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RESUMEN

Entre los propdésitos de la odontologia minimamente invasiva esta el de preservar
la estructura dentaria, motivando el desarrollo de nuevos compuestos para el
tratamiento de la caries dental. Para evaluar la eficacia de estos biomateriales es
que, a través de modelos microbiolégicos bacterianos de caries in vitro, se han
utilizado herramientas que permiten visualizar y medir sus efectos sin alterar la
superficie dentaria como son las pruebas imagenologicas ofrecidas por la

microtomografia computarizada.

Dentro de este contexto, el objetivo de este trabajo es determinar la densidad
mineral (microCT) y la microdureza superficial de discos de esmalte
desmineralizados con un modelo monoespecie de Streptococcus mutans antes y

después de la exposicion de un agente a base de fluor y grafeno (BlueRemin®).

Para llevar a cabo estas mediciones se utiliz6 un modelo bacteriano monoespecie
de S.mutans ATCC 25125 sobre discos de esmalte. Estos se expusieron a
sacarosa al 10%, cuatro veces al dia por cinco minutos durante tres dias para la
simulacion de un ambiente cariogénico, generando una zona de
desmineralizacion. Posteriormente, las muestras fueron expuestas a un agente
remineralizador: BlueRemin® y Fluoruro de amino de plata. Las tres zonas fueron

evaluadas con pruebas de microdureza y densidad mineral (microCT).

Como resultado se obtuvo que la cepa de S. mutans se adhirié a los discos de
esmalte formando biopelicula in vitro. Los valores de densidad mineral, medida en
microCT y dureza superficial Vickers después de la exposicion al modelo de
biopelicula monoespecie de S. mutans, fueron menores a los valores iniciales. Los
valores de densidad mineral y dureza superficial de la zona expuesta a
BlueRemin® fue mayor a la zona desmineralizada pero menor a los valores

iniciales.

En conclusion, se obtuvieron los siguientes resultados: 1) el modelo in vitro de

biopelicula monoespecie de S.mutans es eficiente en el proceso de
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desmineralizacion superficial sobre bloques de esmalte, 2) Los bloques
desmineralizados expuestos a BlueRemin® aumentaron su densidad mineral y

dureza superficial y 3) BlueRemin® tiene efecto remineralizante corroborados en
microCT.



MARCO TEORICO

Introduccién

La caries dental es una de las principales enfermedades dentro de las patologias
orales, afecta a las personas no solo alterando su salud bucal, sino que también la
calidad de vida de quienes la padecen (Hollister y cols., 1994). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) destaca que afecta alrededor del 60-90% de los
escolares y la gran mayoria de los adultos, situdndola como la principal causa de
pérdida de dientes naturales (Petersen, 2008; OMS, 2012).

Los datos ofrecidos por la Global Burden of Disease advierten que las condiciones
de salud oral empeoraron dramaticamente entre 1990 y 2015 en todo el mundo,
atribuyendo el fendmeno a cambios demograficos, al crecimiento de la poblacion y
al envejecimiento. La poblacion con mayor pérdida total de dientes se observo en
América central, mientras que la poblacién con mas dientes permanentes cariados
no tratados se observdé en América del sur (Kassebaum y cols., 2015) a pesar de
los programas enfocados a la prevencién y promocion de la salud bucal y a la
masificacion del uso de fluoruros (Marthaler, 2004). Particularmente en Chile, los
altimos estudios epidemioldgicos de salud bucal reafirman esta tendencia,
indicando que la prevalencia de caries a los 6 y 12 afios es de un 70,4% y 62,5%

respectivamente hasta casi el 100% en la poblacién adulta (MINSAL, 2010).

Ante la creciente necesidad de combatir esta situacién, es que la odontologia
moderna ha centrado su atencion en la prevencion para el control de la
enfermedad, modificando el enfoque invasivo de la escuela tradicional y su
practica en los procedimientos restaurativos (FDI, 2002). Esta corriente, ha
fomentado el desarrollo de nuevas biotecnologias y biomateriales para el
tratamiento de la caries dental con el fin de preservar la estructura dentaria y
controlar e incluso revertir las lesiones de caries cuando sea posible, minimizando
la necesidad de usar técnicas destructivas y teniendo como principal objetivo
alargar el tiempo funcional del 6rgano dental dentro de la cavidad oral en

condiciones 6ptimas (Tyas y cols., 2000).



A. Caries Dental

La caries dental se define actualmente como un proceso patolégico cronico,
multifactorial que se caracteriza por la destruccion localizada de los tejidos duros
dentales debido a los subproductos acidos provenientes de la actividad metabdlica
de las bacterias presentes en la cavidad oral (Tanner AC y cols., 2016). La
presencia de hidratos de carbono fermentables provenientes de los alimentos,
permite que los microorganismos organizados en una biopelicula o placa
bacteriana en la superficie dentaria (Bradshaw y cols., 2013; Garcia-Godoy y Hics,
2008), generen acidos organicos que descienden los valores de pH locales por
debajo del valor critico (pH 5,5) y como consecuencia de ello se desmineralice
progresivamente el sustrato dental hasta su eventual cavitacion (Hicks y cols.,
2003).

Biopelicula, mecanismos de accion

Para la colonizacion bacteriana, es imprescindible la formacion previa de una fina
pelicula de agregados salivales sobre la superficie del diente. La pelicula adquirida
corresponde a una delgada capa de proteinas y glucoproteinas contenidas en la
saliva y el liquido crevicular, asi como también de productos microbianos y
celulares (Marsh, 2005). Su presencia puede estar asociada al estado de salud del
hospedero proporcionando proteccién contra la desecacion de las superficies
orales, favoreciendo la maduracién del esmalte y brindando mayor resistencia ante
los agentes antimicrobianos (Garcia-Godoy y Hics, 2008; Hoiby y cols., 2011).
Cuando los microorganismos consiguen los sustratos necesarios para sobrevivir y
persisten en el tiempo sobre la superficie dental, pueden organizarse formando
una biopelicula, el que se define como una comunidad microbiana inmersa en una
matriz organica de polisacéaridos, proteinas, detritus alimentarios y epiteliales
(Marsh, 2005).

Entre los precursores en la formacion de biopelicula se encuentran principalmente
Streptococcus sanguinis, Actinomyces viscosus y Streptococcus mutans (Lamont

y cols., 1991; Forssten y cols., 2010).
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S. mutans es una bacteria cocacea Gram positivo y anaerobio facultativo, por lo
que su crecimiento se ve favorecido por una concentracion de CO, cercano al
10% (Lemos y cols., 2013), posee gran capacidad de producir &cidos orgénicos a
partir de hidratos de carbono fermentables (acidogénico), es acidarico al sobrevivir
en un entorno acido y es acidofilico. Sintetiza polisacaridos extracelulares a partir
de la sacarosa, fructosa y glucosa, caracteristicas que favorecen la adhesion
inicial, la colonizaciébn y acumulacion de la biopelicula sobre las superficies
dentales (Lemos y cols, 2013; Marsh y cols., 2011). Las caracteristicas de S.
mutans permiten considerarla determinante en la formacion, acumulacion y
sobrevivencia de la biopelicula y se le identifica como un agente etiol6gico
primario en la aparicion de la caries dental (Garcia-Godoy y Hics, 2008).

Producto del metabolismo bacteriano establecido en la superficie dentaria, es que
se generan altas concentraciones de protones (H") provocando la solubilizacion de
la hidroxiapatita: [Ca];0[PO4 J6 [OH]2, mineral relevante en la composicion del tejido
dentario y que se dispone en forma de prismas en la matriz del esmalte desde el
limite amelodentinario hasta la superficie. EI componente mineral del esmalte se
aproxima al 96% del cual el 37% del peso corresponde a calcio y el 52% a fosfato
(Braly, 2007).

