder determinar el grado de limpieza
presente ante de obturar el SCR, podria ser resuelta con el uso de un

biosensor de identificacion rapida.

Un biosensor es un dispositivo que mide reacciones bioldgicas o quimicas
generando sefales proporcionales a la concentracion de un analito en la
reaccion. Los biosensores se emplean en aplicaciones tales como monitoreo
de enfermedades, descubrimiento de farmacos y deteccidon de contaminantes,
microorganismos causantes de enfermedades y marcadores que son
indicadores de una enfermedad en los fluidos corporales (sangre, orina, saliva,

sudor. (16) Un biosensor tipico contiene los siguientes componentes:

Bioreceptor: una molécula que reconoce especificamente el analito se conoce
como un bioreceptor. Las enzimas, células, acido desoxirribonucleico (ADN) y
anticuerpos son algunos ejemplos de bioreceptores. El proceso de generacion

de senal (en forma de luz, calor, pH, carga o cambio de masa, etc.) tras la
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interaccion del biorreceptor con el analito se denomina reconocimiento

bioldgico.

Transductor: el transductor es un elemento que convierte una forma de
energia en otra. En un biosensor, el papel del transductor es convertir el
evento de bio-reconocimiento en una sefal medible. Este proceso de
conversion de energia se conoce como sefializacion. La mayoria de los
transductores producen sefiales dpticas o eléctricas que generalmente son

proporcionales a la cantidad de interacciones analito-bioreceptor.

Electronica: esta es la parte de un biosensor que procesa la sefal transducida
y la prepara para su visualizacién. Consiste en un complejo circuito electrénico
gue realiza el acondicionamiento de la sefial, como la amplificacion y la
conversion de sefales analdgicas a digitales. Las sefales procesadas son

cuantificadas por la unidad de visualizacion del biosensor (16).

El biosensor que proponemos usa como bioreceptor anticuerpos, como
interfaz eléctrica nanoparticulas de plata y como procesador de sefial

cromoforos.

Los anticuerpos son proteinas circulantes que se producen en los vertebrados

en respuesta a la exposicidn a estructuras extrafas conocidas como antigenos.
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Los anticuerpos sonincreiblemente diversos y especificos en su capacidad para
reconocer estructuras moleculares extrafias, y son los principales mediadores
de la inmunidad humoral contra todas las clases de microorganismos. Todas
las moléculas de anticuerpo comparten las mismas caracteristicas
estructurales basicas, pero muestran una variabilidad acentuada en las
regiones que se unen a los antigenos. Esta variabilidad de las regiones que se
unen al antigeno es responsable de la capacidad de diferentes anticuerpos de
unirse a un numero enorme de antigenos con una estructura diversa. Las dos
cadenas ligeras y las dos cadenas pesadas contienen una serie de unidades
repetidas, homologas, cada uno de unos 110 aminodcidos de longitud, que se
pliegan independientemente en una estructura globular que se llama dominio
de lg. Las cadenas pesadas y ligeras constan de regiones amino terminales
variables que participan en el reconocimiento del antigeno y de regiones
carboxilo terminales constantes. las regiones constantes de las cadenas
pesadas median las funciones efectoras. La mayoria de las diferencias en la
secuencia y la variabilidad entre diferentes anticuerpos se limitan a tres
secuencias cortas en la regidn variable de la cadena pesada y a tres secuencias
en la region variable de la cadena ligera. Estas secuencias diversas se llaman

segmentos hipervariables. Las regiones hipervariables tienen cada una unos 10
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aminoacidos de longitud y se mantienen en su lugar mediante secuencias
estructurales mas conservadas que forman el dominio de Ig de la regién
Variable. La limitacién de la variabilidad de la secuencia a los tres tramos cortos
permite mantener la estructura basica de todos los anticuerpos a pesar de la

variabilidad entre diferentes anticuerpos (17).

las nanoparticulas de plata son pequeias particulas de entre 1 nm y 100 nm
de tamano. Aunque frecuentemente se describe como plata, algunos estan
compuestos de un gran porcentaje de o6xido de plata debido a la gran
proporcion de atomos de plata de superficie a gran volumen. Se pueden
sintetizar numerosas formas de nanoparticulas dependiendo de la aplicacion
en cuestion. Las nanoparticulas esféricas de plata son la forma mas comun. Su
area de superficie extremadamente grande permite la coordinacién de una
gran cantidad de ligandos. Las propiedades de las nanoparticulas de plata
aplicables a los tratamientos humanos estan siendo investigadas en estudios
de laboratorio y en animales, evaluando la eficacia, la toxicidad y los costos

(18).

