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. RESUMEN

Introduccion: La caries es una de las enfermedades mas prevalentes a nivel
mundial. Se caracteriza por la pérdida de minerales a causa de subproductos acidos
liberados por bacterias presentes en la biopelicula adherida a las superficies de los
dientes. Esta produce lesiones que pueden culminar en la pérdida de la estructura
dentaria, junto con todas las repercusiones que esto genera en la calidad de vida y
salud de las personas. Los agentes remineralizantes a base de flior son productos
utilizados para revertir la pérdida de minerales en las etapas iniciales de esta
enfermedad. La finalidad de esta investigacion radicoO en evaluar la capacidad
remineralizante de BlueRemin®, un nuevo agente remineralizante a base de flior y
grafeno, con el objetivo de iniciar una linea de investigacion que permita evaluar sus

propiedades y futuras aplicaciones clinicas.

Objetivos: Establecer diferencias en la dureza superficial en especimenes de
esmalte desmineralizados mediante un modelo de caries microbiolégico y luego de

ser sometidos a un protocolo de remineralizacion con BlueRemin®.

Metodologia: Se utilizé el modelo de caries descrito por Ccahuana y Cury (2010),
gue consiste en la simulacién de un ambiente cariogénico mediante la exposicidon
de bloques de esmalte a sacarosa, previa formacion de una biopelicula
monoespecie de Streptococcus mutans, lo cual permiti6 obtener una zona de
desmineralizacion compatible con una lesién de caries no cavitada que luego fue
remineralizada con el agente remineralizador experimental BlueRemin®. Los
bloques de esmalte fueron evaluados por microdureza de Vickers antes de la
exposicion a sacarosa, después de la desmineralizacion y una vez aplicado el

agente remineralizador.



Resultados: Las microdurezas de los especimenes de esmalte expuestos al
modelo de caries experimentaron un aumento estadisticamente significativo (p <

0.05) luego de ser tratados con el agente remineralizador BlueRemin®.

Conclusiones: Debido a que la aplicacién de BlueRemin® generd un aumento de
la dureza superficial estadisticamente significativo (p < 0.05) de todas las muestras

de esmalte, se sugiere que posee capacidad remineralizante.



II. MARCO TEORICO

2.1 Introduccién

Las enfermedades bucodentales, como caries dental, periodontitis y cancer de boca
y faringe son un problema de salud de alcance mundial (OMS 2012). Dentro de
estas enfermedades, la caries dental representa el mayor problema de salud oral
que afecta a los paises industrializados y, cada vez con mayor frecuencia, a los
paises en desarrollo, en especial a las comunidades més pobres. La Federacién
Dental Internacional (FDI) en su atlas de salud oral del 2012 informa que la caries
dental es el mayor problema de salud publica a nivel mundial (FDI 2012). Estudios
epidemioldgicos revelan que entre un 60-90% de los escolares y casi un 100% de
los adultos tiene caries dental en el mundo (OMS 2012). En Chile, la realidad no es
diferente, los Gltimos estudios de prevalencia de caries realizados por el Ministerio
de Salud indican que la prevalencia en la poblacion chilena es del 70.3% a los 6
afos, del 62.5 % a los 12 afios (MINSAL 2007, Soto y Tapia 2007) y en adultos llega
casi a un 100% (Arteaga y cols. 2009).

2.2 Enfermedad de caries

La enfermedad de caries es un proceso patolégico crénico que esta caracterizado
por la pérdida neta de minerales a causa de subproductos acidos provenientes de
la actividad metabdlica de bacterias presentes en la biopelicula adherida a las
superficies del diente (Selwitz y cols. 2007). En presencia de carbohidratos
fermentables provenientes de los alimentos, estos microorganismos son capaces
de producir acidos organicos que difunden a la superficie dentaria, lo cual genera la
desmineralizacion parcial de la estructura. En un periodo de tiempo, si la tasa de
desmineralizacion es mayor que la tasa de remineralizacidon existe una pérdida neta
de minerales que produce cambios en la superficie del diente, definida como lesion
de caries (Aoba 2004, Konig 2004). Las lesiones de caries pueden manifestarse
desde pequefias pérdidas de mineral en la subsuperficie del esmalte que producen
solo cambios Opticos en el tejido (Selwitz y cols. 2007). Es decir, no existe evidencia

visual de una cavidad, hasta la destruccion total del esmalte, la dentina o el
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cemento, situacion que repercute en la calidad de vida y salud de las personas (Filho
y Lima 2008).

2.3 Esmalte dental

El esmalte es uno de los tejidos dentales sobre el cual se desarrolla la enfermedad
de caries. Estd compuesto por un 96% de matriz inorganica, 3% de agua y 1% de
materia organica (Simmer y Finchman 1995). Gracias a su alto contenido mineral,
es el tejido mas duro de nuestro organismo. Al ser un tejido acelular y avascular no

posee la capacidad de remodelarse o repararse (Mihu y cols. 2008).

Estructuralmente esta constituido por unidades repetitivas basicas y altamente
mineralizadas que lo recorren en todo su espesor, desde el limite amelodentinario
a la superficie externa o libre en contacto con el medio bucal (Nanci 2003). Estas
estructuras reciben el nombre de Prismas o Varillas del esmalte, y corresponden a
agrupaciones en haces de hasta mil cristales de hidroxiapatita (HAp). La HAp es un
fosfato de calcio cristalino que representa el principal componente inorganico del
esmalte (Elliott y cols. 1985). Estd compuesta principalmente por iones calcio,
fosfato e hidroxilos en una relacidon estequiométrica 10:6:2 (Robinson y cols. 1989).
Estos iones permanecen unidos dentro la estructura del cristal mediante enlaces
ionicos (Castellanos y cols. 2013). Entre los Prismas o Varillas del esmalte se
encuentra el espacio interprismatico, zona con gran contenido de agua que permite
el flujo constante de iones desde el medio al cristal o viceversa, generando

sustituciones iénicas que modifican las propiedades de la HAp (Eanes 1979).

2.4 Biopelicula

La biopelicula se define como un consorcio microbiano organizado, inmerso en una
matriz de exopolisacaridos de origen mixto, adherido a una superficie dura viva o
inerte. La organizacién de los microorganismos en biopeliculas le otorga a la
comunidad bacteriana caracteristicas Unicas que no son observables en cultivos

liguidos ni en el microorganismo por si solo. Algunos estudios han revelado que

9



ciertas biopeliculas pueden ser hasta 1000 veces mas tolerantes a agentes
antimicrobianos que las mismas células en crecimiento plancténico, asi como
también la asociacion de comunidades de diferentes especies pueden otorgar
mayor patogenicidad a la biopelicula, que cultivos puros de microorganismos (Marsh
1995).

Para la formacién de la biopelicula sobre las estructuras dentales se deben dar tres
pasos fundamentales. El primer paso es la formacion de la pelicula adquirida (PA)
sobre las superficies de los dientes. Esta corresponde a una delgada capa de
proteinas y glucoproteinas contenidas en la saliva y el liquido crevicular gingival, asi
como también en productos microbianos y celulares. La adsorcion de dichas
biomoléculas no ocurre exclusivamente sobre el tejido del esmalte, sino que existe
PA en todas las superficies bucales (Melchora y cols. 2007). La formacion de la PA
es un fenbmeno muy rapido que se produce por un mecanismo de adsorcion
selectiva de iones (Bennick y Cannon 1978). Dado que los cristales de HAp poseen
carga negativa superficial por la presencia de grupos fosfatos en su estructura, para
su neutralizacion son atraidas cantidades equivalentes de calcio iGnico provenientes
de la saliva, formando una capa de iones denominada capa de hidratacion o de
Stern. Esta actta de puente para la union de las glicoproteinas a la superficie del
esmalte (Poyato y cols. 2001). Por su parte, las proteinas catidnicas interactian
directamente con los grupos fosfato de la HAp a través de enlaces i6nicos (Zhan y
cols. 1999). Si bien esta pelicula proteica desempefia importantes funciones
protectoras, como regular el contacto de la superficie dental con acidos de los
alimentos y del metabolismo de las bacterias presentes en boca (Lissera y cols.
1998, Hanning y Balz 2001), también otorga sitios para la adhesion de
microorganismos, que corresponde al segundo estadio en la formacién de la
biopelicula. ElI segundo paso entonces corresponde a la colonizacién de la PA por
diferentes especies bacterianas. Las primeras bacterias que logran retenerse lo
hacen mediante interacciones fisicoquimicas no especificas entre moléculas
cargadas provenientes de la célula bacteriana y la superficie de la PA (Busscher y
Van der Mei 1997, Davey y O'toole 2000). Posteriormente, se establecen

interacciones intermoleculares especificas entre las adhesinas bacterianas y los
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receptores complementarios de la PA, dando como resultado una adherencia
irreversible (Whittaker y cols. 1996, Jenkinson y cols. 1997). En las primeras uniones
encontramos principalmente Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis y
Actinomyces spp, que reciben el nombre de colonizadores primarios. El tercer paso
corresponde a la agregacién de microorganismos diferentes a los colonizadores
primarios a través de relaciones célula célula en un fenébmeno que recibe el nombre
de coadhesion. Aca podemos encontrar Streptococcus mutans (S. mutans)
(Kolenbrander 1993, Busscher y Van der Mei 1997). Con el paso del tiempo la
biopelicula se va organizando y estructurando hasta alcanzar su estado de
maduracion (Bradshaw y Marsh 1999, Forssten y cols. 2010).

