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RESUMEN

Introduccion: La caries dental constituye una de las enfermedades mas
prevalentes a nivel mundial, es por eso que se han realizado multiples estudios en
la busqueda de combatir esta enfermedad a traves de la prevencion y de nuevos
agentes cariostaticos. El utilizar modelos microbiologicos para generar una lesion
de caries in vitro ha sido de gran ayuda en el proceso de entender como se forma
una lesién de caries y de como combatirla ya que nos entrega un ambiente optimo

para llevar a cabo pruebas de nuevos compuestos cariostaticos.

Objetivos: Establecer diferencias en la dureza superficial de bloques de dentina
desmineralizados en un modelo de caries microbiolégico monoespecie de
Streptococcus mutans y despues de haberlos sometidos a un protocolo de

remineralizacion con un agente a base fluor y grafeno (BlueRemin®).

Metodologia: Se llevd a cabo un modelo desmineralizador de biopelicula
monoespecie de S. mutans ATCC 25125 con exposicion a sacarosa 10% 4 veces
al dia por 5 minutos durante 5 dias para la simulacion de un ambiente cariogénico,
generando una zona de desmineralizacion, la que fue expuesta a un agente
remineralizador experimental a base fluor y grafeno. Se obtuvieron 24 bloques de
dentina de terceros molares naturales y fueron evaluados por pruebas de dureza
Vickers antes de la exposicion al modelo, después de la desmineralizacion y una
vez aplicado los agentes remineralizadores BlueRemin®, fluoruro diamino de plata

y fluor silano.

Resultados: La diferencia de valores de microdureza de Vickers entre las
medidas después de la exposicion al modelo microbiolégico de desmineralizacion
y las medidas iniciales fueron estadisticamente significativas con un p<0.05,
siendo menores las medidas de la zona desmineralizada. Los diferencia de
valores de microdureza de Vickers después de la aplicacion del nuevo agente
remineralizador BlueRemin® y las obtenidas en la superficie desmineralizada sin



tratamiento, fueron estadisticamente significativas con un p<0.0001, siendo
mayores las medidas de las zonas expuestas al agente remineralizador.

Las diferencias entre las medidas de las zonas expuestas a BlueRemin® vy la
zonas expuestas a Fluoruro Diamino de Plata y Fldor Silano, no fueron
estadisticamente significativas con un p<0.9999 entre BlueRemin® y Fluor Silano,
y un p<0.20 entre BlueRemin® y Fluoruro Diamino de Plata.

Conclusiones: El modelo in vitro de biopelicula monoespecie de S. mutans
genero una disminucion en la microdureza superficial de los bloques de dentina. El
nuevo agente remineralizante a base de fluor y grafeno aplicado una sola vez por
2 minutos y luego incubado por 16 horas con saliva artificial a 37°C, aumento los
valores de microdureza superficial de los bloques de dentina. No hubo diferencia
en la capacidad remineralizadora de BlueRemin® en comparacion a Fluor Silano y
Fluoruro Diamino de Plata.



MARCO TEORICO

La caries dental constituye una de las enfermedades mas prevalentes en la
poblacién mundial, entre un 50-60% en nifios y casi un 100% en adultos, por lo
que representa un importante desafio para la Salud Publica (OMS, 2012).

La realidad en Chile no es diferente, los ultimos estudios sobre la prevalencia de
caries realizados por el Ministerio de Salud, muestran los siguientes indices en
poblacidén infantil entre los nifios (as) de 6 y 12 afos: 70,3% y 62,5%,
respectivamente (MINSAL, 2007; Soto, 2007). Y en adultos de casi un 100%
(Arteaga y cols. 2009). Por lo tanto es necesaria la busqueda de nuevos métodos

preventivos que ayuden a combatir esta enfermedad.

1. Caries Dental

La caries dental se define como una destruccion del tejido dental duro susceptible
localizada, a causa de los subproductos acidos que provienen de la fermentacion
bacteriana de los hidratos de carbono presentes en los alimentos (Selwitz y cols.
2007). Es un proceso dinamico y multifactorial, el que generalmente se encuentra
en un estado cronico y en un lugar especifico, que resulta del desequilibrio
quimico y fisiologico entre el mineral del diente y el fluido de la placa; es decir,
cuando la reduccion del pH provoca la pérdida neta del mineral con el tiempo. Sin
embargo, este proceso de la enfermedad puede detenerse o activarse en

cualquier momento (Fontana y cols. 2010).

1.1. Lesion de caries no cavitada

La lesién de caries no-cavitada es una lesidn cuya superficie parece intacta
macroscopicamente (Selwitz y cols. 2007), es decir no se observa evidencia visual
de la cavidad. Esta lesion aun puede ser revertida y/o detenida por medios
quimicos, mediante la remineralizacion o el equilibrio entre los procesos de
remineralizacion y desmineralizacion (Fontana y cols. 2010).También la podemos
encontrar con el término de lesion de caries oculta y se utiliza para describir

lesiones en la dentina que pasan desapercibidas en un examen visual, pero son lo
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suficientemente grandes y estan lo suficientemente desmineralizadas como para

ser detectadas mediante radiografia (Weerheijm KL. 1992; Fejerskov O. 2008).

2. 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.
(Marsh,1995).

Para la formacion de la biopelicula se dan tres pasos fundamentales, el primer
paso es la formacion de la pelicula adquirida (PA) la que corresponde a una
delgada membrana biologica que se deposita en la superficie de los componentes
dentales, como resultado de la adsorcion de proteinas y glucoproteinas contenidas
en la saliva y el liquido crevicular, asi como también otras provenientes de
productos microbianos y celulares. La adsorcién de dichas biomoléculas no ocurre
exclusivamente sobre el tejido del esmalte, sino que existe PA en todas las
superficies bucales. Hay que tener en cuenta que la retencién de biomoléculas por
parte del esmalte dentario es un fenomeno muy rapido de naturaleza selectiva
(Melchora y cols, 2005).