Proceso de Caries

La distribucion de los depdsitos microbianos sobre las superficies dentarias va a
determinar la pérdida de mineral en el espesor del tejido dentario generando una
lesion de caries, la que en su estado inicial se denomina caries incipiente y se
ubica en el esmalte dental a nivel subclinico, es decir, las alteraciones son
macroscopicamente invisibles (Balda y cols., 1999), sin embargo, si el medio
precursor permanece desmineralizando los tejidos, se vuelven visibles por
cambios en las propiedades Opticas de la superficie del esmalte como la pérdida
de la translucidez, la apariencia blanca y opaca y el aspecto tizoso y sin brillo
(Gugnani y cols, 2011). Esta etapa puede ser revertida restableciendo el equilibrio
del medio con la utilizaciéon de productos como el fltor y la higiene bucal mejorada

(Marinho y cols., 2003) pero cuando la tasa de desmineralizacion se mantiene en
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el tiempo, el resultado es la pérdida de estructura con la consiguiente formacion de

una cavidad (Gémez, 2001).

Cuando la lesion ha atravesado el limite amelodentinario se establece la caries
dentinaria, ésta progresa promoviendo cambios fisicoquimicos tales como
disminuciéon de la cantidad de mineral, cambios de color y activacion de
metaloproteinasas de la matriz degradando el componente organico del tejido,
entre otros (Mazzoni y cols.,2016).

Modelos bacterianos para el estudio de la caries

Existe una variedad de modelos disponibles para estudiar los mecanismos
involucrados en el proceso de la caries. Koo H y cols. en el 2003 fueron unos de
los primeros en realizar un modelo bacteriano de caries monoespecie de S.
mutans, formando biopeliculas en un portaobjetos para visualizarla bajo
microscopio. Ccahuana-Vasquez y Cury en el 2010, implementaron un modelo
similar, pero exponiendo biopelicula monoespecie en esmalte de bovino a
sacarosa al 10% varias veces al dia, simulando lo que ocurre en la cavidad oral.
La importancia de crear estos modelos es que permiten evaluar la accion de
diversos agentes antimicrobianos sobre formacion de biopeliculas y zonas

desmineralizadas de la superficie dental.

B. Remineralizantes

Los remineralizantes son compuestos a base de flior que actian sobre el medio
bucal para que se produzca la precipitacion de fosfatos y otras sales y fomenten el
proceso natural de remineralizacion, en consecuencia, aumentan la resistencia a
los componentes acidos producidos por la placa bacteriana e inhiben y/o detienen

el progreso de la caries dental (Garcia-Godoy y Hics, 2008).

Dentro de estos agentes, es comun encontrar el fluoruro, compuesto ampliamente
utilizado en la odontologia para incrementar la resistencia del esmalte al ataque de

la caries (Marinho y cols., 2003).
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En su aplicacion tépica inhibe la desmineralizacion y promueve la remineralizacion
a través de la formacion de fluorapatita: Caio(PO4)sF2, molécula mas resistente al
ataque &cido, disminuyendo el valor critico de desmineralizacion a pH: 4.5
(Whelton y cols., 2004). Por otro lado, genera cambios en la carga superficial del
diente, impidiendo la formacion de la pelicula adquirida y, por lo tanto, la

adherencia de los microorganismos al diente (NUfiez y cols., 2010).

Posteriormente, en el mercado se desarrolla un producto que combina los
beneficios del fluoruro con la plata: el fluoruro diamino de plata AgF.(NH3),. Este
compuesto tiene la capacidad de detener el proceso de caries y prevenir las
nuevas lesiones de caries por la accién de la sal de plata que estimula la
formacién de dentina reparativa, también tiene efecto bactericida producto del ion
plata y la capacidad de inhibir la desmineralizacion y favorecer la remineralizacion
por el fluoruro (Rosenblatt y cols., 2009; Rajendra y cols., 2017). Entre sus
desventajas se describe la tincion de las lesiones de caries tratadas: el esmalte se
torna de color marrén oscuro o negro por accion de la oxido-reduccion de la plata
afectando la estética. Por otro lado, presenta un sabor metalico poco agradable y
puede irritar la mucosa y encia contigua al diente tratado. La zona afectada toma
un color blanquecino, transitorio, que revierte usualmente en uno o dos dias.

Puede existir sensibilidad postoperatoria. (Rosenblatt y cols., 2009).

Un nuevo material conocido como grafeno, ha demostrado tener propiedades muy
beneficiosas en el ambito biomédico como, por ejemplo, la inhibiciébn del
crecimiento de algunas cepas bacterianas sin dafiar significativamente células
mamiferas (Wenbing Hu y cols, 2010), evidenciando caracteristicas bactericidas

similares en patdégenos dentales (Jianliang y cols., 2015).

El grafeno es un material derivado del grafito, una de las formas cristalinas del
carbono. El grafeno de alta calidad es muy fuerte, ligero, casi transparente, un
excelente conductor de calor y electricidad, consistente en una hoja plana de
atomos de carbono unidas mediante enlaces covalentes constituidas por un solo
atomo de espesor, posee una estructura hexagonal plana que asemeja a un panel

de abejas (Geim y cols., 2007; Noselov y cols., 2007).



C. Evaluacién de agentes remineralizantes

La evaluacion de productos con capacidad mineralizante se realiza a traves de
variados métodos, uno de ellos es la microdureza. En el ambito odontolégico, ha
permitido evaluar propiedades de materiales restauradores y valorar la respuesta
de superficies dentales ante agentes externos. La dureza estd definida como el
grado de solidez producida por la cohesion existente entre sus particulas y su
medicion se basa en la capacidad del material a resistir deformacion permanente

frente al contacto de un indentador.

Dada la estructura del diente, se utilizan pruebas de microindentaciones tales
como ensayos de Vickers y Knoop por su capacidad para medir la dureza de
materiales muy finos, de regiones pequefias y duras, relacionando la microdureza
de la superficie con el contenido mineral (Kodaka y cols., 1992). En el ensayo de
dureza Vickers, una carga de 1.961 Newton (N) durante 15 segundos se aplica
sobre la muestra a estudiar, dejando una huella en forma de rombo y que, a través
de sus diagonales, calcula automaticamente la microdureza Vickers a razon de la

siguiente formula:

HV =K -—

Donde:
K: Constante que depende de la maquina (para este caso K= 0,1891)
F: Carga aplicada (para este caso F=1,961)

d: Longitud promedio de las diagonales de indentacion

La simplicidad de la técnica ha permitido que sea frecuentemente utilizada para
describir materiales odontolégicos, demostrando ser una prueba segura como
control de agentes remineralizantes (Salehzadeh K., 2015; Byeon SM, Lee MH,
Bae TS., 2016) partiendo por la base, de que el esmalte tiene valores casi
constantes a lo largo de su espesor, encontrandose en el rango de 270 a 360 Hv
(Gutiérrez y cols.,2003).
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Entre la gama de herramientas para analizar microestructuras se encuentran las
pruebas imagenologicas, como la microtomografia computarizada (micro CT), que
permiten caracterizar y visualizar muestras garantizando la indemnidad de su
superficie. MicroCT es una técnica que logra la formacidbn de imagenes
microscopicas y tridimensionales de rayos X en alta resolucion, las imagenes
reconstruidas procesadas muestran la estructura interna de un objeto de forma no

destructiva sin la necesidad de tratamiento, recubrimiento o vacio.

Su aplicacion en el area odontologica es amplia, abarcando temas como la
medicion de la densidad mineral en esmalte y dentina, medicion del hueso cortical,
evaluacion de la infiltracion marginal alrededor de restauraciones y selladores,
deteccion de cambios minerales en lesiones cariosas artificiales y medicion de la
profundidad de la caries dentinaria (Swain y cols., 2009). MicroCT ha probado ser
una técnica sensible in vitro capaz de caracterizar y cuantificar las lesiones de
caries basada en la posibilidad de medir densidades a lo largo de la superficie del
esmalte y / o la dentina (Wong y cols., 2004).

D. Declaracion del problema

Hoy en dia, la Odontologia minimamente invasiva tiene como gran objetivo
conservar la mayor cantidad posible de estructura dentaria sana, evitar su
debilitamiento y disminuir la necesidad de tratamientos restauradores. Es de vital
importancia la preservacion de tejido dentario a través de la remineralizacién de
tejidos expuestos a caries y la reorganizacion de la matriz organica, destacandose
la accion de tratamientos remineralizantes, que no solo controlen la lesion de
caries, si no que reviertan su estado sin la necesidad de utilizar técnicas

destructivas.