2.5 Streptococcus mutans

S. mutans es una bacteria cocacea Gram positivo que frecuentemente se encuentra
asociada en cadenas largas o cortas dependiendo de la disponibilidad de nutrientes
(Forssten y cols. 2010). Son anaerobias facultativas por lo que su crecimiento se ve
favorecido por una concentracion de COz cercana al 10% (Lemos 2013). Se puede
encontrar en la cavidad oral, faringe e intestino. Su capacidad de adhesion a
superficies dentales y a otras bacterias, asi como la producciéon de metabolitos
acidos, su capacidad de generar reservas de glicégeno y su habilidad de sintetizar
polisacaridos extracelulares en presencia de sacarosa, fructosa y glucosa hace que
sea una de las principales especies bacterianas que se encuentran en la etiologia

de la caries dental (Forssten y cols. 2010).

2.6 Quimica de la de caries dental

El metabolismo de las bacterias presentes en la biopelicula adherida a las
superficies del esmalte produce acidos organicos capaces de liberar iones
hidrogeno, provocado una disminucion del pH de la cavidad oral (Marsh y Nyvad
2008). En exceso de Hidrégeno, los iones fosfato e hidroxilos del medio reaccionan
con estos para formar acido fosférico y agua respectivamente (Castellanos y cols.

2013). Esto provoca una disminucion abrupta de la concentracion de iones fosfato
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e hidroxilos, generando condiciones de subsaturacion del medio, que favorece la
salida de iones desde el complejo cristalino de la HAp del esmalte. A su vez, el
calcio liberado del esmalte es capturado por las proteinas de la placa y saliva. Esto
contribuye a la disminucion total de todos los iones que hacen parte de la
hidroxiapatita, manteniendo las condiciones de subsaturacion y desmineralizacion
del esmalte. Si esta condicidon se mantiene por un periodo de tiempo, confluye en la
formacion de una lesion de caries (Fejerskov 1997).

Cuando el pH de la cavidad oral es superior a 5.5, se produce remineralizacion de
manera natural, ya que la saliva se encuentra sobresaturada de iones calcio, fosfato
y flior respecto al cristal (Buzalaf y cols. 2011). Este se denomina pH critico, ya que
a valores menores el medio deja de estar sobresaturado respecto al cristal, y pasa
a una solucién subsaturada que determina la perdida de iones desde los cristales
de HAp.

2.7 Lesiones de caries

Una vez establecido el proceso de pérdida de minerales, los primeros cambios
estructurales sobre el esmalte comprenden el aumento del tamafio de los espacios
intercristalinos. Esto contribuye al aumento de la porosidad de la superficie del
esmalte, junto con la disminucion de su dureza superficial (Balda y cols. 1999).
Estos cambios en sus primeras etapas estan a un nivel subclinico, es decir, las
alteraciones son clinicamente invisibles. Conforme la lesion avanza, se comienzan
a evidenciar las primeras manifestaciones clinicas de una lesion de caries. Estas
corresponden a la aparicion de una superficie opaca, de aspecto tizado y sin brillo
denominada lesion inicial de caries o0 mancha blanca (Thylstryp y Fejerskov 1988).
En un comienzo, estas lesiones solo se hacen visibles después de un secado prolijo
de la superficie. Cuando ya somos capaces de ver lesiones de mancha blanca sin
desecar, quiere decir que la desmineralizacion estd mas avanzada y ha
comprometiendo todo el espesor del esmalte, alcanzando el limite amelodentinario,
pudiendo incluso, afectar la dentina (Forssten y cols. 2010). Este fenbmeno se
produce por el indice de refraccion del esmalte, su capacidad de dispersar la luz, el

aumento de la porosidad de los cristales y la incorporacion de agua y aire al interior
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de su estructura. El esmalte dental tiene un indice de refraccion de 1.66. Un
aumento de su porosidad permite un aumento en su contenido de agua, que posee
un indice de refraccion 1.33. Estas diferencias en los indices de refraccion afectan
la dispersion de luz, lo que permite observar cambios en la opacidad del tejido
afectado respecto al normal. Cuando el clinico seca la superficie del diente
examinado, el aire, con un indice de refraccion 1, remplaza al agua. Como estas
diferencias de refraccion son mayores, se genera una lesion mucho mas obvia a la
inspeccion visual, permitiendo realizar una deteccion mas temprana de la caries
dental (Kidd y Fejerskov 2004).

Si la perdida de minerales de los tejidos dentarios continua, el esmalte colapsa y se
fractura, generando la formacion de una cavidad (Elderton 1990). Este proceso
culmina con la destruccién total del esmalte, la dentina o el cemento, provocando la
pérdida total de la estructura dentaria, con todas las repercusiones que esta

situacion genera en la salud y vida de las personas (Filho y Lima 2008).

2.8 Control de la enfermedad de caries

Es importante tener en cuenta que en el ser humano la biopelicula siempre se
encuentra en formacion, siempre esta presente y metabdlicamente activa, por lo
que el proceso de caries es considerado actualmente un fenébmeno natural, siempre
presente que no puede ser prevenido sino mas bien controlado de modo que una
lesion de caries clinicamente visible nunca se desarrolle (Kidd y Fejerskov 2004).
Los niveles sobre los cuales se puede actuar para controlar la caries como
enfermedad son la evaluacién de los factores de riesgo, instruir a una correcta
técnica higiene dental y proteccion del hospedero susceptible. Dentro de las formas
de brindar proteccién al hospedero susceptible encontramos, entre otros, la

aplicacion de diferentes tipos de agentes remineralizantes (Urzta y Moncada 2008).

2.9 Remineralizantes
Los remineralizantes son agentes que apuntan a reforzar el estado del hospedero

promoviendo la remineralizacion del tejido dental (Lynch y Smith 2012). La saliva
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es el agente remineralizante por excelencia, ya que aporta iones bicarbonato y
fosfato capaces de capturar el exceso de hidrogeno evitando la caida del pH de la
cavidad oral. La disminucion de la concentracién de hidrégeno permite que iones
fosfato e hidroxilo estén en mayor disponibilidad para depositarse en el esmalte y
generar remineralizacion. Ademas, la saliva es considerada un vehiculo clave para
fomentar la remineralizacion del esmalte a través de otros agentes remineralizantes
(Bardow y cols. 2008). Entre otros agentes remineralizantes del esmalte, la
evidencia es amplia en mostrar la efectividad del flior (Marinho y cols. 2003, Walsh
y cols. 2010), el cual podemos encontrar en barnices y geles como el Fluor Silano
0.1% con 7000ppm de flaor y el fluoruro de sodio al 5% con 22500 ppm de flGor
(Duraphat®).

2.10 Fluor

El principal mecanismo de accién del flior en la prevencién y control de caries es
local o posteruptivo, disminuyendo la desmineralizacion y aumentando la
remineralizacion (Hellwing y Lennon 2004, Ten Cate 2004, Fejerskov y Kidd 2005,
Adair 2006). Esto, gracias a las caracteristicas de micro porosidad del esmalte y su
intensa cinética de intercambio de iones con el medio, que permiten a la HAp
remplazar sus iones hidroxilo por iones fltor (Buzalaf y cols. 2011, Lussi y cols.
2012). Es asi como el fluor, por su condicién de sobresaturacién con respecto al
esmalte favorecerd su flujo hacia los cristales, remplazando los iones hidroxilos y
acelerando el proceso de remineralizacion (Catellano y cols. 2013). La sustitucion
de iones hidroxilos por iones fluoruros generara la formacién de cristales de
flourhidroxiapatita o flourapatita. Estos cristales tienen una mayor fuerza de
atraccion entre sus iones, lo que disminuyen el tamafio de su celda unitaria y el valor
del producto de solubilidad (Kps), tornAndola menos soluble y mas resistente al
ataque acido (Whelton y cols. 2004). De esta forma, el pH necesario para producir
un desequilibro quimico e inestabilidad de la molécula debe ser menor a 4.5 (Ten
Cate 1990, Whelton y cols. 2004, Zamora y cols. 2006). Ademas, la presencia de
flaor favorece la formacion de moléculas de fluoruro de calcio en el medio ambiente

oral. Estos son verdaderos reservorios de iones de fluor y calcio pH dependientes.
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Esta molécula, estable a pH neutro, se disocia y se convierte en el mas importante
surtidor de iones para el esmalte en momentos que el pH desciende y se produce
desmineralizacion (Beltran y Goldstein 2000, Zamora y cols. 2006, Buzalaf y cols.
2011). Los fluoruros también tienen efectos sobre el ciclo glicolitico de las bacterias
orales, interfiriendo en la regulacion enzimética del metabolismo de carbohidratos,
reduciendo asi la produccion de acidos por parte de los microorganismos (Ten Cate
2004).