Si bien esta membrana proteica desempena importantes funciones protectoras,
como regular el contacto de la superficie dental con acidos de los alimentos y los
resultantes del metabolismo de las bacterias presentes (Lissera y cols. 1998;
Hanning y Balz, 2001), también otorga sitios para la adhesion de
microorganismos, permitiendo la unién inicial en los eventos de formacion de la
biopelicula (Busscher y Van der Mei, 1997). Esto a través de varias interacciones
especificas de célula-superficie con las bacterias presentes (Davey y O'toole,
2000). En las primeras uniones encontramos principalmente Streptococcus
sanguinis y Actinomyces viscosus, que seran colonizadores primarios. Esto
corresponde al segundo estadio en la formacion de la biopelicula (Forssten y cols.
2010).
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El tercer paso corresponde a la agregacion de diferentes microorganismos a los
colonizadores primarios a través de relaciones célula a célula. Es aqui donde
puede interactuar Streptococcus mutans, entre otros, organizandose y madurando

de esta manera la biopelicula (Forssten y cols. 2010).

3. Streptococcus mutans

Streptococcus mutans (S. mutans) es una especie bacteriana cocacea Gram
positivo del género Streptococcus, frecuentemente se encuentra asociado en
parejas o en cadenas largas o cortas dependiendo de la disponibilidad de
nutrientes en el medio en que se encuentren, se puede encontrar en cavidad oral,
faringe e intestino (Forssten y cols. 2010; Krzysciak y cols. 2014). Son anaerobios
facultativos por lo que su crecimiento se ve favorecido por una concentracion de
COg, entre 5 al 10% (Lemos, 2013).

S. mutans presenta multiples factores de virulencia como: capacidad de adhesion
a superficies dentales y a otras bacterias, capacidad de generar reservas de
glicogeno y habilidad de sintetizar polisacaridos extracelulares en presencia de
sacarosa, fructosa y glucosa. Sin embargo, la produccién de metabolitos acidos
hace que sea una de las principales bacterias que se encuentran asociadas a la
etiologia de la enfermedad de caries dental (Forssten y cols. 2010; Krzysciak y
cols. 2014).

4. Dentina, composicion e histologia

La dentina madura se compone en un 70% de minerales (cristales de
hidroxiapatita ricos en carbonatos y pobres en calcio), 20% de matriz organica
(donde la mayor parte corresponde a colageno tipo 1) y 10% de agua en peso
(LeGeros , 1990; Teruel y cols. 2015).
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En su microestructura se observa la presencia de tubulos dentinarios, que se
extienden desde la union amelodentinaria hasta la camara pulpar, estos se
encuentran rodeados por dentina peritubular, la que presenta un mayor contenido
mineral, y una matriz organica donde predomina el colageno tipo |. La cantidad de
tubulos dentinarios se encuentra entre 18.000 y 21.000 por milimetro cuadrado, y
su diametro varia entre 2 y 4 micrometros y aumenta progresivamente a medida
gue se aproximan a la camara pulpar. Dentro de estos tubulos se encuentran las

prolongaciones de los odontoblastos (LeGeros, 1990; Schilke, 2000).

5. Hidroxiapatita (HAP)

La hidroxiapatita es una sal formada por atomos de calcio, fésforo e hidrogeno
(Ca10(PO4)s(HO),), es el componente inorganico principal de los huesos, dentina y
esmalte dental. Este pertenece a la familia de las apatitas y presenta una estrutura
hexagonal. (Garcia-Gardufio y cols. 2006). En tejidos organicos la HAP se
encuentra asociada a colageno con el cual se correlaciona de forma directa para

la formacion de nuevos cristales. (Landis y cols. 1996).

Los cristales apatiticos estan constituidos por la agregacion de unidades basicas
de asociacion idnica y corresponden a las celdillas unitarias las cuales poseen una
configuracion quimica y cristalografica hexagonal, en sus vértices existen iones
calcio y en el centro se encuentra un ién OH", los iones fosfato se localizan entre
los iones de calcio que ocupan los vértices del hexagono externo. (Londofo y cols.
2006).

6. Remineralizadores y Cariostaticos

Los remineralizadores son los agentes que apuntan a reforzar el estado del
hospedero, aumentando su resistencia a los componentes acidos producidos por
la placa bacteriana. Dentro de estos encontramos los agentes remineralizantes

como el fosfopéptido caseina fosfato calcico amorfo (Recaldent®), Fosfato de
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calcio amorfo (ACP®), fosfosilicato de calcio y sodio (NovaMin®) y Beta fosfato
tricalcico (Clinpro®). (Cochrane y cols. 2010)

Por otro lado los agentes cariostaticos son los que cumplen la funcion de inhibir y
detener el avance de la enfermedad de caries, a traves de la estimulacion de la
remineralizacion de los tejidos duros del diente (esmalte y dentina) los cuales
corresponden a los agentes a base de fluor. (Mamani y cols. 2012).

Dentro de los agentes en base a fluor, encontramos barnices y geles de fluor
como Fluor Silano 0.1% con 7000ppm de fluor y el fluoruro de sodio al 5% con
22.600 ppm de fluor (Duraphat®) su mecanismo de accion es atribuido a la
reactividad de los fluoruros presentes en el agente con la dentina y el esmalte,
formando enlaces, fluoruro de calcio (CaF;), los que actuan sobre las zonas
desmineralizadas dependiendo de las concentraciones del medio (Marinho y cols.
2002; Tenuta y cols. 2008).

7. Fluor

El flior es un elemento quimico con una alta electronegatividad y reactividad, por
esto es dificil encontrarlo de forma libre, la forma comun de encontrarlo es como
ion fluoruro (F) en forma de sal, fluoruro de calcio (CaF;) y fluoropatita
(Ca10(PO4)sF2). El fluoruro de calcio es el mas utlizado para la obtenciéon de sales
solubles para uso odontolégico donde se obtiene fluoruro de sodio (NaF)
(Moncada y Urzua, 2008).

7.1 Fluoruros

Dentro de los mecanismos de accion de los fluoruros encontramos la reduccion de
los acidos producidos por los microorganismos, la inhibicion de enzimas
extracelulares e intracelulares, y el reemplazo de los iones hidroxilos en la
hidroxiapatita con iones fluoruros (Ten Cate, 1990), transformando asi la
hidroxiapatita en fluoroapatita, dandole una mayor resistencia quimica, asi el pH
necesario para generar un desequilibrio quimico e inestabilidad de la molécula

debe ser menor a 4,5 (Whelton y cols. 2004).
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Sin embargo, los fluoruros y el fluor en si, pueden generar efectos indeseables
como fluorosis en altas dosis sistémicas y toxicidad (Roberson y cols. 2006).

8. Fluoruro Diamino de Plata

Corresponde a un agente cariostatico a base de fluor y plata, el cual tiene una
accion antibacteriana y ademas estimula la remineralizacion de los tejidos duros
del diente.