Los métodos mdas comunes para la sintesis de nanoparticulas son los quimicos,
o la nucleacion de particulas dentro de una solucion. Esta nucleacion se

produce cuando un complejo de iones de plata, generalmente AgNO3 o
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AgClO4, se reduce a plata coloidal en presencia de un agente reductor. Cuando
la concentracidn aumenta lo suficiente, los iones de plata metdlicos disueltos
se unen para formar una superficie estable. La superficie es energéticamente
desfavorable cuando el grupo es pequeno, porque la energia obtenida al
disminuir la concentracién de particulas disueltas no es tan alta como la
energia que se pierde al crear una nueva superficie. Cuando el grupo alcanza
un cierto tamafno, conocido como radio critico, se vuelve energéticamente
favorable y, por lo tanto, lo suficientemente estable como para seguir
creciendo. Este nucleo luego permanece en el sistema y crece a medida que
mas atomos de plata se difunden por la solucién y se adhieren a la superficie,
Cuando la concentracion disuelta de plata atdmica disminuye lo suficiente, ya
no es posible que suficientes atomos se unan para formar un nucleo estable.
En este umbral de nucleacidn, las nuevas nanoparticulas dejan de formarse y
la plata disuelta restante se absorbe por difusion en las nanoparticulas en
crecimiento en la solucién especifica.
A medida que las particulas crecen, otras moléculas en la solucién se difunden
y se unen a la superficie. Este proceso estabiliza la energia de la superficie de
la particula y bloquea que los nuevos iones de plata lleguen a la superficie. La

union de estos agentes estabilizadores disminuye la velocidad y finalmente
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detiene el crecimiento de la particula. Los ligandos que bloquean mas comunes
son citrato trisddico y polivinilpirrolidona (PVP), pero muchos otros también
se usan en condiciones variables para sintetizar nanoparticulas con tamafios,
formas y propiedades de superficie particulares.
Hay muchos métodos diferentes de sintesis quimica, incluido el uso de
azucares reductores, reduccion de citrato, reduccion a través de borohidruro
de sodio, la reaccion de espejo de plata, crecimiento mediado por semilla, y
crecimiento mediado por la luz. Cada uno de estos métodos, o una
combinacion de métodos, ofreceran diferentes grados de control sobre la
distribucion de tamafios, asi como también distribuciones de disposiciones
geomeétricas de la nanoparticula. La Caracterizacion es una parte importante
en la sintesis de las nanoparticulas de plata ya que nos permite conocer las
caracteristicas especificas de las mismas, el método empleado mas
comunmente es UV visible que nos permite conocer la longitud de onda a
partir del plasman superficial, esto ha sido muy bien estudiado e incluso se
puede conocer el tamafo de la nanoparticula de plata determinando la
absorbancia y longitud de onda en un espectrofotémetro, El DLS nos permite

conocer el tamafio de la nanoparticula, Potencial Z las cargas disponibles que
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presenta para poder ser unida a otras moléculas y El microscopio electrénico

de superficie nos permite observar la forma y tamano de la nanoparticula(19).