2.11 Fluoruro Diamino de Plata

El Fluoruro Diamino de Plata (FDP) es un agente remineralizante de accién
cariostatica, que ademas de estimular la remineralizacion de los tejidos duros del
diente, presenta una actividad antibacteriana (Rosenblatt y cols. 2009). Su accién
antibacteriana ocurre mediante la interaccion de la plata con los grupos sulfhidricos
de las proteinas y el ADN de las bacterias, alterando los enlaces hidrogenos e
inhibiendo asi los procesos de respiracion, sintesis de pared y divisién celular
(Garcia y cols. 2013). A un nivel macro estas interacciones eliminan las bacterias e
inhiben la formacion de la biopelicula. A pesar de su efectividad clinica este agente
presenta dos grandes problemas: La aparicion de una mancha negra sobre las
zonas tratadas y una elevada toxicidad sobre algunas células orales debido la
presencia de plata en su composicion (Yamamoto 1998).

2.12 Oxido de Grafeno

El avance y la busqueda de nuevos desafios en el &mbito cientifico han impulsado
el desarrollo y descubrimiento de nuevos materiales. Uno de estos es el grafeno, un
material derivado del grafito, una de las formas alotrépicas del carbono, que posee
gran cantidad de propiedades y potenciales usos. El grafeno corresponde a
nanolaminas de carbono unidas mediante enlaces covalentes constituidas por un
solo 4tomo de espesor que posee una estructura hexagonal plana que asemeja a
un panel de abejas (Geim y Novoselov 2007). Su derivado, el 6xido de grafeno,

modificado por el nUmero de oxigenos presentes en su estructura (Zhu y cols. 2010),
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presenta propiedades muy beneficiosas para el ambito odontolégico. Se ha
demostrado que el 6xido de grafeno es muy eficaz en la inhibicion del crecimiento
de bacterias relacionadas con enfermedades orales tales como S. mutans,
Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium nucleatum (Jianliang 2015). A través de
microscopia electronica de trasmision, se evidencié que al entrar en contacto con
estas bacterias presenta actividad bactericida, ya que afecta la integridad de la

pared y membrana celular de dichos microorganismos.

2.13 Modelos bacterianos para el estudio de caries

Para simular lesiones de caries, se han implementado diferentes modelos in vitro a
modo de probar diferentes materiales y técnicas restauradoras (Deng y Ten Cate
2004, Seemann y cols. 2005, Steiner y cols. 2007, Ccahuana y Cury 2010,
Giacaman 2012). Estos permiten tener un mejor control de las variables
experimentales (Shu y cols. 2000). En 2005, Seeman y cols. generaron un modelo
bacteriano monoespecie de S. mutans sobre premolares, con una continua
exposicion a sacarosa al 10%, donde obtuvieron formacion de una biopelicula,
logrando lesiones similares a lesiones de caries.

En 2010 Ccahuana y Cury, implementaron un modelo similar que les permitieron
evaluar el efecto de sustancias antimicrobianas sobre esmalte desmineralizado
mediante la formacién de una biopelicula. Ambos trabajos concluyeron que el
modelo monoespecie de S. mutans genera una biopelicula in vitro y permite la

formacion de lesiones de caries sobre superficies dentales.

2.14 Medicion de dureza

La medicion de dureza superficial es un procedimiento bastante utilizado para
determinar los efectos remineralizantes del flior sobre estructuras dentales en
estudios in vitro (Salehzadeh 2015). En 1992, Kodaka y cols. informaron que existia
una estrecha relacion entre el contenido mineral y la microdureza del esmalte.
Posteriormente, numerosos estudios han evaluado la dureza superficial después de

tratar superficies con fluoruros en forma tépica. Esto ha permitido evidenciar que
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materiales experimentales aumentan la microdureza superficial de lesiones iniciales
de caries (Byeon y cols. 2016).

La prueba de dureza mide la resistencia de la superficie de un material a la
penetracion de un objeto duro. La dureza, dependiendo del contexto, representa la
resistencia a los rayones o a la indentacion, y es una medida cualitativa de la
resistencia de un material. Esta depende del grado de cohesion entre las particulas
gque componen una determinada sustancia (Bouschlicher y cols. 2004). Existen
varios tipos de pruebas para determinar dureza. Estas se dividen en pruebas de
macro y microdureza (Tsukuma y cols. 1985, Donald y cols. 2011). Las pruebas de
microdureza son las mas adecuadas para medir la dureza de la estructura del
diente, ya que permiten medir la dureza de materiales finos y regiones pequefas.
Dentro de las pruebas de microdureza en esmalte, las méas utilizadas son la de
Knoop y de Vickers. Estas utilizan cargas menores a 2 Newton, ideales para

muestras pequefias y resilientes como el esmalte

En un ensayo de Dureza Vickers, el procedimiento consiste en ubicar la muestra
sobre una plataforma y ajustar el lente del microdurémetro hasta que la superficie
se observe nitidamente. Posteriormente, se aplica una carga de 1.961 Newton (N)
durante un tiempo de 15 segundos. El indentador posee una punta de diamante, la
cual deja una huella sobre la muestra con forma de rombo. Al medir las diagonales
de la huella, se obtiene la lectura de microdureza Vickers, que es calculada

automaticamente por el microdurémetro a través de la siguiente férmula:

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 indentacién

(Majithia y cols 2016).
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2.13 Planteamiento del problema

Entre las patologias orales, la enfermedad de caries resalta por su alta tasa de
incidencia. Esta enfermedad, que se caracteriza por la pérdida de minerales por
parte los dientes, afecta funciones vitales basicas como la alimentacion y la
nutricion, y altera otras mas complejas que influyen en la vida de relacién de las
personas. Es decir, tanto la calidad de vida como la salud integral de las personas
se ven comprometidas. Es por eso, que resulta fundamental el desarrollo de nuevas

alternativas de tratamiento que nos permitan combatir esta enfermedad.

Actualmente, en el tratamiento y prevencion de esta patologia, se utilizan técnicas
de inhibicién de la desmineralizacion de los tejidos dentarios, asi como de control
de los microorganismos y de remineralizacion de los tejidos afectados. Productos
que reunan estas propiedades representan una necesidad en la practica clinica de

la odontologia.

Un equipo multidisciplinario de nuestra Universidad, en busqueda de una nueva
alternativa de tratamiento para esta enfermedad, ha desarrollado BlueRemin®. Un
producto a base de flior y 6xido de grafeno que busca ofrecer la posibilidad de
inhibir el proceso de desmineralizacion, al mismo tiempo, generar eliminacion de
bacterias y otorgar una capacidad remineralizante sin toxicidad y aparicion de una

mancha negra en las zonas tratadas.

Para lograr un completo desarrollo de BlueRemin®, con el fin de ser utilizado en la
practica clinica, ain son necesarios los estudios que nos permitan corroborar cada

una de las caracteristicas clinicas que se esperan de este producto.

En este contexto, nos hemos propuesto resolver en primera instancia, la siguiente
pregunta:
¢Tiene BlueRemin® una accion remineralizante in vitro sobre zonas

desmineralizadas de esmalte obtenidas en un modelo experimental de caries?
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. HIPOTESIS

BlueRemin® tiene una accion remineralizante in vitro sobre zonas desmineralizadas

de esmalte obtenidas en un modelo experimental de caries.

IV. OBJETIVO GENERAL

Establecer diferencias en la dureza superficial en especimenes de esmalte
desmineralizados mediante un modelo de caries microbiolégico y luego de ser

sometidos a un protocolo de remineralizacién con BlueRemin®.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la dureza superficial de especimenes de esmalte antes y después
de ser sometidos a un modelo experimental de caries microbioldgico

monoespecie.
2. Determinar la dureza superficial de especimenes de esmalte remineralizados
a través de un protocolo de remineralizacion con BlueRemin®, Fluoruro

Diamino de Plata y Fluor Silano.

3. Comparar las durezas entre especimenes de esmalte remineralizados con

BlueRemin®, Fluoruro Diamino de Plata y Fluor Silano.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Se utilizé el modelo de caries descrito por Ccahuana y Cury (2010), que permitio
simular un ambiente cariogénico mediante la exposicion de bloques de esmalte a
sacarosa, previa formacion de una biopelicula monoespecie de S. mutans. Esto
generd una zona de desmineralizacion compatible con una lesién de caries no
cavitada que luego fue remineralizada con el agente remineralizador experimental
BlueRemin®. Los bloques de esmalte fueron evaluados por microdureza de Vickers
antes de la exposicion a sacarosa, después de la desmineralizacion y una vez

aplicado el agente remineralizador.

6.1 Obtencion y almacenamiento de las muestras

Las muestras se obtuvieron del corte en bloque de 12 terceros molares humanos
incluidos (sin contacto con el medio oral) proporcionados voluntariamente por 5
pacientes que fueron sometidos a exodoncias por indicacion de ortodoncia. Los
pacientes firmaron un consentimiento informado (Anexo 2) donando el material
bioldgico para uso exclusivo de este estudio. Los dientes fueron almacenados en

agua destilada para su conservacion hasta el dia de su utilizacién.