Para tal objetivo, es que han surgido variados compuestos, tales como el
fosfopéptido caseina - fosfato de calcio amorfo (CCP-ACP) y el diamino fluoruro
de plata, que han resultado beneficiosos y efectivos como remineralizantes, pero
con ciertas desventajas que afectan al paciente, como la sensibilidad y la estética

respectivamente. Actualmente, nuevos productos impulsan a la ciencia para definir
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sus propiedades y beneficios en el ambito odontolégico, uno de ellos es
BlueRemin®, material desarrollado por un equipo multidisciplinario de la
Universidad de Chile, que basa su formulacion en flaor y grafeno, reuniendo las
propiedades bactericidas, cariostaticas y remineralizantes sin accidon caustica
sobre los tejidos gingivales y estéticos en su aplicacion. Su formulacion esta

protegida por solicitud de patente chilena N°201602960.

Es importante entonces, aportar evidencia acerca de la eficacia de BlueRemin® in
vitro para brindar informacion acerca de la posibilidad de sumar un elemento

terapéutico mas para el manejo de las lesiones de caries.

Dentro de este contexto es que se propone resolver la siguiente pregunta:

(Existe un efecto remineralizante de BlueRemin® in vitro sobre zonas
desmineralizadas de esmalte no cavitadas obtenidas en un modelo experimental

de lesiones de caries?
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HIPOTESIS

BlueRemin® tiene un efecto remineralizante in vitro sobre zonas desmineralizadas
de esmalte, no cavitadas, obtenidas en un modelo experimental de lesion de

caries.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de BlueRemin® como agente remineralizante en esmalte sobre
zonas desmineralizadas, sin cavitacion, generadas in vitro a través de microCT y

pruebas de microdureza superficial.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Implementar un modelo in vitro de desmineralizacidbn, en muestras de

esmalte, por accion de una biopelicula de S. mutans.

- Determinar densidad mineral (microCT) y microdureza superficial en un
modelo de caries in vitro, en discos de esmalte, antes y después de la exposicion

a BlueRemin®.

- Determinar densidad mineral (microCT) y microdureza superficial en un
modelo de caries in vitro, en discos de esmalte, antes y después de la exposicion

a fluoruro diamino de plata.

- Comparar el efecto remineralizante (densidad mineral y microdureza
superficial) de BlueRemin® y fluoruro diamino de plata en un modelo de caries in

vitro.
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MATERIALES Y METODOS

El tipo de estudio es experimental in vitro, en el que se utiliza un modelo de caries
descrito por Ccahuana-Vasquez y Cury, 2010. Para su efecto, como especie
bacteriana cariogénica formadora de biopelicula se utilizé S. mutans ATCC 25175,
la fuente de carbohidrato fue sacarosa al 10%, los cuales se expusieron sobre la
superficie de esmalte de terceros molares humanos incluidos. EI modelo nos
permiti6 obtener una zona desmineralizada simulando una lesién de caries no
cavitada que luego fue expuesta a 2 agentes remineralizantes: Fluoruro diamino
de plata y BlueRemin®. Los cortes de sustrato dental fueron evaluados por
microdureza de Vickers y densidad mineral a través de microCT antes y después
de la exposicion del modelo de caries y una vez aplicado el agente

remineralizante.
Aspectos éticos

Debido al uso de molares humanos y saliva natural como sustrato para obtener
esmalte y para la formacion de pelicula adherida respectivamente, el estudio fue
previamente evaluado por el Comité de Etica Cientifico de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile. Por lo tanto, los voluntarios firmaron un
consentimiento informado donde se aclaraban los objetivos, la importancia y

relevancia del estudio, asi como los procedimientos a realizar.

A. Preparacion de las muestras de esmalte

Las muestras de esmalte fueron obtenidas de cortes en bloque de terceros
molares incluidos humanos, sin contacto con el medio oral. Estos fueron
proporcionados voluntariamente por pacientes que han sido sometidos a
exodoncias por indicacion de profesional. Su almacenamiento fue en solucion de

timol para ser conservados hasta el dia de su uso.
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Los blogues de 5 x 3 x 6 mm fueron obtenidos por cortes de caras libres de
terceros molares con un disco de acero diamantado de 0,20mm de grosor, del que
se obtuvieron 24 muestras. Cada una de ellas fue dividida en 3 zonas iguales: A, B
y C.

B. Montaje de los bloques

En cada muestra se delimitd la zona de trabajo B y C, aislando la superficie de la
zona A con barniz de ufas Petrizzio® color rojo n°183 la cual corresponde al

grupo control.

Paralelamente, se confecciond un armazon metélico para cada bloque de esmalte
para lograr la suspension de las muestras sobre los pocillos de una placa de
cultivo celular de polietiieno marca Trueline (USA). Para unir las muestras al
armazén metalico, se utilizé resina compuesta Filtek Z350 (3M) en la superficie
opuesta a la de trabajo sin grabado acido previo. Los 24 bloques con su armazén
fueron distribuidos sobre placas de petri para esterilizarlos bajo una campana de

flujo laminar exponiéndolos 30 minutos por lado a luz UV.

Figura 1 Muestra de esmalte ensamblada en estructura metélica que permite su suspension en
placa de cultivo. La muestra esta dividida en 3 zonas: zona A pintada con esmalte de ufias rojo,

zonas de trabajo By C.
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Figura 2 Placa de cultivo con las muestras dispuestas en cada pocillo

C. Recoleccion de saliva e hidratacion de los bloques de esmalte.

Se recolect6 120mL de saliva de un individuo sano en 3 tubos centrifuga estériles.
Luego la saliva fue traspasada a un sistema de filtro desechable y estéril tipo
Thermo Scientific™ Nalgene™ Rapid-Flow™, 165-0045, de 0,45um obteniendo

80mL de saliva.

Para comprobar la ausencia de bacterias, se sembraron 20 pL de saliva filtrada en
agar TYCS, incubando en estufa por 48 horas a 37°C en condiciones de

capnofilia.

Figura 3 Proceso de filtrado de saliva Figura 4 Agar TYCS con siembra de saliva
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Ya comprobada la ausencia de bacterias en saliva, se depositaron 2 mL de saliva

filtrada en cada uno de los 24 pocillos de la placa de cultivo.

Paralelamente, las muestras de esmalte se mantuvieron durante 30 minutos en
agua destilada estéril para su hidratacion, las que fueron dispuestas con su
armazon de sostén sobre la placa de cultivo celular con saliva filtrada utilizando
una pinza estéril bajo campana de flujo laminar. La placa de cultivo, con las
muestras de esmalte sumergidas en saliva filtrada, se cerrd y se mantuvo sobre un
Tape Shake durante 30 minutos dentro de la estufa a 37°, logrando bafar con
saliva la superficie de las muestras e inducir la formacion de pelicula salival

adherida sobre ellas.

D. Formacién de la biopelicula bacteriana

Para la formacion de biopelicula se utilizé la cepa de referencia de S. mutans
ATCC 25175 proporcionado por el area de microbiologia de la Facultad de

Odontologia de la Universidad de Chile.

El medio de cultivo utilizado fue Triptona Levadura Cisteina agar (TYCS agar).
Cada medio de cultivo se prepar6 segun protocolo y especificaciones del
fabricante. La preparacion de las placas de cultivo fue bajo campana de flujo
laminar con el objetivo de reducir el riesgo de contaminacién. Se incubaron
durante 24 horas a 37°C para descartar contaminacion. Posteriormente fueron

almacenadas a 4°C hasta el dia de su utilizacion.

Luego de corroborar que los medios de cultivo estaban estériles, se procedio a
inocular 100uL de las cepas de S. mutans ATCC 25175, llevandose a cabo en
torno a un mechero a gas para mantener estéril la zona de trabajo. Luego, fueron

incubadas en condiciones de microaerofilia a 37°C durante 48 horas.
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Figura 5 Placa petri con medio de cultivo TYCS con siembra de cepa S. mutans ATCC 25175

Una vez obtenidas las colonias de S. mutans, se realiz6 un andlisis micro y
macromorfolégico para corroborar la pureza del cultivo y luego fueron
resembradas en caldo TSB suplementado con glucosa 0,1mM. Este caldo fue

incubado a 37° durante 48 hr.