Un cromdforo es la parte o conjunto de atomos de una molécula responsable
de su color. También se puede definir como una sustancia que tiene electrones
capaces de absorber energia y excitarse, a diferentes longitudes de onda. Los
cromoforos son, en quimica organica, los grupos no saturados responsables de
la absorcion en el UV. Esta absorcidon de radiacion UV es el resultado de la
excitacion de electrones hacia estados de mayor energia. El nucleo juega un
papel fundamental, ya que determina la fuerza con la cual estos electrones
estdn unidos a él, y por ende influye en la magnitud de este cambio de
energia .Cuando una molécula absorbe ciertas longitudes de ondade luz
visible y transmite o refleja otras, la molécula tiene un color. Un cromdforo es
una region molecular donde la diferencia de energia entre dos orbitales
moleculares cae dentro del rango del espectro visible. La luz visible que incide
en el croméforo puede también ser absorbida excitando un electrén a partir
de su estado de reposo. En las moléculas bioldgicas utiles para capturar o
detectar energia luminica, el cromdéforo es la semimolécula que causa un

cambio en la conformacién del conjunto al recibir luz(20).
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PLATEAMIENTO DEL PROBLEMA

No existe ningin método objetivo para establecer en tiempo real si el sistema
de conductos radiculares ha sido desinfectado de una forma efectiva antes de

poder obturarlo, y asi asegurar el éxito del tratamiento endoddntico.

JUSTIFICACION

1. El sensor permitiria poder tomar decisiones clinicas mas eficientes.

2. El prondstico del tratamiento de conductos seria mas predecible

HIPOTESIS
Hipotesis 0
El biosensor nos permite identificar bacterias dentro del SCR
Hipotesis 1

El biosensor no es capaz de identificar bacterias

20



OBJETIVOS

Desarrollar un Biosensor que permita identificar la presencia bacteriana en el

sistema de conductos radiculares en tiempo real.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Sintetizar nanoparticulas de platas(AgNP)

2. Caracterizacion de AgNP mediante Uv visible, potencial,DLS y
microscopia de transmision.

3. Funcionalizar el anti-acido lipoteicoico(AA) a las AgNP.

4. Caracterizacion del complejo AA-AgNP mediante Uv visible,
potencial,DLS y microscopia de transmision.

5. Unir la Fluoresceina (F) al complejo AA-AgNP

6. Caracterizacion del complejo AA-AgNP-F mediante Uv visible, potencial,
DLS y microscopia de transmision.

7. Immersion de puntas de papel protaper F2 en el complejo AAL-AgNP-F.
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MATERIALES Y METODQOS
MATERIALES

Nitrato de plata AgNO3(Sigma-aldrich)
Citrato trisédico(Sigma-aldrich)

Agua HPLC(BeScience)

Antiacido lipoteicoico(sigma-aldrich)
Fluoresceina(sigma-aldrich)

Puntas de papel protaper F2(Dentsply)
Potencidmetro

Espectofotometro (DR 5000)

Zetasiser nano(Malvern)

Microscopio electrénico de transmisién(Hitachi H7500)
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METODOLOGIA

Sintesis y caracterizacién de AgNP

Los AgNP se sintetizaron por el método de reduccién quimica. El
procedimiento de sintesis fue el descrito por Lee & Miesel(22). Se calentaron
cien ml de nitrato de plata (1x1073 molL™!) en un agitador magnético de
placa caliente a 353 grados Kelvin; Se afladid gota a gota citrato trisddico (50
ml) al 1 por ciento, hasta que la solucién incolora se volvié amarilla. El
cambio de color indica la formacion de AgNP . Se realizo lectura de pH con el

potencidmetro.

La caracterizacion de espectro UV-visible se llevd a cabo en el
espectrofotometro (DR 5000) en un rango de 200 a 600 nm, usando una

celda de cuarzo, como blanco se uso agua HPLC.

La caracterizacién de DLS se realizd en el equipo zetasiser, a una temperatura
de 25°C con una duracion de 60 segundos, una posicién de medicién de 2.00

mm, un rango de conteo 216.6 Kcps, se usé una celda de poliestireno.

La caracterizacién por microscopia electrénica de transmision se realizé con
el microscopio Hitachi H7500 con una exposicion de 2 segundos,

magnificacion 1000 x y un voltaje de 80kvs
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Unidn y caracterizacion del acido lipoteicoico con las AgNP

Se realizaron modificaciones a la técnica descrita por mariam y Dronge(22),se
hizo un cambio de proteina(albumina por AA). El antidcido lipoteicoico
monoclonal se colocd en un buffer de fosfato a un pH de 7.4, concentracion
de 1x1073, la cual permanecié constante. Las concentraciones de AgNP
fueron 5x10~7 y 1x107°, por cada ml de solucién de AA se agregd un ml de
solucion de AgNP(relacién 1:1), la solucidon de la concentracion de AgNP
5x10~7 se mantuvo en agitacién durante 30 min y la solucién de la
concentracion de AgNP de 1x10~° se mantuvo en agitacién durante 30 miny
120 horas para determinar si existe mayor union al estar expuesto durante

mas tiempo.