6.1.1 Corte de las muestras

Se cortaron los terceros molares con un disco de acero diamantado de 0.20 mm de
grosor marca Horico (Alemania) (Figura 1). De los bloques de esmalte obtenidos se
seleccionaron 24 muestras de un promedio de 5 mm x 8 mm x 3 mm cada una. La
superficie escogida para el ensayo fue dividida en 3 zonas iguales, las cuales se

denominaron A, By C (Figura 2a).
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Figura 1. Recortadora con disco de acero diamantado. Este instrumento se utilizé para recortar
los terceros molares y obtener las 24 muestras (bloques esmalte) sobre las cuales se desarrollara

una biopelicula de S. mutans.

Figura 2. Esquema de muestras de esmalte. a) Muestra la superficie escogida para el ensayo
dividida en tres zonas iguales denominadas A, By C. b) Se observa ubicacién de las indentaciones

en la zona A. ¢) Bloque de esmalte pintado con esmalte de ufias a excepcion de las zonas By C.
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6.1.2 Medicion durezainicial

A los 24 bloques de esmalte se les realiz6 la medicidn de dureza superficial inicial
mediante 6 indentaciones en la zona A, correspondiente al grupo control,
obteniendo un tamafio muestral N:144 (Figura 2b). Este procedimiento se llevo
acabo con el microindentador de Vickers Struers Duramin (USA) proporcionado por
el Laboratorio de Ciencias de los Materiales de la Facultad de Ingenieria de la
Universidad de Chile (Figura 3). Las indentaciones se distribuyeron de manera
aleatoria. Se utiliz6 una carga de 1.961 Newton durante 10 segundos.
Posteriormente, a cada uno de los bloques, se le calcul6 el promedio de las 6

mediciones obtenidas y se le denominé DS1.

Figura 3. Imagen del microindentador de Vickers Struers Duramin (USA). Instrumento utilizado

para la mediciéon de dureza superficial de las muestras de esmalte.
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Figura 4. Imagen de una microindentacion realizada en la zona A de una las muestras de

esmalte. El rombo corresponde a la microindentacion realizada por el microindentador de Vickers
sobre la muestra de esmalte. Las lineas | y Il determinan la medida de una de las diagonales del

rombo, y permiten calcular el valor de dureza superficial tal como se describié en el Marco Tedrico.

6.1.3 Montaje de las muestras
Los bloques, posteriormente fueron pintados con barniz de ufias en todas las
superficies a excepcién de las zonas B y C, seleccionadas como areas blanco para

la desmineralizacién (Figura 2c).

En forma paralela se confeccioné una estructura metalica de alambre de ortodoncia
de 0.8 mm para cada muestra de esmalte (Figura 5a). La adhesion del bloque de
esmalte a la estructura metélica se realizé con resina flow en la superficie opuesta
a la escogida para el ensayo (Figura 5b). No se realiz6 grabado acido sobre la

superficie.
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Figura 5. Muestra de esmalte con armazén metalico. a) Vista frontal a) Vista trasera, donde fue

adherida la escruta metalica a la muestra de esmalte.

Los 24 bloques, junto con su armazén fueron distribuidos sobre placas de Petri y
esterilizados durante 30 minutos por lado con luz ultravioleta en una campana de

flujo laminar.

Luego, con una pinza estéril, se montaron las 24 muestras sobre una placa de
cultivo celular de polietileno estéril de 24 pocillos marca Trueline (USA). Estas
placas presentan una distribucion de los pocillos en filas (A, B, Cy D) y columnas
(1 al 6), lo que permitié asignarle un nombre a cada una de las muestras para su

posterior identificacion (Figura 6).

N HE

Figura 6. Placa de cultivo celular de polietileno con las muestras de esmalte suspendidas en los

pocillos.
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6.2 Recoleccion de saliva e hidratacion de los bloques de esmalte

Se recolectaron 50 mL de saliva humana de un individuo libre de enfermedades
virales, bacterianas y sistémicas en 2 tubos centrifuga estériles (25 mL en cada tubo
centrifuga). Luego, la saliva fue traspasada a jeringas de 20 mL conectada a un filtro
marca Biofil tipo Syringe Filter de 0.22 um, dispuesto sobre un tubo centrifuga estéril.
La filtracion se llevo a cabo de manera manual aplicando una leve presion digital
sobre la jeringa (Figura 7a y 7b). Esto permitio la eliminacién de microorganismos

de la suspensién de saliva recolectada.

Figura 7. Recoleccidn de saliva. a) Materiales utilizados para filtrar saliva: Filtro Biofil, Jeringa de

20 mL y Tubos centrifuga. b) Proceso de filtracion de saliva.

Para corroborar que la saliva estaba estéril, se sembraron 20 pL de saliva filtrada
en una placa agar Triptona extracto de levadura cisteina (TYCS) y agar sangre, que

luego fueron incubadas en condiciones de microaerofilia a 37°C durante 48 horas.

Una vez obtenida saliva estéril, se depositaron 2 mL en cada uno de los 24 pocillos
conteniendo las muestras de esmalte, previa hidratacién con agua destilada estéril
por 30 minutos. Luego, la placa fue agitada con un Tape shake ® durante 30 minutos
a 37°C. Esto le permitio a la saliva bafiar todas las superficies de esmalte e inducir
la formacion de PA. Una vez trascurrido el tiempo, bajo campana de bioseguridad
nivel Il Ay pinza estéril, las muestras de esmalte fueron trasladas a una nueva placa

de cultivo estéril.
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6.3 Obtencion de cultivo de Streptococcus mutans
Se utilizé S. mutans ATCC 33668 proporcionada por el area de microbiologia de la

Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

Se utilizaron medios de cultivo agar TYCS y caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI).
Cada medio de cultivo se prepard segun protocolo y especificaciones del fabricante.
La preparacion de las placas de cultivo se realizé bajo campana de flujo laminar,
con el objetivo de reducir el riesgo de contaminacion. Se incubaron durante 12 horas
a 37°C como control de calidad y posteriormente se almacenaron a 4°C hasta el dia

de su utilizacion.

Luego de corroborar que los medios de cultivo estuviesen estériles, se procedié a
inocular 100 uL de un cultivo liquido de S. mutans ATCC 33668. Esto se llev a cabo
en ambiente estéril, mediante la utilizacion de un mechero a gas. Las placas se

incubaron en condiciones de microaerofilia a 37°C durante 48 horas.

Una vez obtenidas colonias de S. mutans, se realiz6 un analisis micro y
macromorfolégico para corroborar la pureza del cultivo y luego se resembraron en
caldo BHI suplementado con glucosa 0.1 mM, y se incubaron en condiciones

previamente descritas.

6.4 Formacién de biopelicula

Posteriormente, sobre 22 de los 24 pocillos, se depositaron 2 mL de una suspension
de S. mutans crecida en caldo BHI, ajustada a una turbidez de McFarland 0.5, con
sacarosa estéril al 10%. Esto permitio la formacion de biopelicula sobre las muestras
de esmalte. La suspension bacteriana fue preparada en un tubo centrifuga esteéril
en las siguientes proporciones:

-41.2 mL de caldo BHI

- 4.6 mL de sacarosa al 10%

- 2.2 mL de caldo bacteriano ajustado a 0.5 McFarland
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En los 2 pocillos restantes (C6 y D6) se depositdé 2 mL de una solucion de caldo BHI
estéril y sacarosa al 10% estéril, con el objetivo de obtener dos muestras sin
formacion de biopelicula. Estas dos muestras sin desmineralizar fueron utilizadas
como controles negativos de desmineralizacidn. La solucion se prepar6 en un tubo
centrifuga esteril en las siguientes proporciones:
- 43.2 mL de caldo BHI

- 5.8 mL de sacarosa al 10%

Luego, la placa fue incubada en condiciones de microaerofilia a 37°C durante 36

horas.

Figura 8. Preparacion de suspension bacteriana para la formacién de biopelicula sobre las muestras

de esmalte.

Figura 9. Muestras de esmalte suspendidas en suspensién bacteria y solucién estéril (pocillos C6 y
D6).

27



6.5 Tratamiento de desmineralizacion

Luego de formada la biopelicula, las muestras fueron introducidas en una solucién
de sacarosa estéril al 10% durante 5 minutos, 4 veces al dia por 5 dias con el
objetivo de lograr una zona de desmineralizacibn compatible con una lesion de

caries dental no cavitada, como indica el protocolo de Ccahuanay Cury (2010).

Para esto, al inicio de cada jornada, se prepararon 3 placas de cultivo celular con
distintas soluciones (Figura 10). La primera placa (P1), contenia en sus 24 pocillos
2 mL de una solucién de caldo BHI y glucosa 0.1 mM. Esta solucion fue preparada
en un tubo centrifuga estéril en las siguientes proporciones:

- 43.2 mL de caldo BHI

- 5.8 mL de glucosa 0.1 mM

La segunda placa (P2) contenia 2 mL de sacarosa estéril al 10% en todos sus
pocillos, y la tercera placa (P3), suero fisioldgico estéril. Esto, para poder realizar

los pasos descritos a continuacion.

Placa P1 Placa P2 Placa P3

Figura 10. De izquierda a derecha: Placa P1 con solucion de BHI y glucosa 0.1 mM, Placa P2 con

sacarosa estéril al 10%, Placa P3 con suero fisiolégico estéril.
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Cada 24 horas los bloques de esmalte fueron traspasados con pinza estéril y bajo
campana de bioseguridad a una placa P1 con caldo BHI y glucosa fresca, con el

objetivo de mantener cepas bacterianas fisiolégicamente activas.