Figura 6 Caldo TSB con in6culo bacteriano

Posteriormente, en un tubo centrifuga se preparé el caldo inicial compuesto por 40
mL de caldo TSB y 4 mL de sacarosa al 10% (en proporcion 1:10), este tubo
corresponde al grupo control (tubo n°1). En un segundo tubo (tubo n°2) se preparé
un caldo inicial y 2 mL del in6culo bacteriano anteriormente preparado, ajustado al

0.5 McFarland. Los 2 tubos centrifuga se sometieron a agitacion en vortex.

Sobre 2 de los 24 pocillos de una placa de crecimiento celular, se depositaron 2
mL de caldo preparado en el tubo n°1 (pocillo A1y B2) y sobre los 22 restantes se

transfirieron 2 mL del caldo preparado en el tubo n°2.
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Bajo una campana de bioseguridad nivel ll1A, se traspas6 con pinza estéril cada
muestra sumergida en saliva filtrada a esta nueva placa de cultivo con caldo

inicial. Se dejo por 48 horas a 37°C.

Figura 7 Placa de cultivo con muestras sumergidas en saliva.

Pasadas las 48 horas, las muestras fueron lavadas para eliminar residuos de
sacarosa, sumergiéndolas 4 veces en una nueva placa de cultivo celular con 2 mL
de NaCl 0,9%. Posteriormente, se reubican en una placa de crecimiento celular
con las mismas condiciones anteriores. Este procedimiento se repitié cada 4 horas
por un periodo de 12hrs.

E. Tratamiento de desmineralizacién

En un nuevo tubo centrifuga, se prepararon 45mL de caldo TSB y 5 mL de
glucosa 0,1mM. De esta nueva soluciéon, se depositaron 2 mL en cada pocillo de

una nueva placa de crecimiento.

Las muestras de esmalte fueron traspasadas a esta nueva placa y al pasar una
hora, con una pinza estéril y bajo campana de bioseguridad, cada bloque es
sumergido en una solucion de sacarosa al 10% durante 5 minutos. Luego de ello,
cada bloque fue lavado mediante 3 inmersiones en una placa con NaCl 0,9% y
luego, devuelto a una nueva placa de cultivo con caldo TSB y glucosa. Este
procedimiento de exposicion a sacarosa 10% y posterior lavado con NaCl 0,9% se
repiti6 4 veces al dia en los siguientes horarios: 8:30 —11:00 — 13:30 — 16:00
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durante 3 dias seguidos. Cada mafiana, antes de la primera exposicion a
sacarosa, el caldo de cultivo de cada pocillo es renovado por uno fresco (TSB +
glucosa) y vuelve a ser renovado al final del dia posterior a la Ultima exposicion a

sacarosa, esto con el fin de mantener las cepas bacterianas fisiologicamente

activas.

Figura 8 Placas de cultivo con diferentes medios de cultivo a usar durante proceso de

desmineralizacion.

F. Acidogenicidad de la biopelicula

Para determinar la produccion de acidos por parte de la biopelicula se midi6 el pH
de los medios de cultivos con Thermo Scientific ™ Orion ™ STAR A211

directamente en el medio.

Las mediciones se realizaron 2 veces al dia antes de cada renovacion de medio

de cultivo.
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G. Recoleccién de las muestras

Luego de ser sometidas al proceso de desmineralizacion, las muestras fueron
retiradas de su placa de cultivo y depositadas en una nueva con clorhexidina al
0,12% durante 5 minutos. Posteriormente, se llevé a cabo una remocion mecéanica
de la biopelicula con un cepillo de dientes suave marca Colgate®, se sumergieron
en otra placa con agua destilada durante 5 minutos y finalmente fueron dispuestas

ordenadamente en un papel absorbente 10 minutos por cada lado.

Figura 9 Muestras en placa con CHX Figura 10 Muestras en papel absorbente

posterior a la remocion mecénica de biopelicula.

H. Tratamiento remineralizador

Tras obtener los blogues con esmalte desmineralizada, las muestras se limpiaron
y secaron con una motita de algodon estéril para evitar interferencias entre el

producto remineralizante y la humedad.

Con un micropincel se aplicé el nuevo agente remineralizante a base de grafeno
BlueRemin® dejando actuar sobre la zona C durante 2 minutos. Posteriormente,
se retird con agua destilada. Luego, se dejo en saliva filtrada por 16 horas a 37°
para simular las condiciones del medio oral.

Como control positivo de remineralizacion, se aplicd un producto remineralizante
disponible en el mercado sobre una muestra elegida al azar. La exposicién fue con
Fluoruro diamino de plata (FAgamin®, Tedequim S.R.L., Cordova — Argentina),
aplicandose con un micropincel en la zona C de la muestra y dejandolo actuar
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durante 2 minutos. Posteriormente, se retira el agente remineralizante con agua
destilada y se deja en saliva filtrada durante 16 horas a 37°C para simular las

condiciones del medio oral.

Se incluyeron los siguientes controles:

- Control negativo de desmineralizacion: Corresponde a una de las muestras
sin desmineralizar, en donde se depositd caldo estéril y, por ende, no hubo

formacion de biopelicula.

- Control positivo de desmineralizacién: Se llevd a cabo mediante la
desmineralizacién con &cido ortofosférico al 37%, segun indicacion del fabricante

para esmalte, sobre la otra muestra sin desmineralizar.

- Control negativo de remineralizacion: Una de las muestras expuestas al

proceso de desmineralizacion con cultivo de S. mutans se mantuvo en saliva

filtrada sin aplicacion de remineralizante.

et e

Figura 11 Muestras expuestas en BlueRemin®
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Crecimiento

inducido de

biopelicula Crecimiento de biopelicula Remineralizacién (16hrs)
(36hrs) (3 d)

| . A

-Lom DIA 2 DIA3 \ {bm DIA2 :
1 1 1

Placas de Protocolo diario de desmineralizacion Protocolo de
cultivo Mo 86 Bh remineralizacion
Agua _ . — Eliminacion de placa
destilada Cambio de medio de cultivo = TSB + bacleriang
(30min) glucosa 0,1mM mecanicamente
Saliva filirada Sagarosa al 10% durante 5min 4 veces Lavado con CHX
natural al dia -
(30min) Lavado muestras en NaCl 0,9% -

e remineralizantes durante
TSB + Cambio de medio de cultivo 2min y lavado con suero
sacarosa fisiologico.
10% + A
S Mutans Saliva filtrada natura
25175

Figura 12 Esquema resumen de desmineralizacion y remineralizacion.

I. Evaluacion de densidad mineral y dureza superficial

Para evaluar el grado de remineralizacion se realizé la medicion de densidad
mineral (DM) con una unidad SkyScan 1272 (SkyScan®, Bruker, Bélgica), se
utilizo el software CTvox® (v. 3.0) para la reconstruccion de la imagen y CTAN® (V
1.13) para el procesamiento y andlisis. La dureza superficial (DS) con un
microindentador de Vickers Struers Duramin (USA) del Laboratorio de Ciencias de
los Materiales de la Facultad de Ingenieria de la Universidad de Chile con una
carga de 1.961 Newton (N) por 10 segundos. en las 3 zonas definidas en cada
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una de las muestras. El célculo promedio de las 3 mediciones de la zona A,
correspondiente a zona control, se denomino6 densidad mineral 1 (DM1) y dureza
superficial 1 (DS1). Las mediciones promedio de la zona B desmineralizada nos
entrego el valor denominado densidad mineral 2 (DM2) y dureza superficial 2
(DS2). La evaluacion correspondiente en la zona C, lugar en donde actué el
agente remineralizador, siguid el mismo protocolo de las dos mediciones

anteriores.

J. Comparacion de densidad mineral y microdurezas

Se realiz6 la comparacion de la diferencia de dureza entre cada grupo, inicial de
las muestras, la dureza de los especimenes desmineralizados y los especimenes

remineralizados.

Para el analisis estadistico de la densidad mineral y dureza superficial se

realizaron las siguientes pruebas:

- Test de Shapiro-wilk: Con el objetivo de determinar el tipo de distribucion de

las medidas de cada grupo (normal o no normal).

- Test de Students: En caso de obtener medidas con distribucion normal, se
utilizé este test para comparar los promedios entre las zonas A, B y C para

establecer si existen diferencias significativas entre ellos.