Los espectros UV-visibles de antiacido lipoteicoico y antiacido lipoteicoico en
presencia de concentraciones variables de AgNP se registraron en el rango de
longitud de onda de 200-600 nm en un espectofotémetro (DR5000), como

blanco se usé agua HPLC.

La caracterizacién de DLS se realizd en el equipo zetasiser ,a una

temperatura de 25°C ,con una duracion de 60 segundos, una posicidon de
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medicion de 2.00 mm, un rango de conteo 216.6 Kcps, se usé una celda de

poliestireno.

La caracterizacién por microscopia electrénica de transmision se realizé con
el microscopio Hitachi H7500 con, exposicion de 2 segundos, magnificacion

1000 x y un voltaje de 80kvs.
Union de Flouresceina con el complejo AgNP-AA

Se uso la técnica descrita por Voos y lopatin(23), primero se unié la F a el AA,
se anadid 1 mg de isotiocianato de fluoresceina por 5 ml AA con una
concentracién de 1x1073, se agito en la incubadora por 48 horas a 37°C y se
protegio de la luz. La F y otros subproductos que no reaccionaron se

eliminaron filtrando la solucion.

La caracterizacion de espectro UV-visible se llevd a cabo en el
espectrofotdmetro (DR 5000) en un rango de 300 a 700 nm, usando una

celda de cuarzo y como blanco agua HPLC.

La caracterizacién de DLS se realizé en el equipo zetasiser ,a una
temperatura de 25°C ,con una duracion de 60 segundos, una posicidon de
medicion de 2.00 mm, un rango de conteo 216.6 Kcps, se usé una celda de

poliestireno.
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Posteriormente se llevo a cabo la unidn de las AgNP con el complejo AA-F
usando la técnica descrita anteriormente para la union de la AgNP y AA(22),

se usaron las mismas técnicas de caracterizacién usadas para el complejo

AA-F.

Finalmente se sumergen los conos protaper F2 en el complejo AgNP-AA-F por
un minuto, se dejan secar y se colocan en frascos estériles, todo este proceso

se realiza en la campana de vacio.
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RESULTADOS y DISCUSION

De acuerdo con la técnica de sintesis de AgNP descrita anteriormente, se

obtuvo una solucién coloidal color amarilla claro (imagen 1) con un pH de 7.2

Imagen 1

La caracterizacién de UV visible nos permite observar un pico Unico de

absorbancia a 400 nm que es representativo de AgNP.(grafica 1)

Nanoparticulas de plata
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Absorbancia
=

0.5

330 380 430 480 530 580
Longitud de Onda

Grdfica 1
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La prueba de DLS dio como resultado un 90% de AgNP con un tamafio de 80

nmy un 10 % de AgNP con un tamaio de 8nm (grafica 2), y el potencial Z dio

como resultado una carga de -29.9(grafica 3, tabla 1), coincidente con la

carga de las AgNP.

Size Distribution by Intensity
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Grafica 2

Zeta Potential Distribution
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Grafica 3

feta Potential (mV): -29.9
Zeta Deviation (mV). 17.8
Conductivity (mS/cm): 0233

Tabla 1
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En la caracterizacion por microscopia electrénica de transmisién podemos
observar AgNP esféricas de aproximadamente 80 nmy 10 nm (imagen2,

imagen3)

30472019 12:11:52 PM

HT:B0KV  Exposure Time: 2.00 Sec TEM Magnification: kx Z00nm.

