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RESUMEN

Introduccion

La generacion de élcali en saliva y biofilm dental (biopelicula) es producto de la
actividad de dos vias enzimaticas productoras de amonio: a) hidrélisis de urea por
la enzima ureasa y b) hidrdlisis de arginina a través de enzimas del sistema
arginina deiminasa (SAD), ambas provenientes de bacterias presentes en la
cavidad oral. El potencial alcalinogénico de estos mecanismos enziméticos podria
estar asociado positivamente con un menor indice de caries. Por lo tanto, es
primordial, a través de métodos establecidos, cuantificar la actividad de ambos
mecanismos enzimaticos y correlacionarlos con indice de caries en una poblacion

infantil.

Materiales y Métodos

Fueron examinados, mediantes métodos visual y tactil, por examinadores
calibrados (indice de Kappa= 0,77) segun criterios OMS, 65 nifios de 8 afios de
edad de tres colegios seleccionados. Se recolectaron muestras de saliva y biofilm
dental de todos los nifios. Se determin6 la suma del indice COPD y ceod de cada
nifio y se agruparon en; Bajo, Moderado, Alto. En muestras de saliva y biofilm
dental se determin6é concentracion de amonio, proteinas y actividad especifica de

ureasay SAD.

Resultados

Con curvas de calibracion de amonio y proteinas con coeficiente de correlacion
cercano a 1, se determind la actividad enzimatica medida a través de la
cuantificacion de amonio. Al medir actividad de ureasa en saliva se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p<0,05). Al medir
actividad de ureasa en biopelicula y SAD en saliva y biopelicula no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p>0,05). Al comparar
indice de caries entre colegios de zona urbana y rural, existe tendencia al aumento

en ambos indices en nifios de colegio rural, pero estos no son estadisticamente



significativos (p>0,05).

Conclusion

El aumento de actividad de ureasa en saliva se asocia con la disminucion de
indices de COPD-ceod en nifios de 8 afios provenientes de la R.M.

La actividad de ureasa en biopelicula no se asocia con la disminucién de indices
de COPD y ceod en nifios de 8 afos.

Existe unan clara tendencia al aumento de la produccion de alcali de ambos
sistemas enziméaticos en saliva, en nifios con menores indices de caries, que
pueden influir en el equilibrio 4cido-base del medio ambiente oral.

Existe tendencia a mayores indices de caries en nifios de 8 afios que habitan en
zona rural de la Region Metropolitana.

Son necesarios nuevos estudios que controlen factores externos que puedan

influir considerablemente en los resultados.



INTRODUCCION

Un gran numero de investigaciones han tratado de establecer modelos que
expliquen la etiologia de la caries, sin embargos éstas no son suficientes para
entender las variaciones de las experiencias de caries en distintas poblaciones.
Por lo tanto la caries dental sigue constituyendo uno de los principales problemas
de salud oral y es necesario explorar nuevas estrategias que apunten hacia la

prevencion de caries.

La evidencia acumulada en andlisis de estudios in vitro e in vivo confirman que la
modulacién alcalinogénica de saliva y biopelicula oral a través de la produccion de
amonio por bacterias orales, influyen de forma beneficiosa en la integridad de la
estructura dental, mediante la neutralizacion de acidos y el control de la aparicion
de microbiota cariogénica, constituyendo de esta manera una estrategia

prometedora en el control de las caries dental.

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo medir la produccion de
alcali por actividad microbiana y correlacionarla con el indice de caries en nifios,
aportando asi un paso a una nueva estrategia dirigida a la prevencion de caries en

las poblaciones vulnerables.

La pronta identificacién del potencial de generacion de alcali por las bacterias
orales, permitira a la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile abrir
nuevos horizontes, apoyado en evidencia experimental, que permitan aplicar en
clinica nuevas medidas preventivas que aumenten la eficiencia en el control de

salud oral.



MARCO TEORICO

La caries dental es uno de los problemas de salud mas comunes en los paises
desarrollados y en desarrollo. Los datos epidemiolégicos de muchos paises han
demostrado claramente la alta prevalencia de ésta enfermedad (1). Este aumento
global de la prevalencia de caries dental afecta tanto a nifios (60 a 90%) como a la

mayoria de adultos, en denticién primaria como en denticion permanente (2,3).

En Chile, la caries dental aumenta sostenidamente con la edad. Segun rango
etario, corresponde a un 17% a los 2 afios, un 48% a los 4 afios, un 70,4% a los 6
afos, un 62,5% a los 12 afios, aumentando drasticamente a un 98% en la
poblacién entre 35 a 44 afios, llegando a un 100% de la poblacién con historia de
caries entre los 65 a 74 afios (4-7), sefialando una crisis de salud publica

pendiente.

La caries dental es una enfermedad con multiples factores causales, que se
manifiesta en la estructura de los dientes como una lesién destructiva y
progresiva. Tales manifestaciones pueden variar desde cambios microscépicos a
cambios macroscoépicos del diente. El proceso causal subyacente ha sido atribuido
a alteraciones en los procesos de homeostasis oral, como resultado de ciclos
alternos orquestados por un conjunto de factores que implican ciclos de
desmineralizacion y remineralizacion. Cuando la fase de desmineralizacion
domina, se desarrolla la lesion de caries (8,9). El resultado de la acidificacién
prolongada en la biopelicula dental conduce a la aparicion de microbiota
acidogénica y acidurica, incluyendo Streptococcus mutans (S. mutans) vy
Lactobacilluss species (Lactubacillus spp.). Esta acidificacion conduce a la
alteracion de las proporciones de estos patdogenos que fermentan carbohidratos de
la dieta rapidamente, disminuyendo el pH a valores criticos bajo 5.5, los cuales
aceleran la desmineralizacion del diente (10,11). La presencia de estos
microorganismos es significativamente mayor en sujetos con caries activas,

comparado con sujetos sin caries (12,13).
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En condiciones de salud, las bacterias orales al colonizar los dientes, forman una
comunidad llamada biofilm (biopelicula o placa dental), la cual se encuentra en
equilibrio dindmico con el sistema de defensa del organismo, y generalmente es
compatible con la integridad de los tejidos dentarios (14-16). En estas condiciones
de salud, encontramos microorganismos tales como; Streptococcus sanguinis (S.
sanguinis), Streptococcus gordonii (S. gordonii), Streptococcus salivarius (S.
salivarius), Actinomyces naeslundii (A. naeslundii), entre otros. Se ha observado
que en sujetos con caries activas, los niveles de estos microorganismos son mas
bajos que los niveles presentes en sujetos libres de caries, aunque esta diferencia

no fue estadisticamente significativa (12,13).

Distintos estudios se han enfocado en la naturaleza acidogénica de la caries
dental, sin embargo, recientemente se ha propuesto que el desarrollo de caries no
puede estar asociada solamente con produccion de acido en placa, sino también
con una capacidad reducida de generar alcali por parte de la microbiota oral (10).
Cabe mencionar que el consumo frecuente de azucar puede conducir no sélo a
un aumento de las proporciones de bacterias cariogénicas, sino también a una
disminucién concomitante en la proporcion de microbiota productora de alcali
(17).

La capacidad de los biofilms orales para generar alcali, parece ser un importante
factor inhibidor de caries, por lo tanto, la produccion de éste en forma de amoniaco
puede influir positivamente en el equilibrio entre la remineralizacion vy
desmineralizacion del diente y puede ayudar a prevenir la aparicibn de una
microbiota cariogénica (11).

Las fuentes principales de generacion de alcali en biofilms dentales siguen dos
rutas: a) hidrolisis de urea por la enzima ureasa y b) hidrélisis de arginina a través

de las enzimas del sistema arginina deiminasa (SAD).

La urea, compuesto quimico que resulta del metabolismo de las proteinas,
siempre esta presente en secreciones salivales y exudados gingivales. Las

concentraciones de urea en humanos sanos son mas o menos equivalentes a las
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de suero, que van desde 3 a 10 mM. Esta es rapidamente hidrolizada por una
enzima llamada ureasa proveniente de un pequefio subconjunto de bacterias
orales compuesto por S. salivarius, A. naeslundii y Haemophili, y que la
convierten en amoniacoy CO;(9). La expresion de ésta enzima en las bacterias
es altamente regulada en respuesta a factores ambientales tales como

disponibilidad de sustrato, carbohidratos y pH (17).

Se ha observado una menor proporcién de bacterias ureoliticas en biopelicula de
sujetos que consumen dietas ricas en sacarosa. Asi mismo, se ha observado que
el pH del medio afecta la capacidad de S. salivarius para metabolizar ureasa. La
caracterizacion bioquimica de la enzima ureasa muestra que niveles de pH por
debajo de 4 pueden inactivar la enzima, ademas muestra un maximo de actividad
a pH 7 y con respecto a la temperatura la maxima actividad se alcanzé a los 60°C
(18).

En biopelicula los niveles de ureasa son altos, por ende la urea es rapidamente
hidrolizada. Se ha demostrado que individuos que producen bajos niveles de
ureasa tienen reducida capacidad para compensar la acidificacion glucolitica.
Estos niveles de ureasa se deben a la baja cantidad de bacterias productoras de
esta enzima. Recientemente, se ha encontrado que la actividad de ureasa en
biopelicula en sujetos libres de caries es tres veces mas alta que en sujetos con

caries activas (9).