- Test de Wilcoxon: En caso de obtener medidas con distribucién no normal,
se utilizd este test para comparar los promedios entre las zonas A, By Cy

establecer si existian diferencias significativas entre ellos.
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RESULTADOS

A. Resultado ausencia de bacterias en saliva filtrada

Al inspeccionar las placas de agar TYCS con saliva filtrada se comprobo la

ausencia de colonias, como se puede observar en la Figura 13.

Figura 13 Placa de agar TYCS con ausencia de bacterias en saliva filtrada

B. Resultados control de pureza de S. mutans

En primer lugar, para los controles de pureza se realiz6 una inspeccion visual de la
siembra de cada pocillo sobre una placa con agar TYCS. En la Figura 14 se
observan colonias uniformes, con aspecto de vidrio esmerilado y al tocarlas con el

asa de platino no se disgregan.

Figura 14 Control de pureza de S. mutans sobre agar TYCS



24

Luego, se tomd una muestra de cada una de las 24 zonas del agar TYCS y se
prepar6 un frotis que se tifid con Gram observando al microscopio solamente la
presencia de cocaceas Gram positivo agrupados en cadenas, como se muestra en

la Figura 15.

Figura 15 Imagenes, con distinto aumento, de microscopio 6ptico con tincién Gram

C. Resultados de medicién de pH

La tabla 1 muestra el pH promedio obtenido de los pocillos por cada dia de
trabajo.
El pH promedio de los 3 dias para los pocillos con la cepa de S. mutans fue de 4,7

El pH promedio de los 3 dias para los 2 pocillos control fue de 6,4

Dia pH cepa S. mutans pH grupo control
1 | 4,0 6,3
2 5,4 6,3
3 | 4,8 6,5

Tabla 1 Promedio por dia de mediciones de pH
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D. Inspeccion visual de las muestras de esmalte

En la Figura 16 se exponen imagenes y descripcion de las distintas etapas de las
muestras de esmalte, tanto en su estado inicial como en el proceso de
desmineralizacion durante los 3 dias de exposicion a modelo de caries. También

se presentan los controles y las muestras con tratamiento remineralizante.

Estado inicial

Muestra de esmalte
previa exposicion a
modelo
desmineralizante. La
superficie se observa
brillante y lisa.

Control negativo de
desmineralizacion

Superficie en caldo
estéril. No se altera el
aspecto inicial del
esmalte.

Biopelicula dia 1

Formacion de
biopelicula sobre
blogue de esmalte. Se
comienza a visualizar
perdida de brillo.

Control positivo de
desmineralizacion

Muestra expuesta a
Acido ortofosférico. El
esmalte se vuelve
opaco Yy blanco tizoso.

Biopelicula dia 2

Se observa una
delgada capa blanca
en la superficie de la
muestra.

Muestra con
tratamiento
remineralizante

Muestra expuesta a
BlueRemin. La zona
remineralizada vuelve
a recuperar brillo y
color.

Biopelicula dia 3

Se evidencia la
presencia de placa
bacteriana. Se realiza
control de pureza en
agar TYCS.

Control positivo de
remineralizacion

Muestra expuesta a
Fluoruro diamino de
plata. La superficie es
brillante y marrén.

Figura 16 Muestras de esmalte en distintas etapas y condiciones.
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E. Resultados mediciones de densidad mineral — microCT

Para cada uno de los bloques se obtuvo una medicién de densidad mineral inicial
(DM1) en la zona A, luego de la exposicion a la biopelicula se obtuvo una segunda
medicion (DM2) en la zona B, posteriormente una medicion final (DM3) en la zona

C que fue expuesta al nuevo agente remineralizador.

El andlisis estadistico Shapiro-Wilk supone los datos normalmente distribuidos.

La Tabla 2 muestra los promedios de las mediciones de densidad mineral de cada
uno de los bloques de esmalte en las tres etapas, densidad inicial, densidad
después de la exposicion a modelo bacteriano monoespecie y densidad después

de la aplicacion del agente remineralizante.

Muestra DM1 (mg/cm®)  DM2 (mg/cm® DM3 (mg/cm®)
A1(CN) 3,22987 3,22508 3,21599
A2 3,19115 2,94145 3,05672
A3 3,12681 3,07722 3,11995
A4 3,11842 3,04329 3,10690
A5 3,07163 3,01341 3,06310
A6 3,18476 3,06065 3,12572
Bl 3,24243 3,19761 3,22877
B2 (CP) 3,15021 3,60043 3,50998
B3 3,23995 2,98470 3,20689
B4 3,06159 2,97002 2,99121
B5 3,17780 2,99284 3,10064
B6 3,32705 3,12513 3,19434
C1 3,29267 3,07279 3,12130
C2 3,20654 3,12482 3,15276
C3 3,12489 3,03731 3,10886
C4 3,21952 3,05033 3,18867
C5 3,11812 3,03465 3,08282
C6 3,15791 3,07933 3,11756
D1 (FDP) 3,14869 3,10030 3,26033
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Muestra DM1 (mg/cm®  DM2 (mg/cm® DM3 (mg/cm®)
D2 (SR) 3,20379 3,09133 3,08965
D3 3,26988 3,16191 3,19698
D4 3,08317 2,94758 3,00844
D5 3,21188 3,13029 3,18404
D6 3,27619 3,05902 3,15983

Tabla 2 Promedio por blogues de esmalte, densidad mineral inicial (DM1), densidad en zona
desmineralizada (DM2) y densidad en zona remineralizada (DM3). Muestra Al: Control negativo de
desmineralizacién (CN): sin desmineralizacién ni tratamiento remineralizador. Muestra B2: Control
positivo de desmineralizacién (CP): desmineralizada con Ac. Ortofosférico sin tratamiento
remineralizante. Muestra D1: Tratada con Fluoruro diamino de plata (FDP). Muestra D2: Expuesto

a medio sin remineralizar (SR).

El analisis estadistico muestra que la diferencia, entre la densidad inicial y la
densidad mineral después de la exposicion a la biopelicula de S. mutans cepa
ATCC 25175, es estadisticamente significativa con un p<0,0001. La diferencia
entre los valores de densidad de los bloques de esmalte una vez expuestos a la
biopelicula de S. mutans y los alcanzados posteriormente a la aplicacion del nuevo

agente remineralizante, resulta ser estadisticamente significativo con un p<0,0001.

Luego de los resultados alcanzados, se obtuvo el promedio de los valores de la
densidad mineral inicial de todos los bloques de esmalte el cual fue 3,1847
mg/cm® con un intervalo de confianza del 95% entre 3,154 y 3,213 mg/cm?, la

desviacion estandar es de 0,071.

El promedio de densidades después de la exposicién al modelo microbiolégico
monoespecie de S. mutans fue de 3,058 mg/cm®, lo que es estadisticamente
significativo con un 95% de confianza, entre 3,029 y 3,088 y p<0,0001, la
desviacion estandar es de 0,067. Luego de tratar los blogues de esmalte con el
nuevo agente remineralizante, el promedio de los valores de densidad fue de
3,125 mg/cm?® con un intervalo de confianza del 95% entre 3,095 y 3,156 mg/cm?,
la desviacion estandar es de 0,065. La diferencia promedio observada entre las

mediciones después de la exposicion al modelo microbioldgico y la media final
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luego de la aplicacién del agente remineralizante es de 0,070 mg/cm? con un 95%
de confianza y un intervalo entre 0,093 y 0,048 mg/cm® Esta diferencia es
estadisticamente significativa con un p<0,0001.

Densidad mineral del esmalte (mg/cm3)

3,184

3,125

3,058

inicial Desm. Remin.

Figura 17 Gréfico con promedio de densidad mineral en bloques de esmalte inicial, después de

exposicion a desmineralizante y luego aplicado el agente remineralizador BlueRemin®.

De acuerdo a los datos obtenidos, se obtuvo el porcentaje de densidad mineral de
las muestras de esmalte medidos a través de microCT en su estado inicial,
desmineralizado y la alcanzada posterior a la aplicacion del nuevo agente
BlueRemin® (Figura 18). El alcance remineralizante de BlueRemin® se muestra

en la Figura 19.