Imagen 2

412019 12:13:55 PM

HT-80KV  Exposure Time: 2.00 Sec TEM Magnification: kx 200nm

Imagen 3
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La union de

la AgNP y el AA se puede explicar, por el aumento de absorbancia

a medida que existe mas interaccién entre los mismos. Se puede observar

claramente el aumento exponencial de la absorbancia a 210 nm cuando se

usa una concentraciéon de 1x107° a 30 min y después a 1x107° durante 120

horas.(grafica 4).ademas se observa una disminucién de la absorbancia a

400nm.
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Grafica 4
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El potencial Z del complejo AgNP-AA dio como resultado una carga de -16.4
(tabla 2), la cual difiere de la carga de la AgNP sola (tablal), esto demuestra
que al existir unién entre los compuestos, menos cargas negativas de la AgNP
guedan disponibles , ademds presenta un solo pico, lo que nos explica la

lectura de un complejo y no dos compuestos independientes (grafica 5).

Zeta Potential Distribution

300000

200000
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100000
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Apparent Zeta Potential (mWV)

Record 945: NPA 1|

Grafica 5

feta Potential (mV): -16.4
feta Deviation (mV): 12.7
Conductivity (mS&/cm): 404

Tabla 2
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La microcopia electrénica de transmisidn nos permite observar varias zonas

de antidcido lipoteicoico coronados por AgNP.(imagen 4, imagen 5)

HT:80KV  Exposure Time: 2.00 Sec TEM Magnification: kx 200nm

Imagen 4

Imagen 5
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La disminucion de la absorbancia a 500 nm del complejo AA-F se reprodujo
como lo describe la literatura, (grafica 6) en el potencial z la carga fue de -
9.40 (tabla 3) ademas la presencia de un solo pico bien definido demuestra la

union del complejo y no dos compuestos independientes. (grafica 7)
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Grafica 6
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Total Counts
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Grafica 7

Zeta Potential (mv): -9.40

Feta Deviation (mV): 11.3
Conductivity (mSicm): 4.93

Tabla 3
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En el UV visible del complejo AgNp-AA-F existen desplazamientos de longitud
de onda en tres partes de la grafica, a 270nm que es el pico del anticuerpo
existe un aumento de la absorbancia(grafica 9), a 400 nm en el pico de la
AgNP existe una disminucion de la absorbancia(grafica 10), y a 500nm en el
pico de la fluoresceina también existe una disminucidn de la absorbancia,
todo esto concuerda con las graficas descritas anteriormente, por lo tanto se
puede aseverar que existe union de los tres componentes de este complejoy
gue no se encuentran en la solucidon como tres entidades

independientes.(grafica 8)
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Absorbancia
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El potencial z del complejo AgNP-AA-F muestra un solo pico con carga
positiva de 19.4(tabla 4,grafica 11)), que es completamente diferente a las
cargas obtenidas en los experimentos de AgNP y AgNP-AA(grafica 12,tabla 5),
lo que demuestra que existe una unidn entre los tres componentes, ya que el
cambio de carga superficial se da por la interaccidon de las moléculas que

forman el complejo.
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Zeta Potential (mV): 184
feta Deviation (mV): 127
Conductivity (mS/cm); 466

Tabla 4
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CONCLUSIONES

Aunque el objetivo de la limpieza y conformacidn es eliminar las bacterias
dentro del SCR, la evaluacién del grado de desinfeccién actualmente no se
realiza de forma rutinaria, debido a la falta de un método de identificacion
bacteriana rapida.

Las técnicas actuales de identificacion no permiten determinar la presencia de
las bacterias localizadas en conductos accesorios y tubulos dentinarios, pero
sigue siendo util para determinar los niveles bacterianos que son compatibles
con el proceso de reparacion.

Existe una correlacién entre la presencia bacteriana en el momento de la
obturacion y el éxito del tratamiento de conductos, y se ha demostrado que
las bacterias y sus subproductos permanecen los principales agentes
etioldgicos de las lesiones inflamatorias apicales.

Consideramos que la disponibilidad del biosensor como un kit de prueba de
diagndstico rapido en el consultorio, sera util para que el odontdlogo sea
capaz de determinar de forma objetiva cuando es el momento ideal para
obturar, sin embargo, se deberan realizar mas estudios para determinar la

eficacia del mismo.
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