El mecanismo de accion antibacteriano corresponde a la interaccion de la plata
con los grupos sulfhidrilos de las proteinas y el ADN, alterando los enlaces de
hidrogeno inhibiendo asi los procesos de respiracion, sintesis de pared y division
celular bacteriana. A un nivel macro estas interacciones eliminan las bacterias e
inhiben la formacién de biofilm.

Su relacion mas comun con los tejidos duros del diente corresponde a una
interaccién entre el fluoruro de sodio (NaF) y la hidroxiapatita para formar
fluoroapatita e hidroxido de sodio generando un ambiente basico. Pero también
encontramos la interaccion del nitrato de plata con hidroxiapatita formando nitrato
de calcio, fosfato de plata y oxido de plata, este ultimo compuesto es el que
genera una tincion oscura sobre la superficie tratada. (Rosenblatt y cols. 2009).

9. Medicién de microdureza

La prueba de dureza mide la resistencia a la penetracion de la superficie de un
material por un objeto duro. La dureza dependiendo del contexto representa la
resistencia a los rayones o a la indentacion y una medida cualitativa de la
resistencia del material. Depende del grado de cohesion entre las moleculas que
componen el material.

Existe una gran variedad de pruebas de dureza, y se dividen en pruebas para
macrodureza y microdureza, las mas utilizadas para medir macrodureza
corresponden a las pruebas de Rockwell y la prueba de Brinell que utlizan esferas
de acero donde se mide el diametro de la indentacidén, por otro lado para
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microdureza las mas comunmente utilizadas corresponden a la prueba de dureza
Knoop y la prueba de dureza Vickers que utlizan cargas menores a 2 newtons y
son ideales para muestras pequefas y resilientes como la dentina (Donald R. y
cols. 2011, Tsukuma K. y cols. 1985).

La prueba de dureza Vickers utiliza un penetrador de diamente con forma de
piramide y es necesario un microscopio para observar y medir la indentacion, que
en este caso corresponde a una microindentacion. EI microdurometro calcula

automaticamente la microdureza a traves de la siguiente formula:

HV =K - F/ d

Donde K= Contante de la maquina (en este caso K=0.1891), F= Carga aplicada
(para este caso F= 1.961) y d= Longitud promedio de las diagonales de

indentacion (Majithia U. y cols 2016).

10. Grafeno

El grafeno se forma a partir del carbono, son monocapas de atomos de carbono
unidos en 2 dimensiones y celdas hexagonales. Es renovable, facil de obtener y
mas barato que los metales y 6xidos metalicos.

En los ultimos estudios se ha evidenciado que sus derivados y compuestos tienen
un efecto citotoxico en bacterias, hongos y fitopatdgenos que tienen poca
resistencia. La accidon antibacteriana del grafeno envuelve tanto efectos fisicos
como quimicos, el dafo fisico es inducido por el contacto directo de los bordes
afilados de las laminas de grafeno con las membranas de las bacterias y la
extraccion destructiva de moléculas lipidicas. Por otro lado, el dafio quimico es
principalmente causado por el estrés oxidativo creado por las especies reactivas
de oxigeno (ROS) o la transferencia de cargas (Haiwei Ji, 2015).

Se ha visto que nanoparticulas de grafeno al estar en contacto con bacterias orales
como S. mutans, Porphynomona gingivalis y Fusobacterium nucleatum presenta

una actividad bactericida (Jianliang H. 2015).
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11. Modelos bacterianos para el estudio de caries

Por razones éticas y por la ventaja de tener un mejor control de las variables
experimentales, ha sido necesario implementar diferentes modelos in vitro para

simular lesiones de caries, probar diferentes materiales y técnicas restauradoras.

Seemann R. y cols. en el 2005 en un estudio de la formacidn de lesiones de caries,
realizaron un modelo bacteriano monoespecie de S. mutans ATCC 25175 sobre
premolares con una continua exposiciéon a sacarosa al 10%, donde obtuvieron
resultados positivos con respecto a la formacion de un biofilm y logrando lesiones

similares a las de caries.

En 2010 Ccahuana-Vasquez y Cury, implementaron un modelo muy similar con
resultados positivos que permitieron evaluar el efecto de sustancias antimicrobianas
sobre la formacion de biopeliculas y la desmineralizacion del esmalte. Ambos
trabajos lograron comprobar y validar que con un modelo monoespecie de S.
mutans es posible generar una biopelicula in vitro, generar lesiones de caries sobre
superficies dentales, y que se puede utlizar para probar el efecto de diferentes
agentes antimicrobianos sobre el crecimiento de biopeliculas.

12. Declaracion del problema

La pérdida de minerales por parte de los dientes representa un problema principal
en el desarrollo de patologias bucales lo cual esta relacionado con el deterioro
estructural de los dientes por microorganismos. Entre estas patologias resaltan por
su alta tasa de incidencia, la caries dental y la sensibilidad alterada. En el
tratamiento y prevencion de estas patologias se utilizan técnicas de inhibicién de
la desmineralizacion del tejido dentario, de control de los microorganismos y de
remineralizacion de los tejidos afectados. Asi, productos con estas caracteristicas
terapéuticas representan una necesidad clinica en la practica de la odontologia
para resolver estos problemas de salud.
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El desarrollo de BlueRemin®, realizado por un equipo multidisciplinario de la
Universidad de Chile, basado en fluoruros y grafeno, se plantea en un nuevo
producto con caracteristicas de inhibicion de la desmineralizacién, eliminacion de

bacterias y capacidad remineralizante.

Para lograr el desarrollo completo de BlueRemin®, con el fin de ser utilizado en la
practica clinica profesional, aun son necesarias diferentes actividades que logren

cumplir objetivos técnicos y clinicos.

En este contexto, nos hemos propuesto resolver la siguiente pregunta:
¢BlueRemin® tiene una accidn remineralizante in vifro sobre zonas
desmineralizadas de dentina obtenidas en un modelo microbiologico experimental

de caries?

17



HIPOTESIS

BlueRemin® tiene una accidn remineralizante in vitro sobre zonas

desmineralizadas de dentina obtenidas en un modelo experimental de caries.

OBJETIVO GENERAL

Establecer diferencias en la dureza superficial en bloques de dentina

desmineralizados con un modelo de caries microbiolégico y luego sometidos a un

protocolo de remineralizacién con BlueRemin®.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la dureza superficial de bloques de dentina desmineralizados

en un modelo experimental de caries monoespecie.