La generacion de amoniaco a partir de urea a través de la actividad de ureasa,
puede causar un aumento significativo en el pH de la biopelicula, ayudando a
neutralizar los acidos generados a partir de la actividad glucolitica de
carbohidratos de la dieta mediante bacterias de biopelicula y también puede
proteger a las bacterias del dafio inducido por el acido. Por estas razones se ha
planteado la hipétesis de que la actividad de ureasa en biopelicula y en saliva

puede prevenir el desarrollo de caries (17).
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Asi mismo, la arginina es un aminoacido abundante en péptidos y proteinas
salivales y es liberada por peptidasas y proteasas, originando concentraciones de
50 uM en su forma libre. En bacterias existe un sistema enzimatico que utiliza
arginina como sustrato produciendo otro aminoacido llamado ornitina, amoniaco,
CO, y ATP. La enzima encargada del catabolismo de arginina es la arginina
deiminasa. Las bacterias positivas para este Sistema Arginina Deiminasa (SAD)
son miembros abundantes de la microbiota oral normal que coloniza los dientes y
los tejidos blandos e incluyen S. sanguinis, S. gordonii, S. parasanguis y S. mitis,
ciertas especies de Lactobacillus, Actinomyces y algunas espiroquetas (11-13).
SAD incrementa el pH local, el cual puede neutralizar los efectos de la
acidificacion por metabolismo de azlcar y reducir las caries producidas por
biofilms orales (19).

Por otra parte, el amonio producido por SAD podria proteger las bacterias contra
el dafio producido por ambientes acidos. Esta proteccion se debe principalmente
por los procesos moleculares de la bacteria por sobre la accion protectora de su
membrana. Se ha visto que SAD es activo a pH cercano a 3 y su actividad se

reduce al 10% del maximo cuando el pH llega a valores entre 2,1y 2,6 (20).

Existe suficiente evidencia para apoyar la hipétesis de que la producciéon de
amoniaco desde ureay arginina puede ser un inhibidor endégeno de caries. Por
lo tanto, la produccién de amoniaco a través de hidrolisis de urea y el sistema SAD
podrian inhibir el desarrollo de la caries dental por neutralizacion de éacidos y

estabilizacion de una microbiota oral que es compatible con salud dental (9).

Un estudio en pacientes con insuficiencia renal crénica, demostré que rara vez los
pacientes desarrollan caries, incluso con dieta rica en hidratos de carbono,
llegando a producir 10 a 50 veces mayores niveles de urea en saliva en relacion

a una persona sana (10,12).

Otro estudio, revelé que niveles elevados de arginina libre en saliva, estaban
fuertemente correlacionados con resistencia a caries dental. Asi mismo, un

potente efecto inhibidor en el desarrollo de caries se observo en ratas que fueron
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infectadas con una cepa genéticamente modificada de S. mutans que expresa los
genes de ureasa de S. salivarius. Especificamente, las ratas colonizadas por la
cepa S. mutans que expresa altos niveles de ureasa, tuvieron menos lesiones de

caries y menor severidad de caries que los animales control (11).

En un estudio reciente, se midid la actividad de ureasa en nifios en condiciones de
ayuno, encontrandose que en aquellos libres de caries existe una mayor actividad
de ureasa en biopelicula, comparada con nifios que presentan caries (6). Por lo
tanto, el aumento de actividad de ureasa en placa dental podria estar asociado

con un menor riesgo de caries en nifios (10).

Es por esto que se ha demostrado que en biopelicula de individuos resistentes a
caries, existen valores mas altos de pH en comparacion a valores encontrados en
biopelicula de individuos susceptibles a caries. Este aumento de pH se ha
correlacionado con niveles elevados de amoniaco. Los diferentes hallazgos
sugieren que el aumento de riesgo de caries se asocia con una reduccion de la
capacidad de generacion de alcali en poblaciones microbianas que colonizan la

cavidad oral (9).

Por lo tanto, la produccion de amoniaco a partir de urea y el metabolismo de
arginina, han sido identificados como un mecanismo por el cual las bacterias
orales:

a) Estan protegidas contra la muerte acida.

b) Mantienen un pH ambiental relativamente neutro que puede suprimir la

actividad de la microbiota cariogénica.

c) Obtienen ventajas bioenergéticas mediante el metabolismo de arginina al

generar adenosintrifosfato (9).

La evidencia continla acumulandose en estudios in vitro y observaciones clinicas
de que el riesgo de caries se asocia con una menor capacidad de generar alcali. A
pesar de los recientes avances en este campo, siguen existiendo importantes
lagunas en nuestro conocimiento sobre las diferencias en el potencial

alcalinogénico de biopelicula y saliva en diferentes grupos etarios, como también
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en la base microbioldgica y ecoldgica. No se sabe si los niveles normales de
actividad de ureasa y SAD en biopelicula y saliva, son estables en el tiempo, o

como se relacionan con otros factores de riesgo de caries dental (9).

Seria relevante estudiar la produccion de élcali en infantes en condiciones que
favorecen el desarrollo de caries. En nifios de 8 afios se da esta situacion ya que
presentan un periodo de transicion de la denticién, con muchos dientes primarios
en exfoliacion y dientes permanentes en erupcion. Especialmente la Ultima
condicion puede aumentar el riesgo de caries debido a algunas caracteristicas
tales como:

a) Un contenido mas alto de carbonato en el esmalte dental que provoca

cambios en la red cristalina de hidroxiapatita, dando como resultado que la

superficie del esmalte sea mas susceptible al acido (19).

b) En dientes en erupcidon no hay contacto oclusal funcional, lo que puede

aumentar la acumulacion de biofilm y obstaculizar la higiene oral (19).

El riesgo de caries en la poblacion estudiada, puede verse agravado dependiendo
de la zona geogréafica donde vivan, debido a la privacién de oportunidades en
salud oral y a variaciones en la concentracion de fluoruros presentes en el agua y
algunos alimentos (1). En Chile, se observa un mayor dafio bucal en la poblacion

de areas rurales al compararlos con los que residen en zonas urbanas (4).

Resultados de diversos estudios destacan la escasez de informacion disponible
sobre el metabolismo de urea y arginina, asi como de la microbiologia, la
importancia de la produccion de alcali por bacterias salivales y biopelicula, y su
influencia en la formacion de caries. Se requieren andlisis bioquimicos vy
microbiolégicos detallados, para revelar la base de las diferencias sustanciales en

el potencial alcalinogénico en nifios (12).

Por lo tanto, existe una clara necesidad de avances en esta linea de investigacion
gue permitan obtener pruebas sélidas y una mejor comprension del rol bioquimico
de cada participante, ureasa y SAD, a traves de mediciones de actividad

alcalinogénica que demuestren que los alcalis producidos por la microbiota en
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saliva y biopelicula oral ofrecen una buena estrategia de prevencion y control de
caries principalmente en salud oral infantil. Para ello, es necesario responder
nuestra interrogante: ¢Existe relacion entre la produccion de sustancias alcalinas
orales por bacterias del biofilm dentario y saliva, y el indice de caries en nifios de

8 afios de area urbanay rural de la Region Metropolitana?
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HIPOTESIS

El aumento de la produccion de alcali en saliva y biofilm oral, por parte de la
actividad microbiana oral, disminuye el indice de caries (COPD/ceod) en nifios de
8 afios de edad de zona urbana y rural de la Region Metropolitana.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar niveles de élcali en saliva y biofilm oral y correlacionarlos con indice de
caries (COPD/ceod) en nifios de 8 afios de edad, de zona urbana y rural de la

Region Metropolitana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar indice COPD y ceod en nifios de 8 afios de zona urbana y rural de la

Region Metropolitana.

Determinar concentracion de amonio en muestras de saliva y biofilm producto de

la actividad de los sistemas enziméticos ureasa y SAD.

Determinar concentracion de proteinas en muestras de saliva y biofilm en nifios de

8 afios de zona urbana y rural de la Region Metropolitana.

Determinar actividad especifica de ureasa y SAD en biopelicula y saliva de nifios
con diferente indice de caries dental que viven en zona urbana y rural de la Regién

Metropolitana.

Establecer relaciones estadisticas entre niveles de actividad especifica de ureasa
y SAD de muestras de biofilm dental y saliva de nifios de 8 afios con diferente

indice de caries.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio: Estudio de asociacion simple, de corte transversal, aleatorio y

descriptivo a realizarse en nifios de 8 afios que asisten a colegios de zona norte y

rural de la Region Metropolitana.

Muestra:

Tamafo Muestral: El tamafio muestral del Proyecto FONIS SAE 13 120 205, fue
de 60 alumnos por grupo de estudio, como los grupos de estudio son 3: de 6, 7y 8
afos de edad, totalizan 180 nifios, asumiendo una pérdida de 10% el total seria de
162 nifios. Para esta muestra se determindé una potencia de 0,80 y alfa 0,05
(Software Stata v11l). Se tomd una parte de la poblacibn a estudiar,
correspondiente a 65 nifios de 8 afios, de estos todos cumplieron con los criterios
de inclusion establecidos. La poblacion fue escogida por presentar un mayor
riesgo de caries debido a que se encuentran en un periodo de transicion de la
denticién y sus piezas dentarias son mas susceptibles al ambiente acido (Figura
N°1).

Figura N°1. Resolucion del tamafio muestral usando Software Stata v11.

Materiales:

- Kit de examen bucal.

- Tubos falcon y tubos Eppendorf (Falcon 2070, Becton Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA).

- Gradillas.

- Curetas (GR 4 and 5, Gracey finishing curettes, Ransom and Randolph, Toledo,
OH, USA).

- Coleman (Frigo ®).
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- Micropipetas (Labopette ®).

- Puntas de micropipetas (mLine®).

- Refrigerador (Sindelen®).

- Refrigerador de bajas temperaturas (-80°C). (Sanyo Electric Co. Ltda).
- Sonificador (Transsonic 460/H. Elma ®).

- Centrifuga Refrigerada (5417 R. Eppendorf).

- Estufa. (Labtech. Co. Ltd®).

- Espectrofotémetro. (UNICAM UV/Vis Spectrometer).

- Cubetas plasticas de 1 ml para espectrofotbmetro.

- Reactivos.!

- Softwares: Stata v11, SPSS para Windows, version 18.0.

Procedimientos clinicos:

Evaluacion clinica: indices de caries fueron evaluados por investigadores
calibrados (indice de Kappa= 0,77) de acuerdo a las normas emitidas por la OMS
(22).