PORCENTAJE DENSIDAD MINERAL

98

e
|
< 96
< 1
n
- T oo
Remineralizado (BlueRemin®) | Desmineralizado 1 |Inicial
94 95 96 97 98 99 100 101

PORCENTAJE DENSIDAD MINERAL

Figura 18 Grafico con porcentaje de densidad mineral en bloques de esmalte en su estado inicial,

desmineralizado y remineralizado con BlueRemin®.
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EFECTO REMINERALIZANTE - MICROCT

Sin
remineralizar
47%

Remineralizad
o
53%

Figura 19 Efecto remineralizante de BlueRemin® en zona expuesta a modelo bacteriano

desmineralizante, en términos de densidad mineral, observado en microCT.

F. Resultados mediciones de dureza superficial - Vickers

Para cada uno de los blogues se obtuvo una medicién de dureza de Vickers inicial
(DS1) mediante 6 indentaciones en la zona A, luego de la exposicion a la
biopelicula se obtuvo una segunda medicion (DS2) mediante 6 indentaciones en la
zona B, posteriormente una medicion final (DS3) en la zona C que fue expuesta al

nuevo agente remineralizador.

El andlisis estadistico Shapiro-Wilk muestra que los datos se distribuyen de

manera normal.

La Tabla 3 muestra los promedios de las mediciones de dureza de Vickers de
cada uno de los bloques de esmalte en las tres etapas, dureza inicial, dureza
después de la exposicién a modelo bacteriano monoespecie y dureza después de

la aplicacion del agente remineralizante.

Muestra DS1 (Hv) DS2 (Hv) DS3 (Hv)
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Muestra DS1 (Hv) DS2 (Hv) DS3 (Hv)
Al (CN) 213 205 201
A2 2745 166,5 226
A3 313 192 302
A4 343 157 258
A5 253,6 94,9 112,18
A6 267 142 201
Bl 368 151 193
B2 (CP) 294 83 81,2
B3 249 147,93 175
B4 217 157,5 170
B5 256,5 131,7 147
B6 233,3 178,33 223
C1 253,83 197 235
C2 223 94,1 159,33
C3 222,33 142 215
C4 240 126 239,16
C5 243,66 95,1 190
D1 (FDP) 298 135 206
D2 (SR) 271 223,66 221
D2 289 109 228
D3 291 155 213
D4 317 113 153
D5 237,83 192 214
D6 262 90,5 167

Tabla 3 Promedio por blogques de esmalte, dureza inicial (DS1), dureza en zona desmineralizada
(DS2) y dureza en zona expuesta a agente remineralizante (DM3). Muestra Al: Control negativo de
desmineralizacién (CN): sin desmineralizacién ni tratamiento remineralizador. Muestra B2: Control
positivo de desmineralizacion (CP): desmineralizada con Ac. Ortofosférico sin tratamiento
remineralizante. Muestra D1: Tratada con Fluoruro diamino de plata (FDP). Muestra D2: Expuesto

a medio sin remineralizar (SR).

El analisis estadistico muestra que la diferencia, entre la dureza inicial y la dureza
después de la exposicion a la biopelicula de S. mutans cepa ATCC 25175, es
estadisticamente significativa con un p<0,0001. La diferencia entre los valores de

dureza de los bloques de esmalte una vez expuestos a la biopelicula de S. mutans
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y los alcanzados posteriormente a la aplicacion de BlueRemin®, resulta ser

estadisticamente significativo con un p<0,0001.

Luego de los datos conseguidos, el promedio de los valores de dureza inicial de
todos los bloques de esmalte fue de 267,939 Hv con un intervalo de confianza del
95% entre 251,045 Hv y 284,833 Hv, la desviacion estandar es de 40,007. El
promedio de durezas después de la exposicibn al modelo microbiol6égico
monoespecie de S. mutans fue de 145,055 Hv con un intervalo de confianza del
95% entre 128,617 Hv y 161,493 Hv, la desviacion estandar es de 37,074. La
diferencia entre dureza inicial y dureza luego de la exposicion al modelo
microbioldgico corresponde a 124,158 Hyv, lo que es estadisticamente significativo
con un 95% de confianza y p<0,0001. Luego de tratar los bloques de esmalte con
el nuevo agente remineralizante el promedio de los valores de dureza fue de
201,033 Hv con un intervalo de confianza del 95% entre 180,595 Hv y 221,471 Hyv,
la desviacion estandar es de 43,668. La diferencia promedio observada entre las
mediciones después de la exposicion al modelo microbiol6gico y la media final
luego de la aplicacion del agente remineralizante es de -59,405 Hv con un 95% de
confianza y un intervalo de confianza entre 84,540 Hv y 34,270 Hv, esta diferencia

es estadisticamente significativa con p<0,0001.

Dureza superficial del esmalte (Hv)
267.939

201.033

145.055

inicial Desm. Remin.

Figura 20 Grafico con promedio de dureza superficial en blogues de esmalte inicial, después de

exposicién a desmineralizante y luego aplicado el agente remineralizador BlueRemin®.
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De acuerdo a los datos obtenidos, se calcul6 el porcentaje de dureza superficial de
las muestras de esmalte en su estado inicial, desmineralizado y la alcanzada
posterior a la aplicacion del nuevo agente BlueRemin® (Figura 21). El alcance

remineralizante de BlueRemin® se muestra en la Figura 22.

PORCENTAJE DUREZA SUPERFICIAL

ESMALTE
[
N

| Remineralizado|(BlueRemin®) @ Desmineralizado 1 Inicial

0 20 40 60 80 100 120
PORCENTAJE DUREZA SUPERFICIAL

Figura 21 Grafico con porcentaje de dureza superficial en bloques de esmalte en su estado inicial,

desmineralizado y remineralizado con BlueRemin®.

EFECTO REMINERALIZANTE - VICKERS

Remineralizad
o
0,
46% Sin
remineralizar
54%

Figura 22 Efecto remineralizante de BlueRemin® en zona expuesta a modelo bacteriano

desmineralizante, en términos de dureza superficial Vickers.
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DISCUSION

El modelo de caries in vitro es una importante herramienta para evaluar los
cambios que sufre el sustrato dentario ante una biopelicula expuesta a diferentes
sustancias y condiciones. Los resultados obtenidos en este estudio confirman la
capacidad del modelo bacteriano monoespecie de S. mutans ATCC 25175 de
agregarse y formar biopelicula in vitro sobre la superficie del esmalte y producir
lesion de caries. Ademas, el modelo responde a las modificaciones bioquimicas
con accién remineralizante. Ello concuerda con estudios previos como el realizado
por Ccahuana-Vasquez y Cury en el 2010 y Giacaman y cols., el 2012, donde, a
partir de un modelo microbiol6gico monoespecie de S. mutans, estudiaron el
potencial cariogénico de los carbohidratos y los efectos de antimicrobianos en la
inhibicién de la caries. Del mismo modo, también coincide con Cavalcanti y cols.,
quien en el 2014 comparé dos modelos de biopelicula, una monoespecie de S.
mutans y otra multiespecie, destacando la utilidad de los modelos para evaluar la
remineralizacion de la superficie dentaria y la composicién, la arquitectura y
reaccion de la biopelicula respectivamente, ante la exposicién de carbohidratos y

fluoruro.

Para estudiar el desarrollo de la caries, también se han utilizado otros modelos
donde se exponen discos de hidroxiapatita (HA) continuamente a carbohidratos en
medio anaerdbico, sin embargo, son condiciones que no representan lo que ocurre

in vivo (Guggenheim et cols. 2004).

Al comparar un modelo bacteriano para lograr la desmineralizacion del sustrato
versus la exposicién a acidos organicos libres, el primero nos permite manejar los
complejos factores que conforman el proceso natural de una lesion de caries,
desde el uso de distintos carbohidratos hasta la exposicion con variados

microrganismos formadores de biopelicula.

Por otro lado, un modelo in vitro nos permite controlar factores experimentales,
tales como la contaminacion y el manejo estéril de las muestras, sin embargo,

ciertas limitaciones presentan estos modelos debido a la dificultad de controlar el
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total de las interacciones ambientales que dan lugar en la cavidad oral, como el
tiempo de exposicion a carbohidratos, la presencia continua de saliva y los
diferentes microrganismos que conforman la complejidad de la biopelicula dental

(Steiner y cols., 2007; Seeman y cols., 2005).