2. Determinar la dureza superficial de bloques de dentina remineralizados

a través de un protocolo de remineralizacién con BlueRemin®.

3. Comparar la dureza entre los bloques de dentina desmineralizados y

remineralizados.

18



MATERIALES Y METODOS

Este es un estudio experimental in vitro en el que se utilizé el modelo de caries
descrito por Ccahuana-Vasquez y Cury en 2010, en el que se llevo a cabo la
simulaciéon de un ambiente cariogénico mediante la exposicion de bloques de
dentina a sacarosa, previa formacion de una biopelicula monoespecie de S.
mutans para obtener una zona de desmineralizacion, que fue expuesta a un
agente remineralizador experimental. Los bloques de dentina se obtuvieron de
terceros molares naturales y fueron evaluados por pruebas de dureza de Vickers
antes de la exposicion, después de la desmineralizacién y una vez aplicado el

agente remineralizador.

1. Obtencion de la muestras

Las muestras se obtuvieron 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 aprobado por el comité de ética de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile,

Los terceros molares donados fueron almacenados en agua destilada para su

conservacion hasta el dia de su utilizacion.

Se llevaron a cabo cortes con un disco de diamante sinterizado de 0.20mm de
grosor marca Horico (Alemania) con el fin de obtener 24 bloques de dentina, con
un promedio de 5mm x 8mm x 3mm. La superficie escogida para el ensayo fue

dividida en 3 zonas iguales, las cuales se denominaron A, By C.

/

Fig. 1 Esquema bloque de dentina divido en zonas A, By C.
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Fig. 2 Imagen de cortadora con disco de diamante.

2. Medicion dureza inicial

En la zona A, la que corresponde a la zona de control, se realiz6 la medicion de la
dureza superficial mediante 6 indentaciones con el microindentador de Vickers
Struers Duramin (USA) del Laboratorio de Ciencias de los Materiales de la
Facultad de Ingenieria de la Universidad de Chile distribuidas de manera aleatoria
sobre la superficie con una carga de 1.961 Newton (N) por 10 segundos. Se

calculd el promedio de las 6 mediciones y se denomin6 dureza inicial (DS1).

fig. 3 Imagen microdurémetro realizando medicién de microdureza.
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'AI
fig. 4 Microindentacion en dentina sana

3. Montaje de los bloques

La zona A, en la que se realizaron las indentaciones es cubierta con barniz de
uias colorama rosa cristal. Dejando asi delimitada una zona blanco para

desmineralizacion compuesta por las zonas By C.

En forma paralela se confecciond un armazén metadlico para cada bloque de
dentina, con el objetivo de mantenerlos suspendidos sobre los pocillos de una
placa de cultivo celular de 24 pocillos de polietiieno marca Trueline (USA). Cada
uno de los bloques fue adherido a un armazdén mediante resina flow por la
superficie opuesta a la escogida para el ensayo, no se realizé un grabado acido
sobre la superficie. Los 24 bloques con su armazon fueron distribuidos sobre
placas de petri y fueron sometidos a esterilizacion utilizando una campana de flujo

laminar para exponerlos a 30 minutos por lado a Luz UV.

fig. 5 Armazén metalico para cada bloque.
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fig. 6 Placa de cultivo con las muestras dispuestas en cada pocillo.

4. Recoleccion de saliva e hidratacion de los bloques de dentina.

Se recolecté 50 mL de saliva de un individuo sano en 2 tubos centrifuga estériles.
Luego la saliva fue traspasada a jeringas de 20 mL, la cual fue conectada a un
filtro de marca Biofil tipo Syringe Filter de 0.22 ym, éste fue dispuesto sobre un
nuevo tubo centrifuga estéril donde se llevé a cabo la filtracion de manera manual

aplicando una leve presion sobre la jeringa.

fig.7 Materiales para realizar filtracion de saliva. fig. 8 Proceso filtracion de saliva.
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Para comprobar |la ausencia de bacterias, se sembraron 20 pL de saliva filtrada en
agar sangre, incubando en estufa por 48 horas a 37°C en condiciones de
capnofilia y anaerobiosis.

Luego de comprobada la ausencia de bacterias, se depositaron 2 mL de saliva

filtrada en cada uno de los 24 pocillos.

Tras una hidratacion por 30 minutos en agua destilada estéril, cada bloque de
dentina fue dispuesto con su armazdén de sostén sobre los pocillos con 2 mL de

saliva filtrada utilizando una pinza estéril.

La placa de cultivo celular con los bloques de dentina y saliva filtrada fue cerrada y
puesta sobre un Tape shake ® por 30 minutos dentro de la estufa a 37°C para que
la saliva pudiera banar la superficie de los bloques e inducir la formacion de la
pelicula salival adherida sobre ellos.

5. Formacion de la biopelicula bacteriana y proceso de desmineralizacion

Para la formacion de la biopelicula se utilizé la cepa de referencia de S. mutans
ATCC 25125 proporcionada por el departamento de microbiologia de la Facultad
de Odontologia de la Universidad de Chile. Los medios de cultivo TYCS y BHI
fueron preparados segun protocolo y especificaciones del fabricante.

La preparacion de las placas de cultivo agar TYCS fue bajo campana de flujo
laminar, con el objetivo de reducir el riesgo de contaminacion. Para corroborar
esterilidad se incubaron a 37°C por 24h, luego fueron almacenadas a 4°C para su

posterior utilizacién.

Luego se realiz6 la siembra de 100uL de las cepas ATCC 25125 de S. mutans.

Esto se llevd a cabo en torno a un mechero a gas para mantener estéril la zona de
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trabajo. Las placas fueron incubadas en condiciones de anaerobiosis a 37°C

durante 48 horas.

Una vez obtenidas las colonias de S. mutans, se realiz6 un analisis micro y
macromorfoldgico para luego realizar la resiembra en caldo BHI suplementado con
glucosa 0.1mM. Estos caldos fueron incubados en condiciones de anaerobiosis a
37°C durante 18 horas esperando su reproduccion. Este caldo corresponde al
in6culo bacteriano.

Posteriormente, se rotularon 2 tubos centrifuga, en el tubo n°1 se prepar¢ el caldo
inicial, este se compone de 40 ml de caldo BHI mas 4 ml de Sacarosa al 10% (en
proporcion 1:10) mas 2 ml del inéculo anteriormente preparado ajustado a 0.5
McFarland. En el tubo centrifuga n°2 se prepard un caldo inicial sin indculo

bacteriano el cual corresponde al grupo control.