Examen clinico®: Un solo operador realizd todos los examenes bucales a 65
nifios de 8 afios de edad (57% varones, 43% nifias) con diferente historia de
caries, en tres colegios de la Regién Metropolitana: Colegio Adelaida de la Fetra,
Pje. Los Cerezos #606, Huechuraba. Colegio Pedro Marin Alemany, calle Los
Platanos s/n°, Melipilla. Colegio Santa Rosa Esmeralda, sector de Esmeralda s/n°®,
Melipilla. Todos los nifios debieron cumplir con los criterios de inclusién y

exclusion, previa lectura y firma de consentimiento informado® por el apoderado,

'Ver anexo N° 1: Reactivos.
*Ver anexo N° 2: Certificado Comité de Bioseguridad.

3, .. .
Ver anexo N° 3: Consentimiento informado.
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visado por el Comité de Etica de la Facultad de Odontologia. La ficha clinica* que
se utilizé corresponde a una modificacion de la ficha para examen oral establecida
por la OMS.

Criterios de inclusién: nifios sanos de 8 afios de edad de ambos sexos, con 20 o
mA&s piezas dentarias presentes en boca, con y sin lesiones de caries dentarias y

sin historia previa de lesiones. Los nifios deben presentar ayuno de 12 hrs.

Criterios de exclusién: nifios con enfermedades que afecten la tasa de secrecion
salival (diabetes, hipertension, enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias),
flujo salival disminuido (menos de 0,5 ml/min en mujeres y 0,7 ml/min en
hombres), ingesta de antibiéticos, uso de enjuagatorios bucales en el ultimo mes o

pastas dentales que contengan arginina.

Obtencién de muestras®:

Los nifios examinados debian cumplir con ayuno y abstencion de cualquier
procedimiento de higiene oral por 12 horas, segun protocolo usado en estudio de
Gordan y cols. (9).

Obtencion de muestra de saliva:

A 65 nifios, se les recolectdé 3 ml de saliva no estimulada en un tubo de plastico
estéril (Falcon), mediante su expectoracion, el cual se mantuvo a 4°C durante la

toma de muestra.

Obtencion de muestra de biopelicula:

A 65 nifilos se les recolecté la biopelicula supragingival, a través del raspado
completo de todas las superficies lisas dentales y regiones molares, con curetas
periodontales estériles. Luego se llevo a tubos Eppendorf estériles que contenian
500 pl de solucion de K;HPO4 10 mM (pH 7), a 4°C durante la toma de muestra.

4 . ;.
Ver anexo N° 4: Ficha clinica.

> Ver anexo N° 2: Certificado Comité de Bioseguridad.
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La biopelicula obtenida de cada individuo es diferente, en composicion
microbioldgica, por lo que se determiné la cantidad de proteinas presente en un
volumen determinado de muestra, para normalizar la cantidad de amonio liberado
por cantidad de proteinas presentes, tanto para saliva como para biopelicula, de

esta forma poder comparar de manera adecuada los distintos individuos.

Determinacion de COPD y ceod:

Una vez examinados clinicamente los 65 nifios y completadas las fichas clinicas
se determind el nimero de dientes cariados, obturados y con indicacion de
extraccion por caries en denticion temporal (indice ceod) y el nUmero de dientes
cariados, obturados y perdidos por caries en denticion permanente (indice COPD).
Una vez determinados, se sumaron ambos indices para cada nifio (COPD y ceod),
y se clasificaron en uno de los siguientes grupos:

Bajo: Se establecio la suma de indices (COPD/ceod) igual a O (sin presencia de
caries, sin presencia de obturaciones y sin pérdida de dientes o indicacién de
extraccion por causa de caries).

Moderado: Se establecio la presencia entre 1 y 3 caries dentinarias en boca.

Alto: Se estableci6 la presencia de minimo 4 caries dentinarias en boca.

Informe de caries®:

A los padres o apoderados de los nifios participantes se les entregd un informe de
estado de salud bucal donde se especificd, presencia o ausencia de caries,
cantidad de caries, alternativas de tratamiento y necesidad de sellantes, de
acuerdo a las pautas emitidas por la Facultad de Odontologia de la Universidad de

Chile. A la vez se les indic6 que deben acudir al consultorio correspondiente.

6, .
Ver anexo N° 5: Informe de caries.
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Procedimientos de Laboratorio’:

Conservacion de muestras hasta analisis enzimatico: Las muestras de saliva y
biofilm dental fueron almacenadas en refrigerador de baja temperatura a -80°C

hasta el dia del analisis donde fueron trasladadas a 4° C.

Cuantificacion de la concentracion de proteinas totales en saliva y
biopelicula dental: Se determind la concentracion de proteinas totales, para
expresar la liberacion de amonio de las muestras, en base a la cantidad de
proteinas totales presentes, debido a que expresar el amonio por unidad de
volumen de biopelicula es dificil, ya que en cada sujeto el volumen extraido de
biopelicula es diferente. Para ello se creara una curva de calibracién de proteinas

totales.

Curva de calibracion de proteinas totales: La curva se obtuvo a través del
método de Bradford, donde diversas concentraciones de proteinas de bovino
Sigma-Aldrich (BSA) se mezclaran con el reactivo de Bradford generando una
coloracion azul dependiente de la concentracion de proteinas. La absorbancia fue
leida en el espectrofotometro, con lo cual se construy6 una curva de concentracion

de proteina versus absorbancia (23).

Ver anexo N° 2: Certificado Comité de Bioseguridad.
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En la Tabla N° 1 se desglosan las cantidades de los distintos reactivos para

confeccionar la curva de calibracion.

Tabla N° 1. Curva de calibracion proteinas totales.

Volumen (ul)
Reactivos Blanco St1l St2 St3 St4
0,2 mg/ml | 0,8 mg/ml | 1,4 mg/ml | 2,0 mg/ml
BSA - 10 10 10 10
H,O 800 790 790 790 790
Reactivo de Bradford 200 200 200 200 200
Volumen total 1000 1000 1000 1000 1000

(BSA= proteinas de bovino Sigma-Aldrich St= Estandar proteinas)

Posterior a la preparacion de las soluciones de la Tabla N° 1, se continué con el
siguiente protocolo:

- Se incubo a temperatura ambiente durante 30 min.

- Se ley0 la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm.

- Se realizd una regresion polindbmica y se obtuvo la ecuacion de la curva de

calibracion de proteinas totales versus absorbancia.

Cuantificacion de proteinas totales de las muestras.

Para cuantificar las proteinas totales presentes en las muestras, se siguid el
protocolo sefialado en la curva de calibracion de proteinas. El reactivo de
Bradford, se mezcld con las muestras de saliva y biopelicula, generando distintas

tonalidades en azul, que fueron leidas en el espectrofotémetro.
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En la Tabla N° 2 se indican los reactivos utilizados para la cuantificacion de

proteinas en la muestras.

Tabla N° 2. Cuantificacion de proteinas en muestras de saliva y biopelicula.

Reactivo Volumen (ul)

Blanco Saliva Biopelicula
Muestra 10 10
H,O 800 790 790
Reactivo de Bradford 200 200 200
Volumen total 1000 1000 1000

Para obtener la concentracion de proteinas totales (mg/ml), se utilizd la ecuacion

de regresién obtenida de la curva de calibracion de proteinas (Tabla N° 1).

Medicion de amonio de ureasa (U) y arginina deiminasa (SAD) en saliva y
biopelicula dental.

La determinaciéon de amonio generado enzimaticamente en las muestras de
biopelicula y saliva, se realizé a través de un método espectrofotométrico, que lee
la absorbancia de cada muestra. Para ello, se construyé una curva de calibracion

de amonio.

Curva de calibracion de amonio.

Esta se obtuvo a través del método de Nessler (24), donde concentraciones
conocidas de amonio se mezclan con reactivo de Nessler (KI 5%, HgCl 2,5%,
KOH 16%) generando una coloracién amarilla que varia segun la concentracion
de amonio. La absorbancia de estos estandares fue leida en el espectrofotbmetro.
Para obtener la curva de calibracion de amonio se mezclaron los siguientes

reactivos, mostrados en la Tabla N° 3.
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Tabla N° 3. Curva calibracion de amonio.

Reactivos Volumen (ul)

Blanco Stl St2 St3 St4
H,O 900,0 897,5 892,5 885,0 880,0
(NH4)2S0O4 10 mM --- 2,5 7,5 15,0 20,0
Reactivo Nessler 100 100 100 100 100
Volumen total 1000 1000 1000 1000 1000

Posterior a la preparacion de las soluciones de la Tabla N° 3, se continué con el
siguiente protocolo:

- Se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 395 nm.

- Se realiz6 una regresion lineal y se obtuvo la ecuacion de la curva estandar de la

concentracion de amonio versus la absorbancia obtenida.

Obtenida la curva de calibracion de amonio, se procedié a preparar las muestras de

biopelicula y de saliva para medir la produccién de amonio.

Preparacion de las muestras de saliva.

- Se utilizaron 2 tubos Eppendorf con 1,5 ml de saliva por cada muestra de saliva.

- Se dispersé la saliva a través de sonificacién externa por dos ciclos de 30
segundos., ocupando refrigeracion sobre hielo durante los intervalos.

- Se centrifugd durante 2 min. a 14000 rpmy 4 °C.

- El pellet obtenido fue utilizado, eliminando el sobrenadante.

- Se lavo una vez con 10 mM de tris Maleato (pH 6).

- Se centrifugd nuevamente durante 2 min. a 14000 rpm y 4 °C.

- El pellet obtenido fue utilizado, eliminando el sobrenadante.

- Los dos pellet obtenidos por cada muestra se resuspendieron en un solo tubo
Eppendorf con 500 pl de 10 mM tris Maleato (pH 6).
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Preparacion de las muestras de biopelicula dental.

- Se reunid la biopelicula dental obtenida en un tubo estéril que contenia 500 ul de
K,HPO, 10mM (pH7).

- Se disperso la biopelicula obtenida a través de sonificacion externa por dos
ciclos de 30 s., ocupando refrigeracion sobre hielo durante los intervalos a 4°C.

- Se realiz6 una centrifugacion durante 2 min. a 14000 rpm y 4 °C.