En este caso, la eleccion de este modelo in vitro nos permite evaluar esmalte
dental humano expuesto a biopelicula mono especie: S. mutans, una de las
principales bacterias formadoras de biopelicula con capacidad de generar &cidos y
polisacéaridos a partir de la sacarosa llevando a la desmineralizacion del esmalte y
a la caries dental (Forssten y cols.,, 2010). Estas caracteristicas la hacen
apropiada para estudiar sus efectos en la superficie del esmalte, como se puede
observar en variados estudios previos de Steiner en el 2007 y Ccahuana-Vasquez

y Cury en el 2010.

A partir de esto, se puede determinar que el modelo utilizado es considerado como
un método eficaz para estudiar los mecanismos de desmineralizacion y los efectos

de remineralizantes en la superficie de esmalte dental.

De acuerdo con lo que se pudo observar en este estudio, luego de la exposicion
de los bloques de esmalte a una biopelicula de S. mutans, se pudo visualizar un
cambio en la superficie expuesta del esmalte apreciando la formacién de una
pelicula amarilla pélida y rugosa versus la superficie no expuesta, que mantenia el
color y brillo propio del esmalte. La presencia de placa bacteriana también se
asocia al bajo pH obtenido, la valoracion de la acidez es distintiva de una
biopelicula mono especie de S. mutans, una de las especies mas acidogénicas,
caracteristica asociada al potencial cariogénico, asi también se ha visto en

estudios previos de Ccahuana-Vasquez y Cury 2010 y Giacaman et cols. 2012.

Los valores de densidad mineral, observado en microCT, luego de la exposicion a
la biopelicula bacteriana indicaron una disminucion de la densidad mineral de los
bloques de esmalte en comparacion con la muestra perteneciente al grupo control
(muestra Al) y concordante con la muestra B2 desmineralizada con Ac.

Ortofosférico al 37%. Este resultado es afin con los valores obtenidos de dureza
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superficial, donde las muestras desmineralizadas mostraron tener menor
resistencia a las pruebas de Vickers, por tanto, la dureza superficial luego de la
exposicion a biopelicula bacteriana fue menor a la muestra control. Los resultados
logrados también concuerdan con variados estudios, como los realizados por
Giacaman y cols., en 2012 y Ccahuana -Vasquez y Cury en 2010, quienes
realizaron disefios experimentales de biopelicula y desmineralizacion sobre
esmalte, obteniendo resultados similares respecto a la dureza superficial. Asi en el
modelo llevado a cabo en este estudio, muestra un cambio significativo (p<0,05)

en la densidad mineral de las muestras.

Actualmente, ante la necesidad de combatir las primeras fases de la caries dental,
ha obligado a la industria a desarrollar agentes que permitan la prevencion y/o
tratamiento no operatorio para intervenir tempranamente la perdida de minerales
en el tejido dental. En este aspecto, la remineralizacion del esmalte, que ocurre de
manera natural en el medio ambiente oral, puede ser fomentada por agentes
externos de origen quimico que buscan favorecer el proceso de la
remineralizacion a través del desplazamiento del equilibrio hacia la formacién de la
sal y con ello, fortalecer la pieza dental a partir de la incorporacion de minerales
que le otorguen mayor resistencia a su estructura quimica, disminuyendo la
susceptibilidad ante el ataque &cido bacteriano y la consecuente pérdida de tejido

dentario.

Son muchos los autores que coinciden en la capacidad del flior para ayudar a
tratar las caries evitando la desmineralizacion del diente. Una revisidn sistematica
realizada por Benson y cols., el 2013 concluyd que el riesgo de desarrollar
manchas blancas, asociado al tratamiento ortoddntico, disminuia notablemente

ante el uso de fluoruro.

Marinho y cols. el 2005, compara diferentes presentaciones del fluoruro topico
para la prevencion de la caries dental en nifios y adolescentes, concluyendo que el
fluoruro, en cualquiera de sus formas tales como crema dental, enjuague bucal,

geles y barnices, previene la caries dental logrando menos dientes cariados,
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perdidos y obturados y propone la aplicacion combinada de ellos en pacientes de

alto riesgo.

Los beneficios del flior han sido ampliamente estudiados, Chaudhary y cols., el
2013 evaluaron la microdureza superficial del esmalte tras la desmineralizacion del
esmalte y posterior a la aplicacion de dentifricos con distinta concentracion de
fluoruro y sin flior y observaron la disminucion de la microdureza superficial del
esmalte en los blogues que fueron desmineralizados y la recuperacion de ésta
después del tratamiento con dentifricos fluorados. También se ha demostrado, a
través de este método, el éxito del Fluoruro diamino de plata como remineralizante
cariostatico en lesiones cariosas inducidas por S. mutans (Chu C. y cols., 2012),
esta evidencia nos permite definir al fluoruro diamino de plata como control

positivo de remineralizacion.

Prueba de la eficacia de diferentes barnices fluorados en sustratos
desmineralizados es que también se ha evaluado su contenido mineral a través de
la microCT, observando un aumento significativo de la densidad mineral en los

grupos expuestos a flaor reflejando su efecto remineralizante (Sleibi y cols., 2018).

En este trabajo, la aplicacion de BlueRemin® en las muestras desmineralizadas
expresaron un aumento en la densidad mineral observadas en microCT,
remineralizando en un 53% de acuerdo a lo perdido en el proceso de
desmineralizacion y, por otro lado, no se encontraron diferencias significativas
entre BlueRemin® y el Fluoruro diamino de plata tanto en densidad mineral como
en dureza superficial. Conforme a estos datos, podemos concluir que BlueRemin®

tiene efecto remineralizante.

En este estudio, se utilizo la microCT para evaluar el efecto remineralizante de una
Gnica aplicacion de BlueRemin® en muestras desmineralizadas mediante un
modelo de biopelicula monoespecie de S. mutans, este método permite el
microanalisis tridimensional de las muestras sin dafarlas durante su escaneo,

dando lugar al desarrollo de nuevos estudios que permitan evaluar sus
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propiedades ante una biopelicula mas compleja y las aplicaciones de este nuevo

agente remineralizante como tratamiento contra el desarrollo de la caries dental.
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CONCLUSIONES

A patrtir de los resultados obtenidos en este trabajo, podemos concluir que:

El modelo bacteriano monoespecie de S. mutans es eficiente en el proceso de

desmineralizacion superficial sobre bloques de esmalte.

Los bloques desmineralizados expuestos a Fluoruro diamino de plata aumentaron

su dureza superficial y densidad mineral.

La microCT proporciona informacion cuantitativa respecto a la densidad mineral
del sustrato, siendo una técnica util y de facil aplicacion en muestras pequefias de

esmalte que han sufrido un proceso de desmineralizacion y remineralizacion.

El nuevo agente remineralizador basado en flior y grafeno aumenté la dureza
superficial y la densidad mineral de todas las muestras de esmalte

desmineralizadas, sugiriendo su actividad remineralizante.

La capacidad remineralizante de BlueRemin® comparado con el FDP no evidencio
diferencias estadisticamente significativas, por tanto, de acuerdo a los datos

analizados, podrian ser equivalentes en la capacidad remineralizante.
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FACULTAD

M ODONTOLOGIA

)
g UNIVERSIDAD DE CHILE

Consentimiento Informado Para Participacién en Proyecto de Investigacién

Dirigido a Adultos

Titulo del Protocolo: “Efecto remineralizante de un agente a base de fltiory

grafeno, sobre bloques de dentina desmineralizada”.

Investigador Principal: Dr. Mario Diaz Dosque

Instituto de investigaciones en ciencias odontoldgicas
Fono: +56 9 98249695 E-mail: mrdiaz@uchile.cl

Sede de Estudio: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile — Sergio Livingstone 943 —
Independencia, Santiago.

Nombre del Participante:

Este documento de Consentimiento Informado se aplicard a pacientes candidatos a exodoncia
de terceros molares incluidos, y consta de dos partes:

* Informacién (proporciona informacion sobre el estudio para usted).

+ Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar). Ud. recibira una

copia completa del Documento de Consentimiento Informado.

Mi nombre es Mario Diaz Dosque y soy académico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile. Estoy realizando una investigacion cuyo objetivo es comprobar el efecto

remineralizante de un agente a base de fllior y grafeno, sobre bloques de dentina desmineralizada.