Los 2 tubos centrifuga se sometieron a agitacion en vortex. Luego en una nueva
placa de crecimiento celular se transfieron 2 ml del tubo n°1 a 22 pocillos y 2ml del
tubo n°2 a 2 pocillos (pocillos A5 y A6)

Bajo campana de bioseguridad nivel Il A y con una pinza estéril cada uno de los
bloques que se encontraban en la placa de cultivo con saliva filtrada fueron
traspasados a esta nueva placa con el caldo inicial. Se dejoé por 12 horas a 37°C

en condiciones de anaerobiosis.

Pasadas las 12 horas cada uno de los bloques fue sumergido en los pocillos de
una nueva placa de crecimiento celular, la cual contenia 2 ml de NaCl 0.9% para
luego volver a ubicarlos en la placa de crecimiento celular con las mismas
condiciones anteriores. Este procedimiento de inmersion en NaCl 0.9% se repitio

cada 12 horas por un periodo total de 36 horas.
Se rotulé un nuevo tubo centrifuga, pero ahora su contenido correspondia a 45 ml

de caldo BHI, mas 5 ml de glucosa 0.1mM. En una nueva placa de crecimiento

celular se depositaron 2ml de esta nueva solucion.
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Los bloques fueron traspasados a esta nueva placa y al pasar una hora, utilizando
una pinza estéril y bajo campana de bioseguridad cada bloque fue sumergido en
una solucién de sacarosa al 10% durante 5 minutos. Luego de ello, cada bloque
fue lavado mediante 3 inmersiones en una placa con NaCl 0.9% y luego devuelto
a su pocillo con caldo y glucosa. Este procedimiento de exposicion a sacarosa al
10% y posterior lavado con NaCl 0.9% se repitié 4 veces al dia en los siguientes
horarios: 7.30 - 10.30 — 13.30- 16.30 durante 5 dias seguidos. Cada mafiana antes
de la primera exposicion a sacarosa el caldo de cultivo de cada pocillo es
renovado por uno fresco (BHI + Glucosa) y vuelve a ser renovado al final del dia
luego de la ultima exposicion a sacarosa con el fin de mantener las cepas

bacterianas fisiolégicamente activas.

El caldo removido cada manana es sembrado en agar TYCS y agar sangre para
descartar la contaminacion de los pocillos.

fig. 9 Proceso de exposicion a sacarosa 10%.
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6. Acidogenicidad de la biopelicula

Para determinar la produccion de acidos por parte de la biopelicula se midi6 el pH
de los medios de cultivos con un papel indicador de pH directamente en el medio.
Las mediciones se realizaron 2 veces al dia antes de cada renovacién de medio

de cultivo.

7. Recoleccion de las muestras

Luego de ser sometidas al proceso de desmineralizacion, las muestras fueron
retiradas de su placa de cultivo y depositadas en una nuvea con clorhexidina al
0.12% durante 5 minutos. Posteriormente, se llevé a cabo una remocién mecanica
de la biopelicula con un cepillo de dientes suave marca Colgate, se sumergieron
en otra placa con agua destilada durante 5 minutos y finalmente fueron dispuestas
ordenamente en un papel absorvente 10 minutos por cada lado.

fig. 10 Muestras en placa con clorhexidina.

8. Medicion de dureza después de la exposicion a biopelicula monoespecie
de S. mutans

Posteriormente se procedi®é a medir la dureza superficial de la zona
desmineralizada que nos entregara el valor denominado dureza superficial numero
2 (DS2), esto mediante 6 indentaciones con microdurometro Vickers, solo en la
Zona B.
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9. Tratamiento remineralizador

Tras obtener la zona de dentina desmineralizada y realizadas las mediciones en la
zona B, se limpiaron las muestras con una motita de algodén estéril, con el

objetivo de evitar interferencias de la humedad y el producto.

Luego se llevd a cabo la aplicacion del nuevo agente remineralizante experimental
a base de fluor y grafeno (BlueRemin®), con un microbrush dejando actuar sobre
la zona C durante 2 minutos, posteriormente se retir6 el agente remineralizador
con agua destilada. Luego de esto se dejo en saliva artificial por 16 horas a 37° C

para simular las condiciones del medio oral.

Como control positivo de la remineralizacion se aplicaron dos productos
disponibles en el mercado sobre dos muestras elegidas al azar. Una de las
muestras fue expuesta a Fluoruro Diamino de Plata (FAgamin®, Tedequim S.R.L.,
Cordova - Argentina), para su aplicacion la muestra se limpiéo con una motita de
algodon estéril, con el objetivo de evitar interferencias de la humedad y el
producto. Luego se aplico Fluoruro Diamino de Plata con microbrush, dejando
actuar sobre la zona C durante 2 minutos, se retird el agente remineralizador con
agua destilada y se dejo en saliva artificial por 16 horas a 37° C para simular las
condiciones del medio oral. La segunda muestra escogida fue expuesta a un
Barniz de fluor silano 0.1% con 7000 ppm de fluor (Fluor Protector Barniz, lvoclar
Vivadent A.G., Madrid - Espafia), para su aplicacion la muestra se limpié con una
motita de algodon estéril, con el objetivo de evitar interferencias de la humedad y
el producto, luego se aplicé una fina capa con un microbrush, se secé suavemente
con jeringa triple, se esperd 1 minuto y se depositd en saliva artificial por 16 horas
a 37° C para simular las condiciones del medio oral.

27



fig.11 Materiales y muestras para realizar aplicaciéon del agene remineralizante.

28



s iy

fig. 12 a) Colocacidn de la muestra en placa donde se llevara aplicaciéon. b) muestra con
BlueRemin®. ¢) Muestra en agua destilada, lavado de agente. d) Muestra en gasa para

secado y eliminar residuos

10. Medicién de dureza después de la aplicacion del nuevo agente

remineralizador.

Se volvi6 a medir microdureza, pero esta vez sobre las superficies
correspondientes a la zona C, lugar en el que actud el agente remineralizador,
siguiendo el mismo protocolo de las dos mediciones de dureza anteriores. El
promedio de estas medidas corresponde a la medida denominada dureza
superficial numero 3 (DS3).
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11. Analisis estadistico

Para el analisis de las durezas se realizd la evaluacion de la distribucion de los
datos mediante el test Shapiro-wilk en el programa STATA.