- El pellet obtenido fue utilizado, eliminando el sobrenadante.

- Se lavo una vez con 10 mM de tris Maleato (pH 6).

- Se centrifugd nuevamente durante 2 min. a 14000 rpom y 4 °C.

- El pellet obtenido es utilizado eliminando el sobrenadante.

- Se resuspendié en 500 pl de 10 mM tris Maleato (pH 6).

Luego se determind la actividad enzimética de U y SAD en las muestras.

Produccién de amonio desde urea a través de ureasa en saliva y biopelicula
dental.

El procedimiento para determinar la actividad de ureasa tanto en saliva como en
biopelicula, consiste en adicionar a las distintas muestras, una cantidad fija de urea,
que es el sustrato utilizado por la enzima ureasa para producir amonio. La actividad

de esta enzima serd medida a través de la cantidad de amonio generado.

- Los reactivos utilizados para generar la reaccién enzimatica de U en saliva y

biopelicula se muestran en la Tabla N° 4.

Tabla N° 4. Actividad enzimatica de Ureasa en salivay biopelicula.

Reactivos Volumen (ul)

Saliva Biopelicula Blanco
Muestra 20 25 0
Tris Maleato 0,5 M 20 20 20
Urea 1M 25 25 0
H,O 435 430 480
Total volumen (ul) 500 500 500
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Posterior a la preparacion de las soluciones, se continué con el siguiente
protocolo:

- Se incubo a 37°C durante 90 minutos.

- Se detuvo la reaccion por incubacion de la muestras sobre hielo durante 5 min.

- Se centrifugaron los tubos durante 1 min. a 14000 rpm a 4°C.

- Se utilizo el sobrenadante en los siguientes pasos detallados en la Tabla N° 5.

Cuantificacion de amonio producido desde Ureasa.

Para cuantificar el amonio producido por la actividad enzimatica de ureasa, se
sigui6 el protocolo sefalado en la curva de calibracién de amonio. El reactivo de
Nessler, se mezcld con las muestras de saliva y biopelicula, generando distintas
tonalidades en amarillo, que fueron leidas en el espectrofotdmetro.

En la Tabla N° 5 se indican los reactivos utilizados para la cuantificacion de

amonio en la muestras.

Tabla N° 5. Cuantificacién de amonio por actividad enzimatica de Ureasa
desde salivay biopelicula.

Reactivos Volumen (ul)

Saliva Biopelicula Blanco
Muestra 25 25 0
Reactivo Nessler 100 100 100
H,O 875 875 900
Total volumen (ul) 1000 1000 1000

Para obtener la concentracion de amonio (mM), se utilizo la ecuacion de regresion

obtenida de la curva de calibracion de amonio (Tabla N° 3).
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Produccion de amonio desde arginina a través de la actividad de arginina
deiminasa (SAD) en saliva y biopelicula dental.

El procedimiento para determinar la actividad de arginina deiminasa tanto en saliva
como en biopelicula, consiste en adicionar a las distintas muestras, una cantidad fija
de arginina-HCI, que es el sustrato utilizado por la enzima arginina deiminasa para
producir amonio. La actividad de esta enzima sera medida a través de la cantidad de

amonio generado.

- Los reactivos utilizados para generar la reaccion enzimatica de SAD en saliva y

biopelicula se muestran en la Tabla N° 6.

Tabla N° 6. Actividad enzimética de ADS en salivay Biopelicula.

Reactivos Volumen (ul)

Saliva Biopelicula Blanco
Muestra 20 25 0
Tris Maleato 0,5 M 20 20 20
Arginina-HCI 1M 25 25 0
H,O 435 430 480
Total volumen (ul) 500 500 500

Posterior a la preparacion de las soluciones, se continué con el siguiente

protocolo:

- Se incub6 a 37°C durante 90 minutos.

- Se detuvo la reaccién por incubacion de la muestras sobre hielo durante 5 min.

- Se centrifugaron los tubos durante 1 min. a 14000 rpm a 4°C.

- Se utilizo el sobrenadante en las siguientes reacciones.
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Cuantificacion de amonio producido desde SAD.
Para cuantificar el amonio producido por la actividad enzimatica de la SAD, se

sigui6 el mismo protocolo utilizado para Ureasa.

Los reactivos utilizados para medir el amonio generado por SAD en saliva y

biopelicula se detallan en las Tabla N° 7.

Tabla N° 7. Cuantificacion de amonio por actividad enzimatica de SAD desde
saliva y biopelicula.

Reactivos Volumen (ul)

Saliva Biopelicula Blanco
Muestra (sobrenadante) 25 25 0
Reactivo Nessler 100 100 100
H,O 875 875 900
Total volumen (ul) 1000 1000 1000

- Se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 395 nm.
- Para obtener los mM de NH4 producidos, se utilizé la ecuacion obtenida de la

curva de calibracion de amonio (Tabla N° 3).

Luego de obtener los valores de amonio liberado (mM), y determinada la cantidad
de proteinas totales presentes (mg/ml) en las respectivas muestras Yy
considerando el tiempo de incubacién de las enzimas en minutos se expresa la

actividad especifica enziméatica como mmol min*mg prot.™
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Estadistica clinica: Se establecié si existian diferencias en la produccion de
amonio de los sistemas U y SAD desde saliva y biopelicula dental, entre sujetos con
diferentes indices de caries, a través de la metodologia propuesta. Los datos fueron
analizados mediante el paquete estadistico SPSS para Windows, version 18.0.
Para caracterizar la muestra se realiz6 analisis descriptivo de las variables. Se
compararon los resultados de pacientes con diferentes CPOD y ceod. Se
realizaran los test de Kolmogorov-Smirnov para determinar la normalidad de los
datos. Para todas las muestras se utilizé un nivel de significancia de 0,05. Se
realizaron diferentes combinaciones entre actividad enzimatica e indice de caries
(COPD + ceod) para determinar las correlaciones. Los diferentes grupos en

estudio se compararan mediante la prueba de Kruskal-Wallis y Mann Whitney.
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RESULTADOS

1- Obtencidén y conservacion de muestras.

Segun la metodologia propuesta por Reyes E (13), se siguié el protocolo
rigurosamente, en la toma, conservacion y posterior manipulacion. No hubo

pérdidas de saliva ni biopelicula oral.

2.- Cuantificacion de la concentracion de proteinas totales

Curva de calibracién de proteinas.

La curva de calibracibn se obtuvo en base a los resultados obtenidos de las
reacciones expresadas en la Tabla N° 1, con lo cual se obtuvo valores de
absorbancias segun concentracién de proteinas. Estos resultados se muestran en
la Tabla N° 8.

Tabla N° 8. Valores de curva de calibracion de proteinas totales.

Estandar | Concentracién Proteina (BSA) mg/ml Absorbancia
St.0 0,000 0,160
St. 1 0,200 0,265
St. 2 0,800 0,469
St. 3 1,400 0,541
St. 4 2,000 0,542

Se realiz6 una regresion polindbmica con los datos obtenidos, esto permitio la
confeccion de una curva de calibracién (Figura N° 2). Se utilizé esta regresion ya

gue el coeficiente de correlacion es cercano a 1.



Figura N° 2. Curva calibracion de proteinas totales en saliva y biopelicula.
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Concentracidon de proteinas totales en saliva y biopelicula dental.

Los siguientes resultados se obtuvieron en base a las reacciones sefialadas en la
metodologia de la Tabla N° 2. La concentracion de proteinas totales se calculo
utilizando la curva de calibracion de proteinas (Figura N° 2).

Los resultados fueron ordenados segun grupos de Bajo, Moderado, Alto indice de
caries (Tabla N° 10-11-12).

3.- Curvade calibracién de amonio

La presente curva se realiz6 de acuerdo a las reacciones determinadas en el
protocolo de la Tabla N° 3. Los resultados de esta curva se muestran en la Tabla
N° 9.

Tabla N°9. Valores de curva de calibracién de amonio.

Estandar Concentracion Absorbancia
Amonio (mM)
St. 0 0,000 0,522
St. 1 0,025 0,713
St. 2 0,075 1,081
St. 3 0,150 1,585
St. 4 0,200 1,884

La gréfica de los datos Absorbancia versus concentracién de amonio permitié la

confeccion de la curva de calibracion para amonio (Figura N° 3).
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Figura N° 3. Curva calibracion de Amonio Absorbancia versus

concentracion.
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Se realiz6 una regresion lineal con los datos obtenidos, determinandose asi la
ecuacion de la Curva de calibracion de amonio.

Datos de la curva:

Ecuacién 2: A = 3,3696 x Conc + 0,5673

Coeficiente correlacion (r): 0,9908
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Medicion de la produccidon de amonio desde sistema enzimatico ureasa en

saliva y biopelicula dental.

Los resultados se obtuvieron en base a reacciones explicitas en el protocolo de la
Tabla N° 4. La medicion del amonio producto de estas reacciones, se obtuvo a
través de la reaccion sefalada en la Tabla N° 5 y posterior lectura en el
espectrofotometro utilizando la curva de calibracion de amonio (Figura N° 3).

Los valores de concentracién de cada muestra, fueron ordenados en grupos de
Bajo, Moderado, Alto indice de caries (Tabla N° 10-11-12).

Medicion de la produccion de amonio desde el sistema enzimatico SAD en

saliva y biopelicula dental.

Los resultados se obtuvieron en base a reacciones explicitas en protocolo de la
Tabla N° 6. La mediciébn del amonio producto de estas reacciones, se obtuvo a
través de la reaccion mostrada en la Tabla N° 7, y posterior lectura en el
espectrofotometro utilizando la curva de calibracién de amonio (Figura N° 3).

Los valores de concentracion de cada muestra, fueron ordenados segun grupos
de Bajo, Moderado, Alto indice de caries (Tabla N° 10-11-12).

Expresion de la Actividad Enziméatica de ureasa y SAD en saliva vy biopelicula

dental.