El tratamiento desmineralizador consisti6 en llevar los blogues de esmalte a
sacarosa estéril al 10% durante 5 minutos. Cada muestra, antes de ser colocada
nuevamente en su cultivo bacteriano fue lavada con suero fisiolégico estéril para
eliminar residuos de sacarosa. El procedimiento se repiti6 4 veces al dia, a
intervalos de 3 horas, durante 5 dias seguidos.

Durante el desarrollo del experimento se incluyeron los siguientes controles:

- Control de viabilidad y pureza: para corroborar viabilidad y pureza de los inéculos
de cada pocillo, se sembro6 20 uL del cultivo en una placa de agar TYCS rotulada y
dividida en 24 secciones (una para cada pocillo). Luego de 24 horas de incubacién
en condiciones microaerofilia a 37°C, se confirmo la existencia de colonias en la
placa agar de morfologia compatible con la descrita para S. mutans. Posteriormente
las células obtenidas fueron tefiidas con tincion Gram y observadas al microscopio
Optico. Ademas, una de las muestras (D2) fue retirada al tercer dia de formacién de

biopelicula y observada al microscopio electronico de barrido.

- Control negativo de desmineralizacién: correspondié a las muestras sin
desmineralizar (C6 y D6) en donde se depositd caldo estéril y, por ende, no hubo

formacion de biopelicula.
- Control positivo de desmineralizacion: se llevdo a cabo mediante Ila

desmineralizacion con acido ortofosférico al 37%, segun indicacion del fabricante

para esmalte, de la superficie C de una de las muestras sin desmineralizar (C6).

29



Formacion Tratamiento de
biopelicula desmineralizacion

| |
DIA 3 nn DIA 7 DIA 8

Protocolo diario
1. Preparacion placas con solucién de BHI y glucosa,

_[

- Esterilizacion muestras (1 hora) sacarosa 10% y suero fisiologico "g
- Hidratacion muestras (30 minutos) 2. Traspaso de muestras a placa recién preparada con (]
- Formacién PA (30minutos) solucién de BHI y glucosa §
-Incubacién de las muestras con 3. Medicioén de pH caldos de placa antigua a')
solucion de S. mutans crecida en BHI 4. Tratamiento de desmineralizacion: Los siguientes %
ajustada a McFarland 0,5 y sacarosa pasos se realizaron 4 veces al dias 2
al 10%(36 horas) (7:30, 10:30, 13:30y 16:30) %
Exposicion a sacarosa 10% por 5 minutos £

i

Lavado en suero fisiolégico
Reposicion de las muestras a placa paso 2

Figura 11. Esquema resumen de protocolo experimental para la formacion de biopelicula y
desmineralizacion de las muestras.

6.6 Acidogenicidad de la biopelicula
Para determinar la produccion de acidos por parte de la biopelicula, se midio el pH
de los medios de cultivo de cada pocillo con un papel indicador pH. Las mediciones

se realizaron aun vez al dia, al iniciar la jornada, en la placa P1 desechada.

6.7 Recoleccién de las muestras

Luego de ser sometidas al proceso de desmineralizacion durante 5 dias, las
muestras se lavaron con suero fisioldgico estéril y cepillo suave, para eliminar
residuos de biopelicula (Figura 12a). Una vez limpias se procedio a retirar el esmalte
de uias de las muestras (Figura 12b).
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Figura 12. Recoleccion de muestras de esmalte. a) Muestra de esmalte desmineralizado sin

biopelicula. b) Muestra de esmalte desmineralizado una vez removido esmalte de ufias.

6.8 Medicion de dureza después de la exposicion

Posteriormente, se procedid a medir la dureza superficial desmineralizada en la
zona B mediante 6 indentaciones con microdurometro, realizando el mismo
procedimiento aplicado para la obtencion de los datos de DS1, obteniendo un
tamafio muestral de N: 144. Se calculé el promedio de las 6 indentaciones y se

denominé DS2.

6.9 Tratamiento remineralizador

Tras obtener los bloques de esmalte desmineralizados, las muestras se secaron
con una motita de algodon estéril, con el objetivo de evitar interferencias entre la
humedad y el producto. Se les aplicé BlueRemin® sobre la zona C dejando actuar
durante 2 minutos, luego se retir6 el agente remineralizante con agua destilada
estéril. Las muestras se dejaron en saliva artificial por 16 horas a 37°C, con el
objetivo de simular las condiciones del medio oral y permitir la incorporacion de
minerales al interior del esmalte, gracias al rol de vehiculo que ejerce la saliva en el

proceso de remineralizacion (Figura 13).
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Figura 13. Muestras de esmalte conservadas en saliva artificial luego de la aplicacién del agente

remineralizante BlueRemin®.

Se incluyeron los siguientes controles:

-Control positivo de remineralizaciébn: se aplico, sobre dos muestras
desmineralizadas elegidas al azar (A6 y B6), Fluoruro Diamino de Plata (FAgamin®,
Tedequim S.R.L., Cérdoba — Argentina) y Barniz de Fluor (FlGor protector Barniz
Ivoclar Vivadent A.G., Madrid — Espafia), siguiendo el mismo protocolo utilizado para
la aplicacion de BlueRemin®.

-Control negativo de remineralizacion: se utilizd la zona C de la otra muestra sin
desmineralizar (D6). A esta muestra no se le realizo ningun tratamiento, a la espera

de que mantuviera sus niveles de dureza.

6.10 Evaluacion de remineralizacion

Para evaluar el grado de remineralizacion se volvido a medir microdureza de las 24
muestras, esta vez sobre la zona C en donde actudé el agente remineralizador,
siguiendo el mismo protocolo de las dos mediciones de dureza anteriores. Se volvio
a calcular el promedio de las 6 indentaciones y se denomind DS3. Tamafo muestral
N: 144.
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6.11 Evaluacion de cambios estructurales

Para evaluar los cambios sufridos en la estructura del esmalte, una vez finalizado el
experimento, se observaron en microscopio electronico de barrido, las tres zonas
de trabajo: zona A control, zona B desmineralizada y zona C remineralizada con

BlueRemin®.

6.12 Analisis estadistico
Mediante el analisis estadistico se determinaron las diferencias existentes entre las
durezas de especimenes de esmalte desmineralizados y remineralizados con

BlueRemin®. Para eso se utilizaron los siguientes test estadisticos:

- Test de Shapiro-wilk: se utilizé para de determinar el tipo de distribucién de las

medidas de cada grupo (normal o no normal).

- Test de Student: tras obtener medidas con distribucion normal, se utilizé este test
para comparar los promedios de DS1/DS2 y DS2/DS3 para establecer si existia

diferencias significativas entre ellos.
- Test de Bonferroni: se utilizd6 para comparar los promedios de datos entre los

diferentes tratamientos remineralizantes (BlueRemin®, Fluoruro Diamino de Plata y

Barniz de Fluor) y establecer si existian diferencias significativas entre ellos.
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VII.LRESULTADOS

7.1 Generacion de un modelo experimental de caries microbiolégico

monoespecie.

7.1.1 Formacioén de biopelicula

Mediante inspeccion visual se evidencid la formacion de una biopelicula
blanquecina sobre las superficies de las 22 muestras de esmalte expuestas a una
suspension de S. mutans crecida en caldo BHI, ajustada a McFarland 0.5 con
sacarosa estéril al 10% (Figura 14a y 14b). Las muestras incubadas sin una
suspension bacterias (C6 y D6) mantuvieron sus superficies limpias sin formacion

de biopelicula, como se observa en la Figura 14c y 14d.

Figura 14. Imagen de bloques de esmalte al quinto dia de exposicién a sacarosa. a) Vista frontal
de una muestra de esmalte con formacién de biopelicula. b) Vista posterior de una muestra de
esmalte con formacién de biopelicula. ¢) Vista frontal de una muestra de esmalte sin formacién de
biopelicula. d) Vista posterior de una muestra de esmalte sin formacion de biopelicula.
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7.1.2 Controles de viabilidad y pureza de S. mutans

Las pruebas de viabilidad y pureza fueron positivas para todas las muestras de
esmalte con indculo de S. mutans. Como se observa en la Figura 15, se confirmé la
existencia de colonias bacterianas en la placa de agar TYCS con morfologia
compatible con la descrita para S. mutans en todas las muestras en donde hubo

formacion de biopelicula.

(&
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Figura 15. Imagen placa de agar TYCS usada para el control de viabilidad de S. mutans al quinto

dia de exposicién a sacarosa.

Las muestras D2 fue retirada al tercer dia de exposicion a sacarosa para ser
analizada al microscopio electrénico de barrido. La muestra D5 fue eliminada del
experimento por contacto con superficie contaminada. Por esa razén no se observa

crecimiento bacteriano en el control al quinto dia de exposicion (Figura 15).

Mediante microscopia electrénica de barrido, se evidencio la presencia de bacterias

S. mutans inmersas en una matriz de exopolisacaridos (Figura 16).
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Figura 16. Imagen de microscopia electrénica de barrido de la superficie de un bloque de esmalte
(D2) con bacterias de S.mutans (x11000).