Para comparacion de medias entre DS1/DS2, DS2/DS3 se utlizd el Test T de

student.

Para la comparacién de las medias entre agentes remineralizantes se utilizo el

Test de ANOVA de comparaciones multiples Bonferroni.
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RESULTADOS

1.Resultado ausencia de bacterias en saliva filtrada

Al inspeccionar las placas de agar sangre se comprobo la ausencia de bacterias,
como se puede observar en la figura 13. En cada una de ellas habian sido
sembrados 20 pL de saliva filtrada e incubadas en estufa por 48 horas a 37°C en

condiciones de capnofilia y aerobiosis.

Fig. 13 a) Placa de agar sangre incubada en capnofilia se observa ausencia de colonias
bacterianas. b) Placa de agar sangre incubada en aerobiosis, se observa ausencia de

colonias bacterianas.

2. Resultados de formacion de biopelicula sobre bloques de dentina
Mediante inspeccion visual se evidencid la presencia de una capa blanca sobre la

superficie de los bloques al tercer dia de exposicion a sacarosa 10%, tal como lo
muestra la figura 14.
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fig. 14 Imagen de bloques de dentina en el tercer dia de exposicion a sacarosa, se puede

apreciar capa color blanco de aspecto rugoso sobre la superficie de los bloques de dentina.

3. Resultados control de pureza de S. mutans

Para los controles de pureza se sembraron 10 yL de cada pocillo sobre un agar
TYCS dividido en 24 zonas, una para cada pocillo, tal como lo muestra la figura
15.

fig. 15 Imagen placa de cultivo de control de pureza.

Luego se tom6 una muestra de cada una de las 24 zonas del agar TYCS y se
preparo un frotis que se tino con Gram observando al microscopio solamente la
presencia de cocaceas Gram positivo agrupados en cadenas, como se muestra en

la figura 16.
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fig. 16 Imagen de microscopio 6ptico

con tincién Gram.

4. Resultado imagenes de microscopia electronica

Al tercer dia de exposicion a sacarosa 10% se tomdé un bloque de dentina
(correspondiente a la muestra C3 con sospecha de contaminacion y fue observado
al microscopio electronico, para comprobar cepa bacteriana de S. mutans y

formacion de una biopelicula. Los resultados se observan en la figura 17.

fig. 17 Imagen de microscopia electronica, de superficie de bloque

de dentina con biopelicula de S.mutans.
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5. Resultados mediciones de dureza inicial, después de exposicidon a
biopelicula monoespecie y después de tratamiento con nuevo agente

remineralizador.

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

nuevo agente remineralizador .

El analisis estadistico Shapiro-wilk muestra que los datos se distribuyen de

manera normal.

La tabla 1 muestra los promedios de las mediciones de dureza de Vickers de cada
uno de los bloques de dentina en las tres etapas, dureza inicial, dureza después
de la exposicion a modelo bacteriano monoespecie y dureza después de la

aplicacion del agente remineralizante.

Muestra DS1 DS2 DS3
Hv Hv Hv

A1 87,8 22,1 36,58

A2 107 21,91 36,71

A3 91 15,86 38,04

A4 51,6 11,32 24,58

A5 (Ac. O.) 71,83 27,21 No Remin.
AG (sin tto.) 95,83 79,65 No Remin.
B1 81,31 14,96 17,15

B2 86,83 20,28 33,14

B3 70,6 11,11 23,43

B4 77,5 11,86 23,53

34



B5 69,83 6,68 13,96

B6 89,16 23,3 32,69
C1 64,16 30,66 43,15
C2 59 22,63 26,3
C3 101 Descartada por contaminacion
C4 65,33 11,51 19,29
C5 79,66 14,05 32,95
C6 (FDP) 75,33 10,67 17,68
D1 62,16 10,81 19,9
D2 61,66 6,57 18,52
D3 75,83 7,69 23,35
D4 67,5 12,10 26,85
D5 61 6,85 22,66
D6 (FS) 66,4 23,35 36,39

‘Tabla 1 Promedios por bloques de dentina, dureza inicial (DS1), dureza desmineralizada (DS2)
y dureza con agente remineralizante (DS3). -Muestra A5: desmineralizada con Ac.
Ortofosférico sin tto. con agente remineralizante, control positivo desmineralizacién. Muestra
A6: Sin desmineralizacién ni tto. remineralizador control negativo desmineralizaciéon. Muestra
C3: Descartada por contaminacion. Muestra C6: tratada con Fluoruro diamino de plata.
Muestra D6: tratada con barniz de fluor silano.

El analisis estadististico demuestra que entre la dureza inicial y la dureza después
de la exposicion a la biopelicula de S. mutans cepa ATCC 25175, la diferencia es
estadisticamente significativa con un p<0,05. La diferencia entre los valores de
dureza de los bloques de dentina una vez expuestos a la biopelicula de S. mutans
y los alcanzados posteriormente a la aplicacion del nuevo agente remineralizante,

resulta ser estadisticamente significativo con un p<0.0001.

Luego de los datos conseguidos, se obtuvo el promedio de los valores de dureza
inicial de todos los bloques de dentina el cual fue 75.82 Hv con un intervalo de
confianza del 95% entre 73.02 Hv y 78.63 Hv. El promedio de durezas después de
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la exposicion al modelo microbiologico monoespecie de S. mutans fue de 18.40 Hv
con un intervalo de confianza del 95% entre 15.84 Hv y 20.95 Hv. La diferencia
entre dureza inicial y dureza luego de la exposicion al modelo microbioldgico
corresponde a 57.42 Hv, lo que es estadisticamente significativo con un 95% de
confianza y p<0.05. Luego de tratar los bloques de dentina con el nuevo agente
remineralizante el promedio de los valores de dureza fue de 26.99 Hv con un
intervalo de confianza del 95% entre 25.45 Hv y 28.53 Hv. La diferencia promedio
observada entre las mediciones después de la exposicion al modelo
microbioldgico y la media final luego de la aplicacion del agente remineralizante es
de 8.59 Hv con un 95% de confianza y un intervalo de confianza entre 11.63 Hv y

5.55 Hyv, esta diferencia es estadisticamente significativa con p<0.0001.

Dentina BR
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{ 6.26389
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0 T T T T T
Inicial Desmi Remi

Fig. 18 Grafico con promedios de durezas superficial de los bloques de dentina, inicial,
después de exposicidon a desmineralizacién y luego de aplicado el agente remineralizador
BlueRemin®

El analisis estadistico de Bonferroni, demuestra que las diferencias de
remineralizacion entre BlueRemin® y las muestras del grupo control tratadas con
Fluoruro Diamino de Plata y Fluor Silano son iguales y no son estadisticamente
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significativas con p<0.9999 entre BlueRemin® y Fluor Silano, y p<0.20 entre
BlueRemin® y Fluoruro Diamino de Plata.