Los valores de amonio liberado (mM) desde U y SAD en saliva y biopelicula, son
expresados en base a la concentracion de proteinas totales presentes (mg/ml) en
cada una de las muestras (Tabla N° 10-11-12).

La actividad enzimatica de ureasa y SAD fueron expresada como:

mmol min”mg prot.™

Los resultados obtenidos fueron ordenados en grupos de Bajo, Moderado, Alto
indice de caries (Tabla N° 10-11-12).
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Tabla N° 10. Concentracion de amoniaco, proteinas, actividad especifica (AE)
para ureasa (U) y arginina deiminiasa (SAD) en saliva y biofilm dental en
pacientes de Bajo COPD/ceod.

COPD Proteina | Proteina | Ureasa | Ureasa | SAD SAD AE AE AE AE
/ Saliva Biofilm Saliva | Biofilm | Saliva | Biofilm | Ureasa | Ureasa | ADS ADS
ceod Muestra | mg/ml mg/ml mM mM mM mM Saliva | Biofilm | Saliva | Biofilm
Bajo A7 0,35 0,19 0,01 0,01 0,10 0,07 0,29 0,48 3,10 3,37
Bajo A9 0,76 0,27 0,01 0,01 0,08 0,08 0,14 0,33 1,21 277
Bajo A20 0,71 0,06 0,01 0,01 0,13 0,10 0,15 1,22 1,99 14,25
Bajo B3 0,31 0,12 0,01 0,01 0,11 0,14 0,50 0,99 410 10,26
Bajo B5 1,19 017 0,26 0,01 0,10 0,13 243 0,63 0,98 6,94
Bajo B6 0,62 0,15 0,10 0,01 0,11 0,14 1,70 0,60 2,04 8,23
Bajo B10 0,58 0,11 0,04 0,01 0,08 0,15 0,81 0,82 1,56 12,58
Bajo B13 0,30 0,19 0,03 0,01 0,16 0,17 1,28 0,51 6,16 7.86
Bajo B14 0,59 0,16 0,01 0,01 0,18 0,19 0,21 0,54 3,37 10,35
Bajo B26 0,61 0,13 0,04 0,02 0,16 0,15 0,69 1,27 280 9,96
Bajo C3 0,87 0,19 0,01 0,01 0,13 0,11 0,15 0,47 1,64 5,48
Bajo Cc7 0,92 0,14 0,01 0,02 0,13 0,11 0,12 1,44 1,54 7.07
Bajo C9 1,22 0,16 0,03 0,03 0,15 0,09 0,23 1,56 1,34 522
Bajo C12 0,35 0,21 0,01 0,02 0,13 0,09 0,35 0,86 409 3,75
Bajo C18 0,95 0,32 0,12 0,02 0,18 0,11 1,34 0,50 2,09 3.04
Promedio 0,69 0,17 0,05 0,01 0,13 0,12 0,69 0,81 2,53 7.4
DE 0,30 0,06 0,07 0,01 0,03 0,03 0,70 0,39 1,42 3,55

AE=Actividad especifica, mmol min*mg prot.* DE= Desviacién Estandar
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Tabla N°12. Concentracion de amoniaco, proteinas, actividad especifica (AE) para
ureasa (U) y arginina deiminiasa (SAD) en saliva y biofilm dental en pacientes de
Alto COPD/ceod.

COPD Proteina | Proteina Ureasa |Ureasa SAD AE AE AE AE

/ Saliva Biofilm Saliva | Biofilm SAD Biofilm Ureasa Ureasa ADS ADS
ceod Muestra mg/ml mg/ml mM mM Saliva mM mM Saliva Biofilm Saliva Biofilm
Alto A5 0,51 0,22 0,01 0,01 0,09 0,07 0,20 0,36 2,00 295
Alto A8 0,38 0,08 0,01 0,01 0,12 0,09 0,26 0,95 3,64 9,95
Alto A10 0,67 0,13 0,01 0,01 0,05 0,08 0,13 0,61 0,82 5,29
Alto Al1 0,48 0,06 0,01 0,01 0,08 0,08 0,23 1,36 1,82 11,45
Alto A14 0,89 0,31 0,01 0,01 0,12 0,07 0,15 0,29 1,52 2,10
Alto A16 0,56 0,10 0,01 0,01 0,10 0,08 0,18 0,84 1,90 7,67
Alto B2 1,35 0,06 0,20 0,02 0,10 0,15 1,65 2,96 0,85 21,73
Alto B4 0,68 0,22 0,12 0,03 0,10 0,12 1,98 1,06 1,56 473
Alto B9 1,05 0,07 0,01 0,01 0,10 0,01 0,11 1,25 1,05 1,25
Alto B11 0,63 0,37 0,01 0,02 0,00 0,20 0,18 0,51 0,02 4,70
Alto B15 1,21 0,32 0,03 0,02 0,17 0,18 0,25 0,66 1,52 491
Alto B23 0,61 0,26 0,01 0,02 0,04 0,15 0,24 0,73 0,73 5,22
Alto B29 0,22 0,49 0,02 0,03 0,19 0,17 1,13 0,45 9,62 3,09
Alto C2 1,03 0,24 0,01 0,10 0,12 0,13 0,11 3,61 1,32 4,66
Alto C4 0,93 0,17 0,01 0,01 0,12 0,11 0,12 0,46 1,47 5,52
Alto C14 0,89 0,48 0,01 0,02 0,17 0,12 0,13 0,29 2,16 213
Alto C16 1,09 0,17 0,00 0,01 0,19 0,16 0,04 0,68 1,93 8,42
Alto C19 0,90 0,25 0,01 0,13 0,19 0,17 0,11 4,68 2,31 6,14
Alto C20 0,75 0,14 0,01 0,01 0,09 0,01 0,15 0,66 1,25 0,66
Promedio 0,78 0,22 0,03 0,03 0,11 0,11 0,39 1,18 1,97 5,92
DE 0,29 0,13 0,05 0,03 0,05 0,05 0,55 1,22 2,00 4,76

AE=Actividad especifica, mmol min‘mg prot.* DE= Desviacién Estandar

Diferencias en la produccién de amonio de los sistemas U y SAD desde saliva

y biopelicula dental, entre sujetos con distinto indice de caries.

Mediante la prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov para una muestra, se

determind que los grupos Bajo, Moderado y Alto, no poseen distribucion normal,

por lo que se utilizé test estadistico no paramétrico para el andlisis de los

resultados, llamado test de Kruskal-Wallis.

Al comparar la actividad enzimética entre muestras de sujetos de los distintos

grupos, encontramos que a menor indice de caries (COPD + ceod), existe mayor

actividad enzimatica de ureasa en saliva, con diferencias estadisticamente

significativas (p=0,048).
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Al analizar ureasa en biopelicula, encontramos oscilaciones en la actividad
enzimatica de ureasa con diferencias no significativas entre los grupos (p=0,642).
De la misma manera se comportd la actividad de SAD en saliva (p=0,162) y
biopelicula oral (p=0,154). (Tabla N° 13).La grafica de los promedios obtenidos, se

pueden observar en las Figuras N°4 y N°5.

Tabla N°13. Actividad especifica (AE) para ureasa (U) y arginina deiminiasa
(SAD) en saliva y biofilm dental en pacientes de Bajo, Moderado, Alto
COPD/ceod.

COPD/ceod

Bajo Moderado Alto p

Urea Saliva Media 0,69 0,45 0,39
DE 0,70 043 0,55 0,048

Mediana 0,35 0,26 0,17

Biofilm Media 0,81 1,15 1,18
DE 0,39 0,95 1,21 0,642

Mediana 0,63 1,00 0,68

SAD Saliva Media 253 2.31 1,97
DE 1,42 157 2.00 0,162

Mediana 2.04 1,81 1,562

Biofilm Media 7.41 8.00 592
DE 355 515 476 0.154

Mediana 707 6,68 4 91

AE=Actividad especifica, mmol min‘mg prot.* DE= Desviacién Estandar
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Figura N° 4. Comparacion de la actividad enzimatica (Act. Enz. mmol min™*mg
prot.}) de ureasa (U), en saliva y biopelicula, en grupos de Bajo, Moderado,
Alto indice de caries.
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Figura N° 5. Comparacién de la actividad enzimética (Act. Enz. mmol min™*mg
prot.h), de arginina deiminiasa en saliva y biopelicula, en grupos de Bajo,
Moderado, Alto indice de caries.
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Diferencias en indices de caries de nifios provenientes de zona urbana y

rural de la Regién Metropolitana.

Mediante la prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov para una muestra, se
determind que los grupos de zona urbana y rural de la regiéon Metropolitana, no
poseen distribucién normal, por lo que se utilizé test estadistico Mann-Whitney, un
test no paramétrico para el andlisis de los resultados.

Separados por grupo, urbano / rural y expresado como valor promedio: indice
COPD: 0,345/0,390; dientes permanentes con caries: 0,241/0,268. indice ceod:
2,586/2,878 (Figuras N° 6 y N°7), dientes temporales con caries: 1,862/2,195.
Dientes temporales con indicacibn de extraccién: 0.610/0.621.Dientes
permanentes obturados: 0,103/0,122. Dientes temporales obturados: 0,172/0,073.
Se aprecia tendencia a presentar indices mas altos en nifios de zona rural, pero

dichas diferencias no son estadisticamente significativas (p=0,473).
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Figura N° 6. Comparacion de indices COPD/ceod, en nifios de 8 afos
proveniente de zona urbanay rural de la Regién Metropolitana.
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Figura N° 7. Comparacion de indices de caries en nifios de 8 afos
proveniente de zona urbanay rural de la Region Metropolitana.
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DISCUSION

La produccion de amonio por parte de microbiota oral y su influencia en el
equilibrio acido-base para la mantencién de salud oral, es apoyada por numerosas
investigaciones que plantean la hipétesis que la generacion de alcali podria ser un
importante factor inhibidor de caries, y un nuevo horizonte con lo que respecta a

la prevencién de caries dental (11-13).