7.2 Medicion de pH

El pH promedio durante los 5 dias de tratamiento desmineralizador para los caldos
con formacién de biopelicula fue de 4.4 y para los grupos control negativo de
desmineralizacion (D6 y C6), 6.2 (Tabla 1).

Tabla 1. Promedios con desviacion estandar de pH en medios con formacion de biopelicula y grupos

control.
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7.3 Mediciones de dureza
Las mediciones de dureza superficial en DS1, DS2 y DS3 de cada muestra de

esmalte se encuentra en la Tabla 2 adjunta al Anexo 3.

Al comparar los valores de DS1 y DS2 de todas las muestras sometidas a
tratamiento desmineralizador con formacion de biopelicula (Figura 17), se encontro
una disminucién de la dureza superficial estadisticamente significativa (p < 0.05),
con un promedio de 198.7 HV (95% IC: 174.6 — 182.5 p = 0.02). En cambio, las
muestras C6 y D6, utilizadas como controles negativos de desmineralizacion en
DS2 (sin formacién de biopelicula), no presentaron variaciones entre sus valores de
DS1y DS2 (Figura 18).

La muestra C6, utilizada como control positivo de desmineralizacion en DS3, fue
desmineralizada con acido ortofosférico al 37%, por eso se aprecié una disminucién

en sus valores de dureza superficial entre DS2 y DS3 (Figura 18).

Al comparar los valores de DS2 y DS3 de las muestras tratadas con BlueRemin®,
se observa un aumento en la dureza superficial estadisticamente significativo (p <

0.05) de todas las muestras una vez aplicado el agente remineralizador (Figura 17).

Las muestras A6 y B6 correspondientes al grupo control positivo de
remineralizacion, tratadas con Flior Silano y Fluoruro Diamino de Plata
respectivamente, también presentaron un aumento en sus valores de dureza

superficial estadisticamente significativo (p < 0.05) entre DS2 y DS3 (Figura 17).
Por ultimo, la muestra D6, control negativo de remineralizacion (sin tratamiento

remineralizador), almacenada en salivada artificial al igual que las otras muestras,

no presento diferencias entre sus valores de D2 y DS3 (Figura 18).
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Diferencias dureza entre
DS2y DS3

Aumento promedio: 102.2 HV
IC 95% : 94.6 — 109.4 HV
P=0.01

Diferencias dureza entre
DS2y DS3

Aumento promedio: 83.6 HV
1C 95% : 74.3-92.9 HV
P=0.03

Diferencias dureza entre
DS2y DS3

Aumento promedio: 73.8 HV
IC 95%: 62.3 - 85.2 HV
P=0.01

Figura 17. Gréficos con valores minimos, maximos y promedios de dureza superficial en DS1,
DS2 y DS3 para los especimenes de esmalte con formacion de biopelicula y tratamiento
remineralizador. Al pie de cada grafico se encuentra el promedio, intervalo de confianza (IC) y valor
p (p) de las diferencias de durezas obtenidas entre DS2 y DS3 luego de la aplicacion del agente
remineralizante.
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Muestra Cé y D6
400 384,6 381,3 3832
350 378,5 379,3
300
274,3
250
200
DS1 DS2 DS3

Figura 18. Gréaficos con promedios de dureza superficial en DS1, DS2 y DS3 para las muestras
sin formacién de biopelicula. Ambas muestras fueron utilizadas como control negativo de
desmineralizacién en DS2. En DS3 C6 (naranjo) fue utilizada como control positivo de
desmineralizacion y se desmineralizé con acido ortofosforico al 37%, en cambio, D6 (verde) se utilizo

como control negativo de remineralizacién, por lo que no se le realizé tratamiento remineralizador.

Al comparar los aumentos de dureza superficial obtenidos por los especimenes de
esmalte entre DS2 y DS3 con los distintos agentes remineralizantes, se observo
gue BlueRemin® fue el producto que logro un mayor aumento de dureza superficial
(Figura 17), aun asi, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p >
0.05) (Tabla 3).

Tabla 3. Analisis estadistico de Bonferroni. En la tabla se observan las diferencias entre

promedios de aumentos de dureza de los distintos agentes remineralizantes y su correspondiente

valor p.
Agentes remineralizantes Diferencias de aumento de dureza
BlueRemin® vs Barniz de Flior 18.3 HV
p=1.00
BlueRemin® vs FDP 28.2 HV
p = 0.64
Barniz de Flior vs FDP 9.8 HV
p=1.00
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7.4 Cambios estructurales de las muestras de esmalte

La microscopia electrénica de barrido evidencié cambios estructurales evidentes
entre las superficies de los bloques de esmalte sano, después de la exposicion al
modelo microbiolégico y una vez aplicado el nuevo agente remineralizante
BlueRemin®. Como se observa en la Figura 19, las muestras presentaron un
aumento de la porosidad luego del tratamiento desmineralizador y una disminucién

de la porosidad después de la aplicacion del agente remineralizante.

Figura 19. Espécimen de esmalte bajo microscopia electrénica de barrido (x1800). a) Inicial. b)

Desmineralizado. ¢) Remineralizado con BlueRemin®.
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VIIl. DISCUSION

La induccion quimica de lesiones de caries por medio de acidos organicos es uno
de los principales métodos utilizados para estudiar y aclarar los mecanismos
implicados en la desmineralizacion y remineralizacion del esmalte. Un andlisis
mediante exposicion directa a acidos, que no incluye presencia bacteriana, no
considera las interacciones que modulan el proceso cariogénico in vivo. Es por eso,
que un modelo in vitro, que utiliza bacterias, es mas representativo que sistemas
quimicos, de acuerdo con los modelos desarrollados por Shu y cols. (2000) y Steiner
y cols. (2007).

A pesar de que aun nos encontramos con la imposibilidad de representar la totalidad
de las interacciones ambientales que se llevan a cabo en la cavidad oral y que
influyen en el desarrollo del proceso carioso, como son la presencia continua de
saliva, la ausencia de periodos de remineralizacion y las interacciones entre
distintos tipos de microorganismos, la utilizacién de un modelo bacteriano in vitro
nos permite incluir uno de los factores relevantes en el proceso de formacion de
caries: Bacterias. Ademas, estos modelos permiten controlar y modificar factores
experimentales en el estudio del desarrollo de la lesién de caries (Shu y cols. 2000,

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

Hernandez y Sanabe (2015), compararon un modelo bacteriano monoespecie de S.
mutans con uno multiespecie compuesto por S. mutans y Lactobacillus acidophilus.
Ellos concluyeron que un modelo multiespecie genera mayor desmineralizacion que
uno monoespecie. Esto se condice con la teoria de placa no especifica postulada
por Theilade (1986), en la que se refiere a la caries dental como el resultado de la
actividad global de la microbiota total presente en la biopelicula. No obstante,
modelos bacterianos monoespecie, como el utilizado en el presente trabajo,
favorecen el estudio controlado de las propiedades de las especies bacterianas de
forma individual (Marsh 1995).
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La seleccion de S. mutans en este estudio, a pesar de no ser la especie bacteriana
mas abundante y metabdlicamente activa en el proceso de formacion de caries
(Simon y cols. 2014), radica en que es la especie bacteriana con mayor niumero de
resultados favorables respecto a la formacién de biopelicula y desmineralizacién de
esmalte en trabajos con modelos bacterianos similares, tales como los descritos por
Deng y Ten Cate (2004), Seemann y cols. (2005), Steiner y cols. (2007), Ccahuana
y Cury (2010) y Giacaman (2012).

En el presente estudio se evidencié que luego de la exposicion de bloques de
esmalte al modelo microbiol6gico monoespecie de S. mutans, los valores de dureza
superficial de todas las muestras con formacion de biopelicula disminuyeron de
forma significativa y de manera concordante con el control positivo de
desmineralizacion. Estos resultados se condicen con los obtenidos por Seemann y
cols. (2005), Steiner y cols. (2007), Ccahuana y Cury (2010) y Giacaman (2012) en
sus disefios experimentales de biopelicula de S. mutans, desmineralizacion y
efectos en la dureza superficial del esmalte. La microdureza y contenido mineral de

las muestras también disminuyd en comparacion con la de un esmalte sano.

Es importante resaltar que ademas de la disminucion en la dureza superficial de las
muestras, fue posible evidenciar cambios de coloracion y textura. De superficies
brillantes, suaves y duras pasaron a superficies blanquecinas opacas, rugosas y
blandas, todas caracteristicas compatibles con una lesion inicial de caries, tal y
como fue descrito por Thylstryp y Fejerskiv (1988), Balda y cols. (1999) y Kidd y
Fejerskov (2004). Ademas, mediante microscopia electronica de barrido, se aprecié
un aumento en la porosidad de la estructura del esmalte, también caracteristica de
una lesion inicial de caries, similar a lo obtenido por Balda y cols. (1999). En cambio,
las muestras del grupo control negativo de desmineralizacion no presentaron
formacion de biopelicula ni cambios en la coloracion y textura al ojo desnudo, y
mantuvieron sus superficies sin variaciones de dureza superficial. Estos resultados
validan el modelo bacteriano monoespecie de S. mutans in vitro en la formacion de

biopelicula y lesiones de caries sobre especimenes de esmalte.
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En cuanto a las investigaciones para el tratamiento de la enfermedad de caries,
estas se han enfocado en el desarrollo de agentes quimicos que permitan la
prevencion y/o el tratamiento no invasivo de las lesiones. La mayoria de estos
agentes buscan favorecer el proceso de remineralizacién y fortalecer la estructura
del diente, disminuyendo asi la susceptibilidad al ataque acido y consecuente

pérdida de tejido dentario.