Barniz de flaor FDP
FDP -6.03
BlueRemin® -0.91 5.12

Tabla 2. Diferencia de la dureza superficial luego del tratamiento
con BlueRemin®, Barniz de Fluor y Fluoruro diamino de plata.

6. Resultado imagenes de microscopia electronica

Se examinaron bajo microscopia electronica las superficies de los bloques de
dentina después de la exposicion al modelo microbiolégico y después de la
aplicacion del nuevo agente remineralizante. Para evidenciar en forma visual sus

cambios.

e A
€ o>

SED 100kV WDll2mm  High-P.C10.5 HighV 300 SED 100kv WD119mm High-P.C15.1 HighVac.
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fig. 19 a) y c) Imagen bloque de dentina despues del proceso de desmineralizacion. b) y d)

Imagen bloque de dentina luego de exposicion al nuevo agente remineralizador

7. Resultados de medicion de pH

Se midi6 el pH de los caldos de cultivo BHI antes de cada cambio de medio de
cultivo en cada uno de los 24 pocillos (2 veces al dia por 5 dias) desde el inicio del
protocolo de desmineralizacion con exposiciones a sacarosa 10%.

El pH promedio de los 5 dias para los pocillos con la cepa de S. mutans fue de 4,4

El pH promedio de los 5 dias para los 2 pocillos control fue de 6.4

pHcepa pH Grupo

Dia S. Mutans  Control
1 5 7
2 4 6
3 4 6
4 5 6
5 4 7
4.4 6.4

Tabla 3. Promedios por dia de mediciones
de pH con papel indicador de pH
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio han demostrado la capacidad del modelo
bacteriano monoespecie de S. mutans de formar una biopelicula in vitro sobre
superficies dentales, tanto dentina como esmalte, esto concuerda con varios
estudios previos, como el realizado por Seemann y cols. en el 2005 donde se
utilizé6 un modelo microbiolégico monoespecie de S. mutans ATCC 25175 para
producir lesiones de caries sobre esmalte. Del mismo modo también concuerda
con los resultados obtenidos por Giacaman y cols. en el 2015, donde utilizaron un
modelo microbiolégico con diferentes cepas de S. mutans con exposiciones de
sacarosa al 10%.

La ventaja de utilizar un modelo bacteriano, en comparacion a la exposicion de
superficies dentales a acidos organicos libres, es la inclusion de uno de los tantos
factores del hospedero que envuelven el proceso natural de la formacion de una
lesion de caries, la presencia de bacterias cariogénicas. Utilizar un modelo in vitro
nos permite ademas controlar los factores experimentales, tales como la
contaminacion y el manejo estéril de las muestras. Dentro de las desventajas
encontramos que en el modelo in vitro se encuentra la imposibilidad de
representar en su totalidad las interacciones ambientales que se llevan a cabo en
la cavidad oral, como lo es la presencia continua de saliva y de otros
microorganismos (Steiner y cols. 2007; Seeman y cols. 2005).

Un buen modelo in vitro debe tener las siguientes condiciones: la biopelicula bajo
estudio debe ser representativa de la diversidad de la microbiota oral y
caracteristica de la placa dental (Reynolds y cols. 2016). Que S. mutans sea
considerado una de las principales bacterias presentes en el proceso de formacion
de lesiones de caries (Forssten y cols. 2010; Krzysciak y cols. 2014) es la cualidad
por la cual ha sido escogida en este estudio como la unica especie bacteriana
para llevar a cabo el modelo microbiolégico monoespecie. Ademas, corresponde a
un modelo que ha tenido resultados favorables en lo que respecta a la formacion
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de una biopelicula y la pérdida de minerales por parte de las superficies dentales,
como se pudo observar en los estudios previos de Deng y ten Cate en el 2004,

Ccahuana-Vasquez y Cury en el 2010 y Steiner en el 2007.

Con esto se puede establecer que el modelo utilizado es considerado como una
herramienta ventajosa para realizar estudios de mecanismos de desmineralizacion

y remineralizacion por productos naturales o farmacéuticos.

Luego de la exposicidén de los bloques de dentina a una biopelicula de S. mutans,
se pudo visualizar un cambio de coloracion y textura de la superficie expuesta en
comparacion a la no expuesta, si bien no se cuantificé la cantidad de minerales
perdidos en la superficie de estudio, fue posible apreciar este cambio en la
coloracién de un color amarillo palido a un color amarillo oscuro y un acabado
superficial mas rugoso. Los valores de dureza superficial de Vickers luego de la
exposicidon al biopeicula bacteriana indicaron una disminucion significativa de la
dureza superficial de los bloques de dentina en comparacion a la muestra
perteneciente al grupo control (muestra A6) y concordante con la muestra A5
desmineralizada con Ac. Ortofosforico al 37%. Este resultado es concordante con
los estudios de Giacaman y cols. en 2012 y Ccahuana-Vasquez y Cury en 2010,
los cuales realizaron disefios experimentales de biopelicula y desmineralizacién
sobre esmalte, obteniendo resultados sobre la dureza superficial similares. Asi el
modelo llevado a cabo en este estudio muestra un cambio significativo (p<0.05) en

la dureza superficial de las muestras.

Las investigaciones en el ultimo tiempo se han enfocado en el desarrollo de
agentes quimicos que permitan la prevencidon y/o el tratamiento minimamente
invasivo de las lesiones de caries, la mayoria de estos agentes quimicos buscan
favorecer el proceso de remineralizacién, el cual ocurre normalmente en la
cavidad oral en contraposicion con el proceso de desmineralizacién y ademas
fortalecer la pieza dentaria incorporando minerales de mayor resistencia a su
estructura quimica, disminuyendo asi la susceptibilidad ante el ataque acido
bacteriano y la pérdida de tejido dentario.
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Muchos estudios han demostrado que los tratamientos con agentes a base de
fluor son eficientes y logran remineralizar las lesiones incipientes en esmalte.
Benson y cols. en 2005 concluyeron que era posible conseguir una reduccion
significativa de las lesiones de mancha blanca durante el tratamiento de
ortodoncia a través del uso de diferentes agentes a base de fluor. En 2004
Marinho y cols. concluyeron que el uso de fluoruros tépicos en forma de pastas
dentales, enjuages bucales, barnices y geles son efectivos en la prevencion de las
lesiones de caries, concluyendo tambien que el uso combinado de estos agentes
es efectivo en la prevencion y tratamiento de lesiones de caries.