La metodologia propuesta por Reyes (13), fue llevada a cabo rigurosamente en el
presente estudio, tanto en la conservacién, como en manipulacién de muestras y

reactivos. No hubo pérdidas de muestras de biopelicula, ni de saliva.

En este estudio, al comparar la actividad de los diferentes sistemas enzimaticos,
encontramos que en el grupo de bajo indice de caries (COPD + ceod=0), existe
una mayor actividad enzimatica de ureasa en saliva, siendo ésta casi 2 veces
mayor que la actividad enzimética del grupo de alto indice de caries. Las
diferencias de actividad en el presente estudio fueron estadisticamente
significativas (p<0,05). Al igual que en nuestro estudio, una investigacion
longitudinal en nifios, presentd resultados inesperados sobre la actividad de
ureasa en saliva, se encontré diferencias significativas entre grupos con distintos
riesgo de caries, encontrando que la actividad de ureasa en saliva tenia efecto
significativo en el riesgo de caries (10). Los resultados de la actividad enzimatica
de ureasa en saliva apoya la hipétesis del rol protector de este sistema,
considerando que la saliva es la principal fuente de urea oral.

Al comparar la actividad enzimatica de ureasa en biopelicula de grupos de menor
y mayor indice de caries, las diferencias entre los grupos no son estadisticamente
significativos (p>0,05), a consecuencia de las oscilaciones de los valores de
actividad en los grupos intermedios. Estos resultados concuerdan con la
investigacién longitudinal que se realiz6 durante 3 afios en nifios escolares, donde
tampoco hubo diferencias entre los grupos (10). La razon para los resultados del
presente estudio, podria deberse a la mala reproductibilidad de la actividad de

ureasa en biopelicula, ya que las muestras de biopelicula se tomaron de distintas
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superficies dentales, con distinta susceptibilidad a caries dental, por lo tanto su
composicion podria ser distinta. Otro factor que pudo haber influido
considerablemente en las mediciones, es que no existi6 manera de controlar el
ayuno antes de la toma de muestras debido a la corta edad de los nifios, ademas
el horario de toma de muestras no pudo ser regulado dadas las limitaciones de
cada colegio participante. De acuerdo a estudios actuales, el consumo de azucar
previo a la toma de muestras, se encuentra asociado negativamente con la
actividad de ureasa en biopelicula, ya que el consumo de éstos produce bajas de
pH, que deprimen la actividad de este sistema (17). Esta asociacion entre el
consumo de carbohidratos y niveles de ureasa en biopelicula, refleja a la vez, una
menor proporcion de bacterias ureoliticas. El consumo frecuente de azlcares,
tales como la sacarosa, no soOlo conduce a un aumento de las bacterias
cariogénicas, sino que también a la disminucién de la producciéon de amonio

protector de especies beneficiosas para la salud oral (25-26).

Al comparar actividad enzimatica de SAD entre los distintos grupos estudiados,
tanto en saliva como en biopelicula, los resultados no fueron estadisticamente
significativos (p>0,05). Similares resultados obtuvo Nascimiento y colaboradores
en la actividad de SAD en biopelicula oral, contrariamente Gordan y colaboradores
(9) en el afio 2009, encontré que la actividad de SAD en biopelicula era tres veces

mas alta en aquellos sujetos libre de caries.

Sin embargo, aunque los valores de éste estudio no son estadisticamente
significativos, los mayores niveles del sistema enziméatico SAD en biopelicula y
saliva, si podrian ser biolégicamente significativos, si estos son capaces de
impactar el balance acido-base en boca, lo mismo sucederia con la actividad de
ureasa. Siguiendo la misma linea, en un estudio in vitro, donde niveles de ureasa
gue pueden ser manipulados y producidos por S. mutans recombinante, se
observd que pequefios incrementos en la actividad de esta enzima originaban
disminuciones significativas en la acidificacion del entorno (27-28). Por lo tanto, La
generacion de alcali en el medio bucal por parte de ambos sistemas enzimaticos,
ureasa y SAD crea un ambiente protector de la microbiota compatible con salud e

inhibe a la vez la microbiota cariogénica.
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Los resultados de este estudio muestran que existe mayor actividad especifica de
SAD al compararla con actividad de ureasa, tanto en saliva como en biopelicula.
Como se mencion6 anteriormente, se observé que el pobre control de ayuno tuvo
mayor impacto sobre las mediciones de ureasa en biopelicula, ya que segun
Nascimiento (12), en adultos la actividad de esta enzima en biopelicula debi6 ser
mayor que la actividad de SAD. Sin embargo, no existen referencias que nos

permitan comparar el comportamiento de la actividad de ambas enzimas en nifios.

Se observd también que en ambos sistemas enzimaticos, la mayor actividad se
presenta en biopelicula oral, en desmedro de la actividad en saliva. Este aumento
de alcali en biopelicula por parte de ambos sistemas enziméticos, es similar a
otros estudios transversales donde la actividad ureasa en la biopelicula de sujetos
con bajo indice da caries, eran mas altos que en muestras de saliva del mismo
sujeto (9,12).

Es importante mencionar que algunos estudios reflejan que la capacidad de
generar alcali y por consiguiente, la actividad enzimatica medida en saliva y
biopelicula oral, es influenciada por un sin nimero de factores dependientes del
huésped; como microbiota oral presente, dieta, condiciones de higiene oral, y la
presencia de factores que tienen efecto en las células al internalizar los sustratos o
la misma enzima. Estudios in vitro han demostrado que la enzima ureasa en saliva
y biopelicula, rara vez se expresa constitutivamente. En la mayoria de las veces
esta enzima es regulada de acuerdo a factores ambientales, como la
disponibilidad de sustrato, la presencia de nitrégeno, la disponibilidad de

carbohidratos y variaciones de pH (29-34).

Al analizar y comparar este estudio con un estudio longitudinal realizado en nifios
de 3 a 5 afios (10), nos damos cuenta de varias limitantes en el método de
muestreo, al no evidenciarse un equilibrio entre varios factores que pudieron
afectar los resultados, tales como; el consumo de azucar durante las ultimas
horas, horario de muestreo, recoleccion de biopelicula en diferentes sitios,

distintos suministros de agua fluorurada. Sobre ésta Ultima es importante sefialar,
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que los colegios estudiados correspondian a distintas zonas geograficas
abastecidas con distintas concentraciones de agua fluorurada, y diferentes fuente
de fluoruros, considerando que la presencia de flior puede influir, debido a que se
ha comprobado que éste actla disminuyendo la produccién alcalina a partir de

urea a través de mecanismos inhibitorios directos o indirectos (29).

Se encontrd también, que los indices de caries COPD y ceod, presentan tendencia
a aumentar en niflos que habitan en zona rural. Las diferencias no significativas
entre las poblaciones urbano y rural (p>0,05), pueden deberse a la
implementacion de un Programa Piloto de Alimentacion Escolar de fluoruracion de
la leche, llamado PAE Fluorurado (0,625 mg de flGor por porcion), aplicado a nifios
de primero a octavo basico de colegios de zonas rurales con dificil acceso al

abastecimiento de agua fluorurada, tal como lo es Melipilla (35).

Aunque las variaciones de actividad enzimética entre los grupos no fueron
significativas, excepto en ureasa en saliva, existe tendencia de mayor actividad de
ureasa y SAD en saliva al disminuir el indice de caries, resultados que pueden
abalar el rol protector de ambos sistemas enzimaticos contra las caries.
Considerando que la medicién de actividad enzimatica de SAD y ureasa es
sensible y los resultados de estudios pueden variar, incluso dentro de la misma
especie y cepas bacterianas, debido a que enzimas y bacterias orales son
dependientes del ambiente, y en consecuencia, también lo es la produccién de
alcali, son necesarias nuevas investigaciones para el analisis de la produccion de
alcali en nifios, con un protocolo mas normalizado de muestreo de saliva y
biopelicula, y control de factores relacionados con la produccién de amonio.

En futuros estudios de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile,
focalizados a la generacion de alcali como un modelo de control y prevencion de
caries, es recomendable agregar nuevos parametros para tipificar de mejor
manera la evidencia clinica de caries dental, tales como profundidad, etapa,
actividad, ademas de un acucioso analisis microbiolégico para la obtencién de

resultados mas certeros y confiables.
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CONCLUSIONES

Las muestras analizadas indican que el aumento de actividad de ureasa en saliva
se asocia con la disminucion de indices de COPD/ceod en nifios de 8 afios

provenientes de la R.M., generando produccion de alcali de forma significativa.

El aumento de actividad de ureasa en biopelicula y SAD en saliva y biopelicula

no se asocia con la disminucién de indices de COPD y ceod en nifios de 8 afios.

En saliva el sistema enzimatico SAD presenta tendencia al aumento en nifios de
menores indices de COPD/ceod., aunque esta disminucién no es significativa,

estos resultados se deben probablemente a factores externos no controlados.

En saliva y biopelicula dental en nifios de 8 afios de edad existe una mayor
produccion de amonio por parte del sistema enzimético SAD.

Los sistemas enzimaticos SAD y ureasa, presentan mayor actividad en biopelicula

dental de nifios de 8 afos de edad.

Se requiere mayor normalizacion en toma de muestras para la medicién de

actividad de ambos sistemas enzimaticos en biopelicula oral.

Se aprecia tendencia a presentar indices de caries mas altos en zona rural con

respecto a zona urbana, en nifios de 8 afios de edad.
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ANEXOS

ANEXO N° 1.

Preparacion de reactivos utilizados.