Le proporcionaré informacién y lo(s) invitaré a ser parte de este proyecto. No tiene que decidir hoy

si lo hard o no. Antes de tomar su decision puede hablar acerca de la investigacion con cualquier


mailto:mrdiaz@uchile.cl
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persona de su confianza. Este proceso se conoce como Consentimiento Informado y puede que
contenga términos que usted no comprenda, por lo que siéntase con la absoluta libertad para

preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude aclarar sus dudas al respecto.

Una vez aclarada todas sus consultas y después que haya comprendido los objetivos de la

Investigacion y si usted desea participar, se le solicitara que firme este formulario.

-
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Informaciéon

La pérdida de minerales por parte de los dientes representa un problema principal en el
desarrollo de patologias bucales. En el tratamiento y prevencion de estas enfermedades se
utilizan productos que tienen la capacidad de inhibir la desmineralizacion del tejido dentario, de
controlar la proliferacién bacteriana y remineralizar los dientes. Asi, productos con estas
caracteristicas representan una gran necesidad clinica en la practica de la odontologia.

El desarrollo de BlueRemin®, realizado por un equipo de profesionales de la Universidad de
Chile se enfoca en un nuevo producto para el manejo de la caries dental y otras enfermedades

que afectan a los dientes.

Para lograr el desarrollo completo de BlueRemin® aun son necesarias diferentes actividades de
laboratorio que logren cumplir objetivos técnicos y clinicos que nos permitan tener seguridad
respecto del funcionamiento de este producto.

La presente investigacion tiene por objetivo resolver la siguiente pregunta: ¢ Tiene BlueRemin®
una accién remineralizante en superficies dentarias, de dientes extraidos?

Al participar en este estudio, no existe ningun tipo de beneficio inmediato por la participacién en
el estudio ya que los dientes a utilizar son normalmente desechados. Sin embargo, como
consecuencia de esta donacion y de la investigaciobn a realizar, usted ayudar4 a aportar
informacion no disponible sobre la utilizacion de este nuevo producto.

Si usted decide participar, se le solicitara la donacion de sus dientes extraidos, los cuales seran
cortados en bloques, desmineralizados y luego se les aplicara BlueRemin®. Los dientes
donados se utilizaran sélo con el fin recién expuesto. Ningun otro tipo de estudio se realizara
con los dientes. Una vez observados y descritos los resultados, los dientes seran destruidos y

eliminados siguiendo los protocolos de bioseguridad.

Usted no correra ningun riesgo derivado del procedimiento de la investigacion,
debido a que este se realizara en dientes que ya han sido extraidos en las /&>

dependencias de la FOUCH. Tampoco implica costos adicionales para usted, [>/ COMITE

pero el financiamiento del proceso quirGrgico de extraccion sera su |2\ EeTICA

_ A7
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Los criterios de inclusion son: pacientes con indicacion de exodoncia de terceros molares

incluidos, esto significa dientes que estan al interior del hueso.

Los criterios de exclusién son: pacientes con terceros molares semierupcionados o pacientes
con terceros molares erupcionados (que estén presentes en boca) que hayan tenido contacto

con la saliva.

La informacién obtenida de la investigacion, respecto de la identificacion de participantes, sera
mantenida con estricta confidencialidad por el investigador. El hombre y datos personales de
usted no seran registrados. Los resultados emanados de este estudio podran ser publicados en
revistas cientificas.

Aclaraciones

= La participacién es completamente voluntaria.

" No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no

aceptar la participacion.

. ST

" No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del ,,J AD g
estudio. / :?f/*— ——

Ed | \)L‘Ml"

{ *{

\% ETICA
. No recibira pago por su participacion. \G2 )\ /\,

NI o ‘\y&)
E O

= Usted podra solicitar informacién actualizada sobre el estudio, al

investigador responsable: Dr. Mario Diaz Dosque, Fono: +56 9 98249695, e-mail:

mrdiaz@uchile.cl

" Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participaciéon, puede si lo

desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa al documento.


mailto:mrdiaz@uchile.cl
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Carta de Consentimiento Informado

A través de la presente, declaro y manifiesto, libre y espontaneamente, y, en consecuencia,

acepto que:

1. He leido y comprendido la informacion anteriormente entregada y que mis preguntas han

sido respondidas de manera satisfactoria.

2. He sido informado(a) y comprendo la necesidad y fines de ser atendido.

3. Tengo conocimiento del procedimiento a realizar.

4, Conozco los beneficios de participar en la Investigacion

5. El procedimiento no tiene riesgo alguno para mi salud.

6. Ademas de esta informacién que he recibido, seré informado(a) en cada momento y al

requerimiento de la evoluciéon de mi proceso, de manera verbal y/o escrita si fuera necesaria y al

criterio del investigador.

7. Autorizo a usar mi caso para investigacion y para ser usado como material audiovisual en

clases, protegiendo mi identidad.

8. En caso de cualquier duda puede acudir Facultad de Odontologia, Universidad de Chile —
Sergio Livingstone 943 — Independencia, Santiago. Los dias lunes, miércoles y viernes desde
las 8:00 hasta las 17:00 horas.

9. Si Ud. desea consultar sobre sus derechos como sujeto de investigacion o piensa que
estos han sido vulnerados se puede dirigir al representante del Comité Etica de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile: Dr. Eduardo Fernandez G. al teléfono (02) 29781703,

en horario de oficina o al mail cec.fouch@odontologia.uchile.cl.

Doy mi consentimiento al investigador y al resto de colaboradores, a realizar el procedimiento
diagndstico pertinente, PUESTO QUE SE QUE ES POR MI PROPIO INTERES.


mailto:cec.fouch@odontologia.uchile.cl
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Nombre del Paciente:

Firma:

Fecha:

Seccién allenar por el Investigador Principal

He explicado al Sr(a) la naturaleza de la

investigacion, le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He
contestado a las preguntas y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que conozco la hormativa

vigente para realizar la investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Nombre del Investigador Principal:

Firma:

Fecha:

Nombre del Director del establecimiento donde realiza la investigacion o de su representante:

Firma:

Fecha:
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FACULTAD DE
ODONTOLOGIA

UNIVERSIDAD DE CHILE

COMITE ETICO
CIENTIFICO

ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

INFORME 2016/15

1. Acta de Aprobacién de Proyecto adscrito a Open Beauchef "Efecto
remineralizante de un agente a base de fluor y grafeno, sobre bloques de dentina
desmineralizada " Halley 2015, visado por la Direccién de Investigacién de la Facultad de
Odontologia (DIFO).

2. Miembros del Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la

Universidad de Chile participantes en la aprobacién del Proyecto:

Dr. Eduardo
Fernandez Srta. Paulina Navarrete Dr. Marco Cornejo
Presidente CEC Secretaria CEC Vice Pdte. CEC
Dra. Weronika Weil Dr. Mauricio Baeza Sr. Roberto La Rosa
Miembro permanente Miembro permanente
CEC Miembro permanente CEC CEC

Dr. Alfredo Molina
Miembro Alterno CEC

3. Fecha de Aprobacién: 24-10-2016
4. Titulo completo del proyecto: "Efecto remineralizante de un agente a base de flGor

y grafeno, sobre bloques de dentina desmineralizada " Halley 2015.

5. Investigador responsable: Dr. Mario Diaz Dosque.

6. Institucién Patrocinante: Proyecto de Innovacién Open Beauchef categoria Halley
2015.

7. Documentacion Revisada:

Consentimiento Informado (Cl) aprobado por CEC, con timbre y fecha de edicion

correspondiente, debidamente fechado y firmado por todos los involucrados.



8. Fundamentacion de la aprobacion
Este proyecto es aprobado luego que se realizaran las modificaciones en relacién a los

siguientes aspectos éticos:
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. En el Cl se explica mejor en qué consiste el proyecto, incorpora el contacto

CEC y adapta la redaccién a un lenguaje mas comprensible para los sujetos de investigacion.

. Se entrega autorizacion de Direccion Clinica FOUCH, que da cuenta de su

conocimiento respecto de las actividades del proyecto en las dependencias correspondientes.

En consecuencia, el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile, ha aprobado el Protocolo del estudio titulado “Efecto remineralizante de un agente a base
de fldor y grafeno, sobre bloques de dentina

desmineralizada” Halley 2015.

Dr. Eduardo Fernandez G.

Presidente CEC

Clc.: Investigador Principal y Secretaria C.E.C.