Varios estudios han demostrado que los tratamientos con agentes a base de fltor
son eficientes y logran remineralizar las lesiones iniciales de caries: Geiger y cols.
(1992) concluyeron que se podia conseguir una reduccion significativa de las
lesiones iniciales de caries durante el tratamiento de ortodoncia a través del uso de
colutorios a base de flior. Gbmez y cols. (1993) observaron que cuando hay fluor
en saliva, la dureza superficial de lesiones incipientes aumentaba entre un 48-59%,
en comparaciéon al 17% alcanzado en su ausencia. Marinho y cols. (2002)
determinaron que el uso combinado de fluoruros topicos en forma de pastas
dentales, colutorios, barnices y geles, son efectivos en la prevencion y tratamiento

de las lesiones de caries.

Asi mismo, Benson y cols. (2005) demostraron que era posible conseguir una
reduccion significativa de lesiones de mancha blanca en tratamientos de ortodoncia
a traves del uso de diferentes agentes a base de fldor. A su vez, Rodriguez y cols.
(2005) observaron un aumento de la dureza superficial del esmalte sometido a un
modelo in vitro de desmineralizacion luego de la exposicidon a diferentes dentifricos
a base de flior en distintas concentraciones. Posteriormente, Rosenblatt y cols.
(2009), en una revision sistemética, concluyen que el Fluoruro Diamino de Plata es

un agente eficiente en la prevencion y remineralizacion de lesiones de caries.

Mas recientemente, Chaudhary (2013) al evaluar los cambios de microdureza
superficial en esmalte desmineralizado tratado mediante dentifricos con y sin fluor,
observaron que el mayor grado de recuperacion de microdureza superficial se logro
mediante el tratamiento con fluoruro de estafio. Finalmente, Byeon y Lee (2016)

evaluaron el efecto de la aplicacion unitaria y combinada de agentes a base fluor,
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concluyendo que aplicaciones combinadas tienen mejores efectos en la

remineralizacion y fortalecimiento de las superficies del esmalte.

Todos estos resultados son concordantes con los obtenidos en el presente estudio,
en donde, luego de la aplicacién del agente remineralizante BlueRemin®, todos los
especimenes de esmalte desmineralizados experimentaron un aumento
significativo en los valores de dureza superficial, al igual que los controles positivos
de remineralizacion tratados con Fluor Silano y Fluoruro Diamino de Plata. El control
negativo de remineralizacion, donde no se aplicé ningun agente remineralizante,
pero que fue incubado en saliva artificial al igual que el resto de las muestras, no
experimentd variaciones de dureza superficial. Esto sugiere que el aumento de
dureza de las muestras se puede atribuir a la accibn de los agentes

remineraliazantes y no a los iones presentes en la saliva artificial.

La observacion de las superficies de esmalte mediante microscopio electronico de
barrido nos permitié evidenciar una disminucién de la porosidad del esmalte
desmineralizado mediante el modelo bacteriano monoespecie de S. mutans, luego

de la aplicacion de BlueRemin®.

En cuanto a la eficacia de los distintos agentes remineralizantes utilizados en este
experimento, BlueRemin® alcanzé un mayor aumento de la dureza superficial del
esmalte desmineralizado, en comparacion con Flaor Silano y Fluoruro Diamino de
Plata. Aun asi, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p > 0.05).
Por lo tanto, no se evidenci6 diferencias en la capacidad remineralizante de estos
tres agentes.

Cabe mencionar que en el presente estudio no se analizé en forma cuantitativa la
ganancia de minerales de las muestras de esmalte luego de la aplicacion de los
agentes remineralizantes. No obstante, existe una relacion directa entre
microdureza y remineralizacion (Kodaka y cols. 1992, Salehzadeh 2015). Para

abordar este problema, se sugiere la medicién cuantitativa de la remineralizacion de
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las muestras a través de un analisis mediante microradiografia transversa

(Magalhaes y cols. 2009).

Finalmente, esta investigacion se centrd en evaluar la capacidad remineralizante de
BlueRemin® sobre especimenes de esmalte sometidos a un tratamiento de
desmineralizacion mediante un modelo bacteriano monoespecie de S. mutans in
vitro. Los resultados favorables obtenidos de este trabajo, en el cual se demuestra
la capacidad remineralizante de BlueRemin®, permiten el inicio de una linea de
investigacioén para evaluar las propiedades y futuras aplicaciones clinicas de este
agente. Esto con el objetivo a futuro de poner a disposicion del clinico una nueva

alternativa para el tratamiento no invasivo de la enfermedad de caries dental.
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Xl. CONCLUSIONES

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

1. El modelo bacteriano monoespecie de S.mutans es eficiente en el proceso
de desmineralizacion superficial del esmalte.

2. Debido a que la aplicacion de BlueRemin® generd un aumento de la dureza
estadisticamente significativo (p < 0.05), y una disminucién de la porosidad
en todas las muestras de esmalte, se sugiere que posee capacidad
remineralizante.

3. BlueRemin® podria tener una capacidad remineralizante equivalente a

Barniz de Fldor y Fluoruro Diamino de Plata.
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ANEXO 1: Acta de aprobacién de protocolo de investigacion

o Ed-19 do oolubne 2006

q

FACULTAD [ | COBITE ETHO0
DUROSTOLOGEA | CIENTIFNOD

ACT4 DE APROBACION DE PROTOCOLD DE INVESTIGACICN

1.

2.

3.
4.

a.
B
7.

.-

INFORME 201615

Acta de Aprobacion de Proyecio adscrifo 3 Open Bsauchsf "Efacto raminerallzanibs
de un agenis 8 baes de fdor y grafeno sobre bloques de esmalte desmineralizado
Hallgy 2015, wizadao por 12 Dirscclin de Investigaciin de la Faculizd de Sdontologla
[DIFO).

Mlsmbroe dal Comits Etlco-Clentifico de la Faculied de Odontologla da la
Unlvereldad de Chilla participantes en 12 aprobaclon dal Proyecto:

DOv. Bduardo Farméndez Sria. Pauling Mavarrets Or. Marco Comeja
Prasidente CEC SBagretaria CEC Wice Pdte. CEC
Dra. Weronlka Viell Cv. Mauricio Basza &r. Roberto La Rosa
Mimbra permansria CEC Miambre pamananta GEC Membra permarsria CEC

Dr. Alfredio Molina
kizmbra Abema CEC

Facha de Aprobachin: 24-10-201&
Titulo complste del proyecte: “Efecte remineralizants de un agents a baee de fluor y
grafenao, sobre bloques de samalte desminarallzado = Halley 2015.
Investigador responsale: Or. kana Diez Dasqgue.
Institucidn Patrocinante: Proveclo de Innosacion Open Basuchaff catagaria Haley 2015
Documentaclan Revisada:

»  Consentrmienio Infarmado (C1) aprobads par CEC, can timbre w fecha de odcadn

correspandiens, debidaments lechads v irmado por lodas los invalweradaes.
Fundamentacion de la sprobacidn

Este proyecto as aprobeda luego qua se realizerdn les modficadanas en relacian a bs
giguiantes sapacios licos
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= Enal & se explica mazjor on quit consiste el proyects, incorpora el contacta CEC y
adapta la redaccidn o wn lenguaje mes compronsible para ks sujelos  de
Imvestigacian

= Se enlega aulofizacdn de Direccidn Clinisa FOUCH, que da cuenla de &su
canacimiondo respecta de bs aclividades del prowvecto en las dependoncias
carrespondientbas

En consecuencis, al Comité Etico Cientifico de b Feouliad de Cdoniolagie de la
Unneersidad der Chile, ba aprobada of Protocolo del estedio fiuado *Efecio remineralizanba
de un aganta a basa da fidor v grafend sobre bloguaes da esmeta desmineralizada® Halley
2015,

227377/

A7 '

Clc.: Investigador Principal y Secratarla CE.C.
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ANEXO 2: Consentimiento informado.

Ediciiin dot Tl 1206

W

1= TR LT )
R 0N TN

Tifulo del Protocolo: “Efecio remingralizants oe un agents & bass de Maory grafeno
gobre bloques de azamite desmingralizado®

Investigador Principal: Dir. Miwin Dinz Dosque
Inslilulo de nvesigacianess en ciencigs odonlokdgicas
Fono: +54& & #82406485 E-mall; mmdiaziuechile.cf

Sede de Estudio: Fecultad de  Odontologia, Universkdad o Chile - Sargio
Livingslone 943 - Indapandentia, Sanlaga.

Hombra dal Partlcipante:

Este documeardn de Consentimianio Informads se aplicard a pacientas candidatos a exodondga de
teraros malares inclildos, ¥ consta da dos partas:

= Infarmacidn (proganciona informacitn sabre al estudia para usled).