1- Preparacion de 100 ml de K,HPO, 10mM a pH 7.
Origen reactivo: Mallinckrodt Baker SA. AR: Reactivo grado analitico
PM K,HPO,4 anhidro: 174,18 g/mol
100 ml de K;HPO4 10mM= 100 ml de K;HPO,4 0,01 M
0,01 M= 0,01 mol/1000 ml = 0,001 mol en 100 ml
1 mol /174,18 g=0,001 mol /xg=0,17418¢g
Se pesan 0,17418 g y se disuelven en 80 ml de agua. Da pH 8,8. Se lleva a pH 7
con HCI 0,1 M hasta ajuste

2- Preparacion de 100 ml de tris Maleate 10mM a pH 6.
Origen  reactivo:  Sigma-Aldrich.  Trizma  maléate. Grado reactivo.
C4H11NO3.C4H404NH,C(CH,0H)3 - C4H404
PM C4H11NO3.C4H4O4 = 237,21 g/mol
Solubilidad en agua: 118,61 g/l a 20 °C
100 ml de tris Maleate 10mM= 100 ml de tris Maleate 0,01 M
0,01 M= 0,01 mol/1000 ml = 0,001 mol en 100 ml
1 mol / 237,21 g=0,001 mol /xg=0,23721 g
Se pesan 0,23721 g y se disuelven en 80 ml de agua. Da pH 3,8. Se lleva a pH 6
con NaOH 0,1 M hasta ajuste.

3- Preparacién de 50 ml de Tris Maleate 0,5 M a pH 6.
Origen  reactivo:  Sigma-Aldrich.  Trizma  maléate.  Grado reactivo.
C4H11NO3.C4H404NH,C(CH,0H)3 - C4H404
PM C4H1:NO3.C4H,04 = 237,21 g/mol
Solubilidad en agua: 118,61 g/l a 20 °C
0,5 M= 0,5 mol/2000 ml = 0,025 mol en 50 ml
1 mol / 237,21 g=0,025 mol /x g =5,93025¢g
Se pesan 5,93025 g y se disuelven en 30 ml de agua. Da pH 3,6. Se lleva a pH 6
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con NaOH 0,1 M hasta ajuste.

4- Preparacién de 50 ml de Urea 1 M.
Origen reactivo: Eastman Kodak Company. Grado Practical.
CO(NHy)2
PM CO(NH,).= 60,06 g/mol
1 M=1 mol/1000 ml = 0,05 mol en 50 ml
1 mol / 60,06 g=0,05 mol /xg=3,003 g

5- Preparacién de 50 ml de sulfato de amonio 10mM.
Origen reactivo: Sigma-Aldrich. Grado reactivo.
(NH4)2SO,4
Molecular Weight: 132,14g/mol
50 ml de sulfato de amonio 10mM= 50 ml de sulfato de amonio 0,01 M
0,01 M= 0,01 mol/1000 ml = 0,0005 moles/50 ml
1 mol / 132,14 g=0,0005 mol /x g =0,06607 g
Se pesan 0,06607 g y se disuelven en 30 ml de agua y se completa a 50 ml en

matraz aforado.

6- Preparacion de 50 ml de arginina - HCI 1M.
Origen reactivo: Sigma-Aldrich. Grado reactivo.
Empirical Formula (Hill Notation): CgH14N4O, - HCI
Molecular Weight: 210,66 g/mol
1 M= 1 mol/1000 ml = 0,05 mol en 50 ml
1 mol / 210,06 g=0,05 mol /xg=10,503 g
Se pesan 10,503 g y se disuelven en 30 ml de agua y se completa a 50 ml en

matraz aforado.

7- Curvade calibracion de proteina.
Solucién estandar de proteinas: 10 mg/ml.
Origen reactivo: Sigma-Aldrich. Grado reactivo.
Para 10 ml de 10 mg/ml.

10 g/ ml =X mg /10 ml X= 100 mg


http://es.wikipedia.org/wiki/Etanal
http://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_amino
http://es.wikipedia.org/wiki/Etanal
http://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_amino

Pesar 100 mg, disolver y completar a 10 ml en matraz aforado.

Stl.- Preparar 10 ml de estandar de 2 mag/ ml

10 mlx 2 mg/ ml = X ml x 10 mg/ml X= 2ml

Tomar 2 mly completar a 10 ml en matraz aforado.
St2.- Preparar 10 ml de estandar de 1,4 mag/ ml

10 mlx 1,4 mg/ ml=Xml x 10 mg/ml X= 1,4 ml

Tomar 1,4 ml y completar a 10 ml en matraz aforado.
St3.- Preparar 10 ml de estédndar de 0,8 mg/ ml
10 mlx 0,8 mg/ ml =X ml x 10 mg/ml X= 0,8 ml

Tomar 0,8 mly completar a 10 ml en matraz aforado.
St4.- Preparar 10 ml de estdndar de 0,2 mg/ ml
10 ml X 0,2 mg/ ml = X ml x 10 mg/ml X= 0,2 ml

Tomar 0,2 ml y completar a 10 ml en matraz aforado.

50
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Anexo N° 2: Certificado Comité de Bioseguridad

‘ UNIVERSIDAD DE CHILE
o)

= Comité de Bioseguridad
e & Administracion Conjunta Campus Norte

Comité Institucional de Bioseguridad

Administracion Conjunta Campus Norte

FDO N°9

Santiago, 3 de Agosto de 2013.

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Bioseguridad (CIB) ha analizado el Proyecto de Investigacion presentado al Concurso
Fonis 2013, titulado “Cuantificacién y caracterizacion de la produccién de alcali por cepas bacterianas del
biofiimdentario y saliva en pacientes con o sin lesiones activas de caries”. El investigador responsable de
este proyecto es el Dr. Gustavo Moncada.

Los procedimientos  experimentales, que involucran tanto el manejo de material biolégico y de microorganismos
patégenos, asi como el uso de agentes quimicos de riesgo, se realizaran en el Laboratorio de Quimica perteneciente al
Departamento de Ciencias Basicas y Comunitarias y en el laboratorio de Microbiologia, perteneciente al Departamento
de Patologia y Medicina Oral de la Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.

El CIB certifica que los laboratorios y la Facultad mencionada anteriormente, cuentan con las facilidades para el manejo y
desecho del material quimico y biolégico a utilizar en el proyecto de acuerdo al Manual de Bioseguridad, Conicyt 2008.
Ademas, el investigador se compromete a velar por el cumplimiento de las normas de bioseguridad, durante el desarrollo
del proyecto.

Se extiende el presente certificado a solicitud de la Dra.Moncada para ser presentado al Concurso FONIS
2013.

/L@\" | % R N AR

Dr. Mario Chiong Dra. Andrea Paula-Lima
Presidente Secretaria

Facultad de Odontologia. Sergio Livingstone P. 943, Independencia, Fono
9781793-9781832, Fax: 9781748, Santiago._http://odontologia.uchile.cl
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas. Sergio Livingstone P. 1007,
Independencia, Fono 9781792 Fax:9781748,

Santiago. http://www.quimica.uchile.cl/
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Anexo N° 3: Consentimiento informado

Fonis

FONDO NACIONAL DE INVESTIGACION
Y DESARROLLO EN SALUD

Titulo del Protocolo: Caracterizacion de la produccion de alcali por cepas bacterianas de placa microbiana y
saliva en pacientes con distinta historia de caries dental.

Investigador Principal: Dr. Gustavo Moncada

Sede de Estudio: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile—Olivos943—Santiago.

Mi nombre es Gustavo Adolfo Moncada Cortes, académico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.
Estoy realizando una investigacion que busca detectar una nueva forma de mantener a la poblacion libre de lesiones
de caries en sus dientes, al conocer la actividad de ciertos compuestos quimicos y su produccion en la saliva y placa
bacteriana, considerando sus efectos sobre los dientes.

Le proporcionaré informacion e invitaré a su hijo(a) o pupilo(a) a ser parte de este estudio. No tiene que decidir hoy si
lo haran o no. Antes de tomar su decision puede hablar acerca de la investigacién con cualquier 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 a 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 que su hijo(a)o pupilo(a)participe, se le solicitara que firme este formulario.

Los aspectos de este formulario tratan los siguientes temas: Justificacion de la Investigacién, Objetivo de la
Investigacion, Tipo de Intervencién y procedimiento, Beneficios y Riesgos Asociados a la Investigacion, criterios de
inclusion-exclusién y Aclaraciones.
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Informo a Ud. Que su hijo(a) o pupilo(a) sera reforzada las técnicas de higiene oral y se aclaran.dudas en caso de presentar

- . . . . ~eADAD

consultas. Ademas se le proporcionara un cepillo dental y un tubo de pasta de dlentes;;?;"/——lipf
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Justificaciéon de la Investigacion

La caries dental es la enfermedad buco-dental mas prevalente en Latinoamérica, siendo la enfermedad crénica mas
frecuente en la poblacién, afectando a méas del 96% de los adultos.

En Chile la realidad no es distinta, la caries dental aumenta sostenidamente con la edad, segin la edad del grupo
estudiado, corresponde a un 17%a los 2afios, un 48.02% a los 4 afios, un 70.36% a los 6 afios, un 62.5% a los 12 afios,
aumentando drasticamente a un 98% en la poblacién entre

35 a 44afios, llegando a un 100% de la poblacién con historia de caries entre los 65 a 74 afios.

Su origen es infeccioso y se asocia con la presencia de altas poblaciones de bacterias adheridas sobre los dientes. Las
lesiones de caries se establecen tanto en dientes sanos como en dientes que han sido restaurados (tapadura),

El andlisis de la actual investigaciéon, nos permite estudiar una nueva forma preventiva en el conocimiento de la
enfermedad caries dental, donde algunos compuestos propios de la boca, actuarian como un importante factor que
reducen el aparecimiento de lesiones de caries dental. Estos compuestos de amonio podrian inhibir potencialmente el
desarrollo de la caries dental porque neutralizaria los &cidos que deterioran los dientes y modificaria la proporcion de los
gérmenes que producen las caries, favoreciendo las condiciones para el mantenimiento de la salud oral.

Esta investigacion pretende contribuir en el inicio de un camino que se vislumbra prometedor para la comprension de la
caries dental, particularmente en nifios, con la finalidad futura de buscar nuevas formas para prevenir la caries dental. Su
fecha de inicio es Marzo de 2013.

Objetivo de la Investigacion

El presente estudio tiene por objeto recolectar muestras de saliva y placa bacteriana ubicada sobre los dientes de su
hijo(a) o pupilo(a) para medir la cantidad de ciertos compuestos que podrian entenderse como protectores de la
generacion de caries que tienen la boca de hijo(a) o pupilo(a).

Beneficio de participar en esta Investigacion.

Usted aportard informacién no disponible sobre las ventajas y desventajas de conocer la presencia y cantidad de
compuestos propios de la boca que funcionarian como protectores contra las caries.

Adicionalmente se reforzara la técnica de higiene oral de su hijo(a) o pupilo(a) y se le entregara un informe escrito con el
actual estado de su salud oral.

Tipo de Intervencién y Procedimiento.

Si usted decide que su hijo(a) o pupilo(a) participe se le realizard un examen bucal con evaluaciéon de la saliva y placa
bacteriana y se le instruira sobre la mejor técnica de higiene oral.

Se colectard 5ml de saliva completa que se depositara en un tubo estéril que se mantendré a baja temperatura (4°C). El
fluido de placa sera recogido de las superficies dentales con material apropiado estéril y colectado en tubos rotulados en
una solucion de acidez controlada, que se mantendra a baja temperatura (4°C). El almacenamiento y procesamiento se
hara en las dependencias de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. -
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Riesgo de participar en la Investigacién.

Su hijo(a) o pupilo(a) no correra ningun riesgo durante y posterior al procedimiento de la investigacion debido a que en
esta oportunidad no serd sometido(a) a ningun procedimiento, solo se efectuara la toma de muestra no invasiva y se
evaluara la condicion de los dientes. En caso que alguno de ellos presente problema, sera informado por escrito para que
sea atendido en la clinica correspondiente para su tratamiento en las condiciones gue los protocolos recomienden.

Criterios de Inclusién y Exclusion
Inclusion: nifios6-7arfios, de ambos sexos con y sin lesiones de caries dentarias.

Exclusion: enfermedades que afecten la tasa de secrecion salival, ingesta antibiéticos, uso de enjuagatorios bucales, si su
hijo(a) o pupilo(a) presenta alguna o varias condiciones mencionadas, queda impedido de patrticipar en el estudio.

Aclaraciones

e La participacion es completamente voluntaria

No habréa ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la intervencion

Si usted decide, puede retirarse del estudio cuando lo desee.

No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.
e No recibird pago por su participacion.

. Una vez concluido el presente estudio, los voluntarios participantes recibirdn un informe escrito en sobre cerrado
entregado en el colegio respectivo.

e Usted podré solicitar informacion actualizada sobre el estudio, al investigador responsable o solicitar la exposicién a la
comunidad educativa los resultados.

¢ |ainformacion obtenida de la Investigacion, respecto de la identificacién de pacientes, sera codificada para garantizar
la confidencialidad de los datos por parte de los investigadores.

e Sj considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede si lo desea, firmar el Formulario de
Consentimiento Informado anexo al documento.

e En caso de cualquier duda Ud. Puede acudir a Av. La Paz 571, Facultad de Odontologia de Universidad de Chile, Area
de Operatoria Dental los dias Lunes de 8 a 13 horas o Miércoles de 14 a 19 horas o comunicarse con Gustavo Moncada
o Javier Martin al nUmero 02-978-1742.

e El presente Consentimiento ha sido visado por la Comision de Etica de la Facultad de Qdent ia de la Universidad de
s

Chile, Preside el comité, Prof. Dr. Juan Cortés Araya, Cirujano dentista, Profesor Titular 6‘3\21‘195

COMITE
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Formulario de Consentimiento Informado

A través de la presente, declaro y manifiesto, libre y espontdneamente 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 del estudio que se le realizara a mi hijo(a) o pupilo(a).


mailto:vicedeca@odontologia.uchile.cl
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3. Tengo conocimiento del procedimiento que se le realizara a mi hijo(a) o pupilo(a).
4. Conozco los beneficios de participar en la Investigacion
5. El procedimiento no tiene riesgo alguno para la salud de mi hijo(a) o pupilo(a).

6. Ademaés de esta informacion que he recibido, seré informado/a en cada momento y al requerimiento de la evolucion
del proceso, de manera verbal y/o escrita si fuera necesaria y al criterio del investigador.

7. Autorizo a usar el caso de mi hijo(a) o pupilo(a) para investigacion y para ser usado como material audiovisual en
clases, protegiendo mi identidad

Yo , rut_, Doy mi consentimiento al investigador y al resto de colaboradores, para realizar e procedimiento diagndstico
pertinente a mi hijo(a) o] PUPIO(@) - et nacido el
................................ (dia/mes/afio) y autorizo la utilizacién de las muestras de saliva y Biopelicula oral de mi hijo(a) o
pupilo(a), donadas voluntariamente, para ser estudiadas y analizadas en el marco de este proyecto de investigacion para
la medicién de la actividad de ureasa y arginina deiminasa en saliva y placa dental realizada por el Odont6logo Dr. Gustavo
Moncada Cortes. Ademas fui informada(o) que para este estudio sélo se utilizaran de mis datos aportados: la cantidad de
dientes cariados, sanos, obturados (tapados) y perdidos de mi hijo(a)o pupilo(a), el resto de los datos personales seran
absolutamente resguardados. Acepto PUESTO QUE SE QUE ES POR MI PROPIO INTERES Y EL DE MI HIJO(A) O
PUPILO.

Nombre del Padre-Madre, Tutor o Representante Legal:

Firma: Fecha de Toma del ClI:

Nombre del Investigador que toma el Cl:

Firma: Fecha de Toma del CI:

Nombre del Investigador Principal

Firma:_ Fecha:
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Anexo N° 4: Ficha clinica
UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

FICHA DE SALUD ORAL

ANO (4) MES (5) DIA (6) N2 FICHA (7) N2 EXAMINADOR (8)

INFORMACION GENERAL:

EDAD EN ANOS (10)

GENERO (11) M=1 F=2

LOCALIZACION GEOGRAFICA (12) ESTADO SOCIOECONOMICO (13)

URBANA=1 RURAL=2 1=ALTO 2=MEDIO 3=BAJO
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TIPO DE DENTICION Y NECESIDADES DE TRATAMIENTO (14)

1=TEMPORAL 2 = MIXTA PRIMERA FASE. (INCIS., 1° M. PERMAN.)
3 = MIXTA SEGUNDA FASE. (PREMOLARES) 4 = PERMANENTE (COMPLETA PERMANENTE)

MAXILAR SUPERIOR

55 54 53 52 51 61 62 63 64 65
D (15) (24)
T (29 (34)
17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27
(35) (48)
(49) (62)

MAXILAR INFERIOR

47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37
(63) (76)
(77) (90)
85 84 83 82 81 71 72 73 74 75
D (91) (100)
T (101) (110)

DIENTE TEMPORAL (T) PERMANENTE (P)



Diagnéstico
T P
= SANO
= CARIADO

= OBTURADO Y CARIADO
= OBTURADO
PERDIDO POR CARIES
INDICACION EXTRACCION POR
CARIES
= PERDIDO POR OTRA RAZON
= CORONA O PILAR DE PUENTE

= NO ERUPCIONADO

= EXCLUIDO

COPD: ceod:

indice de Green y Vermellén:
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Tratamiento

NO NECESITA

SELLANTE O DETENCION DE CARIES

OBTURAR UNA SUPERFICIE

OBTURAR DOS O MAS SUPERFICIES

CORONA O PILAR DE PUENTE

INTERMEDIARIO

TRATAMIENTO PULPAR

EXTRACCION

OTRAS NECESIDADES

ESPECIFICAR.......ceieecnnenssenenensnennans
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INSTRUCTIVO DE FICHA DE SALUD BUCAL

Colegio: Cologue el nombre del establecimiento

Comuna: Indique la comuna a que pertenece

Fecha: El afio, mes y dia registrarlos solo el dia del examen.

Numero de Ficha: Cada nifio debe tener su nimero de identificacion y es necesario que
cada numero de ficha se use una sola vez.

Examinador: Cada examinador tiene asignado un nimero y un volumen de fichas en

forma correlativa.

NOMBRE NUMERO No de FICHA
EXAMINADOR ASIGNADO

Lorena Duperat 1

Jéssica Maureira 2

Nombre del alumno: ElI nombre del alumno debe registrarse con letra imprenta
empezando por el apellido.
Edad: Colocar la edad en afios cumplidos.

Localizacion geografica: Especificar si es urbana o rural

REGISTRO DE INDICES: COP-D y ceo-d

Registro de los dientes presentes: Encerrar en un circulo la nomenclatura correspondiente.
Ej. Encerrar (55) o (15).

Diagnéstico y Tratamiento: Anotacion en los recuadros.

ESTADO: En los recuadros, 15-24; 35-48; 63-76 y 85-75, anotar el diagnéstico de

acuerdo a los cddigos de la columna izquierda.

TRATAMIENTO: En los recuadros 25-34; 49-62; 77- 90 y 101-110, anotar el

tratamiento indicado de acuerdo a los cddigos de la columna derecha

INDICE DE GREEN Y VERMELLON: colocar en la casilla, el nimero correspondiente
al indice de green y vermelldn. Piezas superiores es medido por la cara vestibular y piezas

inferiores por la cara lingual.



Anexo N°5: informe de
caries

UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

“INFORME DE DIAGNOSTICO Y NECESIDAD DE TRATAMIENTO DE
LOSALUMDEL COLEGIO............ccoeeviiiiiien , PARTICIPANTES DEL
ESTUDIO MEDICION DE ALCALI MEDIANTE LA ACTIVIDAD DE
UREASA Y ARGININA DEIMINIASA EN SALIVA'Y PLACA DENTAL EN
NINOS DE 8 ANOS, CON DISTINTA HISTORIA DE CARIES DENTAL”

Nombre del alumno:..... ... e
Diagnostico

Gingivitis (inflamacion de la encia): Si No

Caries: Si No Ne:
Tratamiento

Profilaxis (limpieza): Si No

Exodoncias (Extracciones): Si No Ne:
Obturaciones (tapaduras): Si No Ne:
Sellantes: Si No Ne:
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