+ Formulano de Consentimbanio (para firmar sl 6516 da acuerdo en parlicipar),

L. recibird una copia complata ded Documents de Consentimients Informado.

Mi nambra as Maro Diaz Dosqua y soy acadédmico de la Faculted de ODdontolagia de s
Uiniversidad «de Chie, Estoy realizando una mvestigackin cuyse abjelivo es comprobar ol efecio
ramimarslizante de un aganle & basa de fidor v grafano sobre blaquas de asmakedesminaralizada

Le proporcionend infamecian y lofs) invilend a ser parte de este prayecta. Mo tiene gue decidr hay
gi lo hard o ma Anles de lomar so decisidn FILItEﬂE- hablar acarca de la il'l'n'\&fl!ijﬂﬂk':ﬂ ma ] r.'b.IH|IC|ui-E1'
parsona de su conflanza. Esta proceso sa conoca como Consenimienio Informads vy pueda que
conbanga lErminos gue usled no comprenda, por ko gue sientasa con la abaaluta libertad para
preguntar sobee cualquicr aspecto que e ayude adarar sus dudas al mespecino
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Informacion

La pérdida de mimnarsdas par para de los dienbes reprasants un problema peincipal en e
desarrolo de patlogias bucakes. En al ratamienta v prevenddn de astas enfermedadas se
utilizen praductas que Ganen la cepesidad da inhibr la desmineralizacin dal teido damaria, de
canliolar la profferaciaon bacledana y remineralizar loa dienles. Asi, poduclos can eslag

carncimristicas meprosentan uma gran necesidad clinica on la pradciica de @ odoniolagia,

El desarrclio de BueReming, realzads par un equipa de profesionaks de i Universidad
de Chile 88 enfoca anm un nuevo products para & menel de le canes dental v otras
enfermedades que alectan & kos dienbes.

Fara lograr & desamolle complede de BueRemin® ain son necesanias diferentas
achvidades de abaraloio que lkegren cumglic ohjelivas iGonicos y dinicas que nos permitan tenoer
safuridad respacia del Tuncionemianio de aske produch.

La presenta invesligacion bane por objelivo resolver la siguienta pragunta. ;Tene
BluaReminid una accidn reminaralizanie &0 supenices gandanas, de dienbas axiraidos?

Al participar an esle esludio, no existe ningin lps de benelico nmedalo por la
paricipacian en ol estudio va que los dienles a lilizar san nomalmenie desechados, Sinembango,
LOMa consacuencia de esla doracidn ¥ de la inwestigacion & raehzar, usled ayudard a egorier

mfarmaciin no disponible sobee b ulilizacion doe esie Auavo prodecaio.

i ushed decide participar, se le salicitard la donacion de sus dienles exlraidos, las cuslas
seTAn cartados an bloques, desmineralizados v luego =a kes aplcam BlusRaming, Los dientas
donadas s ulilizeran 280 con al fin recién expueslo. Mingln otro lipo de estudio e realizard con
s dientes. Uina waz observados y desorbos s msuliedos, los dientes serin destnidos y
eliminados siguiends ks protocolos de biosaguridad,

Listed no corrard ningin rasgo derlvedn del pracadimianto de la investigacion, debido &
ques esle se reslzard en dienes que ya ban sdo exlraides en las dependencias de la FOUCH.

Tampoco implica costas adicionales para usted, pero el financiamiento del procesa s oa
exiraccidn serd su responssbilidad. £y

3 cOMITE

_ DE

B, _ETca

U
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Lo criterios de inclugidn son: packnlas con indcacian de exedonca de larcans malanas
ncluidos, 8510 significe dientas que estan al Interor del hueso

Los crilerias de exdusicn son pacienies con feroonos molires  samicupoionados a

pacientes con lencants malemas erupsionedos [gue asien presentes an DoCa) que hEyan fenica

conkacks can la saliea

La infarmacion ablenida de la invesligacan, respecto de la idenliicacion de parlicipanlas,
soTa mantanida con esincta confidencialidad por &l investigadar, El nombre v dalos personakes de
usted no serdn regisrados, Los resuliados emenados de este esludio podrdn ser publicados en

rerviskas cienbifions,

Aclaraclones

+  La parficipesion as completamante voluniaria,

= Mo habr ninguna consecuancia desfavorable para usted, an casa de no aceptar I
parficipacidn '

= Mo tendrd que efeciuar gasio sljuna como consediendcia del astudia.

= Norecibid peqo por su parficipeckn,

= Usted podra solicitar informecion actuslzads sobre &l estudo, al investigador rasponsabba;
Dir. Mario Diaz Dosque, Fona: +56 9 B82446605 e-mall: mrdiazG@iechile. o

« Sl conskdara que no eeisten dudas nl preguntas scarca de su particlpacian, puads sl o
dasea, firmar la Carta de Consenimiento Informado anexa al documenta,
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Carta de Consentimianto Informada

& fravds de |a presents, daclarg v manifiesto, libre v aspontansamenta, v an consacyencia, acapio
e

1, He leids y comprendida la informacdn antedarmiente entregada v que mis preguntas han
=ido respandidas de manera aatislactana.

Ha sido Informadsda) y compranda la necasided v fines da ser atandido
Tengs conocrmento del procedimiento a realizar,

Conozos ks Meneficos de partcipar en la Insestigacion

El procadimienio no lisne nesgo alguna para mi salud,

Ademas de este informacdn que he recbido, sard informadoja) an cada momenia vy al
ruerminnin de | ovolucidn de mi proceso, de manera werhal wo esoria s fuers
fiecEsaria ¥ al aribanio dal nvestigador.

L U

7. Bulonzo & usar mi caso para investigacion y pars sar eEado como mataral sudisdsual an
clhasns, profegiendo mi dentidad,

4. En caso de cuskuier dude puede acudr Feculiad de Odontologia, Univeraidad de Chile —
Sergio Livingsione 843 < Independenda, Santiags. Los dias lunes, migreokes v wiermas
desde las .00 hasla las 1700 haras,

8 S L4 deses consultar sobre sus derachos como sulsto de invesligacidn o plansa qua
ealed kan sido vainerados se puede difgir &l represantants dal Comild Elica de la Facultad
de Odontalogia de la Univaraidad de Chile: Or, Sdussdo Ferndandez . al teldfong (02)
2978170%, on hararia de oficing o al mail cecfouch@odoniolgia uchile ol

Diry Fii eonidanlimiento al invesigadar y al reats de colaboradores, a reslizar o procedmisnts
diegnistico pertinenta, PUESTO QUE SE QUE ES POR MI PROPIC INTERES

Mambire del Pacienba:
Firma;

Facha:

Seccldn a llenar por gl Investigador Principal

Ha axplicado &l Sria) la natraleza de s
investigacidn, le he explicads acarca de los riesgos v baneficios que implica su paicpackin, Ha
conlestads a las pregunlas y he preguntado s lene alguna duda Aceplo que conozeo
normativa Wgente pars realizar la investigacidn con seres humanss y me apego s ela,

Hombre del Investigador Principal
Firma:
Facha

Mombee del Drectar del establecminnio danda realiza la imsestigacion o de Su reprg
Firmea
Facha:
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ANEXO 3

Tabla 2. Valores de dureza superficial de Vickers de los bloques de esmaltes en zona control
(DS1), luego de ser desmineralizados mediante un modelo bacteriano monoespecie de
S.mutans (DS2) y luego de la aplicacion de los agentes remineralizantes (DS3). Las muestras
A6 y C6 fueron utilizadas como control negativo de desmineralizacion en DS2. En DS3 C6 fue
utilizada como control positivo de desmineralizacion y se desmineralizé6 con acido ortofosférico al
37%, en cambio, D6 se utilizé como control negativo de remineralizacién, por lo que no se le realizd

tratamiento remineralizador.

Medicion de dureza superficial de Vickers
Muestra Control Desmineralizado | Remineralizado Tratamiento
(DS1) (DS2) (DS3)

Al 368,17 154,5 278,5 BlueRemin®
A2 401,83 218,5 337,67 BlueRemin®
A3 312,16 115,33 211,33 BlueRemin®
A4 288,83 109,17 197,17 BlueRemin®
A5 408,83 208,67 304,83 BlueRemin®
A6 305,17 102,67 176,5 Fldor Silano
B1 413,17 214,33 337,67 BlueRemin®
B2 301,17 106,17 301,17 BlueRemin®
B3 346 169,17 285,17 BlueRemin®
B4 380,67 183,17 260,83 BlueRemin®
BS 384,17 211,17 319,5 BlueRemin®
B6 379,67 175,67 259,33 Fluoruro Diamino de Plata
C1 415,5 226,67 344,67 BlueRemin®
Cc2 395,67 238,33 341,83 BlueRemin®
C3 348,83 121,67 206,33 BlueRemin®
Cc4 348,5 124,83 199,33 BlueRemin®
C5 382 164,67 255,33 BlueRemin®
C6 378,5 379,33 274,33 Acido ortofosférico 37%
D1 416 212,33 339 BlueRemin®
D2 386,33 Retirada para microscopia electronica
D3 404,67 286,17 355,17 BlueRemin®
D4 318,67 157 183,17 BlueRemin®
D5 359,5 Contaminada
D6 384,67 381,33 383,26 Sin tratamiento
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