Rodriguez y cols. en 2005 realizaron un estudio donde evaluaron las diferencias
de microdureza superficial del esmalte, en un modelo in vitro de
desmineralizacion, en éste hubo una disminucion de las medidas de microdurezas
luego de la exposicion al modelo, y pudieron observar un aumento de ésta luego
de la exposicion a diferentes dentifricos con diferentes concentraciones de fluor.
Esto es concordante con los resultados obtenidos en la muestra tratada con barniz

de fluor como control positivo de remineralizacion.

En 1997 Reynolds en un estudio para comprobar la eficacia de CPP-ACP
(Fosfopéptidos de Caseina y Fosfato de Calcio Amorfo), generé lesiones de caries
a través de la inmersién de bloques de esmalte en acido lactico por 4 dias, luego
cada uno de esos bloques fue suspendido en soluciones con diferentes
concentraciones de CPP-ACP por 10 dias, concluyendo que el producto es capaz
de generar una remineralizacion de la superficie de esmalte in vitro, esto lo
comprueba a través de medidas de densitometria, microradiografia y

microfotometria.

En las continuas investigaciones sobre agentes cariostaticos Rosenblatt y cols. en
2009 en una revision sistematica concluyen que el fluoruro diamino de plata es un
agente eficiente tanto en la prevencion y remineralizacion de lesiones de caries,
esto se compara con los datos obtenidos en este estudio en la muestra tratada

con fluoruro diamino de plata como control positivo de remineralizacion.
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En la presente investigacion luego de la aplicacion del nuevo agente
remineralizante BlueRemin® los bloques experimentaron un aumento en las
medidas de su dureza superficial, aunque no lograron alcanzar los valores
iniciales, si fueron mayores y estadisticamente significativas (p<0.0001) a las
medidas de la dureza luego de expuestas al modelo de desmineralizacién. Por
otro lado no se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa en la
capacidad remineralizadora de BlueRemin® en comparacion a Fluor Silano y
Fluoruro Diamino de Plata (p<0.9999 entre BlueRemin® y Fluor Silano, y p<0.20
entre BlueRemin® y FDP).

La finalidad de esta investigacion radica en evaluar la dureza superficial de
bloques de dentina sometidos a desmineralizacion mediante un modelo de
biopelicula monoespecia de S. mutans, y su diferencia, posterior a una unica
aplicacién de un nuevo agente remineralizante (BlueRemin®), con esto se busca
iniciar una linea de investigacion sobre el producto que permita evaluar sus

propiedades y aplicaciones futuras.
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CONCLUSION

Tomando en cuenta las limitaciones de los estudios in vitro, podemos concluir que:

1.

El modelo bacteriano monoespecie de S. mutans es eficiente en el proceso
de desmineralizacion superficial sobre bloques de dentina.

El nuevo agente remineralizador BlueRemin® basado en fluor y grafeno
aumento la dureza superficial de todos los bloques de dentina expuestos al
agente, lo que sugiere que posee actividad remineralizante.

La capacidad remineralizante de BlueRemin® comparado con la eficacia de
FDP y Barniz de Fluor, no son estadisticamente significativas, por lo tanto
no se encuentran diferencias en su capacidad remineralizante, lo que
determina que BlueRemin® de acuerdo a los datos analizados podria ser

equivalente en la capacidad remineralizante.
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B UNIVERSIDAD DE CHILE

ANEXOS

FACULTAD

ODONTOLOGIA

Santiago, noviembre 27 de 2015
DIFO N° 0162/2015
Mat.: Inscripcidn Proyecto Halley 2015

Sefior

Dr. Mario Diaz Dosque
Investigador Responsable
Proyecto Halley 2015
Presente

De mi consideracion:
En relacion a su solicitud de inscribir el proyecto Halley 2015 titulado “REMINERALIZADOR ANTICARIES
BASADO EN FLUOR Y GRAFENO”, dentro de las lineas de investigacion de esta Direccién, me permito

informar que una vez revisado dicho proyecto, es factible su incorporacion dentro de la linea de Cariologia
y Biologia Pulpar y asi poder adscribir tesis.

Sin otro particular, saluda atentamente a usted,

DBR-cmg
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sk Ed-19 de octubre 2016

FACULTAD DE
ODONTOLOGIA
UNIVERSIDAD DE CHILE

COMITE ETICO
CIENTIFICO

ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

INFORME 2016/15

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

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

Universidad de Chile participantes en la aprobacion del Proyecto:

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

Dr. Alfredo Molina
Miembro Alterno CEC

Fecha de Aprobacion: 24-10-2016
Titulo completo del proyecto: "Efecto remineralizante de un agente a base de fluor y
grafeno, sobre bloques de dentina desmineralizada " Halley 2015.
5. Investigador responsable: Dr. Mario Draz Dosque.
Institucion Patrocinante: Proyecto de Innovacion Open Beaucheff categoria Halley 2015.
Documentacion Revisada:
e Consentimiento Informado (Cl) aprobado por CEC, con timbre y fecha de edicion

correspondiente, debidamente fechado y firmado por todos los involucrados.

8.- Fundamentacion de la aprobacion
Este proyecto es aprobado luego que se realizardn las modificaciones en relacion a los

siguientes aspectos €ticos:
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Ed-19 de octubre 2016

e En el Cl se explica mejor en que consiste el proyecto, incorpora el contacto CEC y
adapta la redaccion a un lenguaje mds comprensible para los sujetos de

investigacion.

e Se entrega autorizacion de Direccion Clinica FOUCH, que da cuenta de su
conocimiento respecto de las actividades del proyecto en las dependencias

correspondientes.

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

2015.

~ 2
/,,,._/._..-\\

7/ £ o /

Dr. Eduardo Fernandez G.
et

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

~
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FACULTAD

ODONTOLOGIA

@ UNIVERSIDAD DE CHILE

Consentimiento Informado Para Participacion en Proyecto de Investigacion
Dirigido a Adultos

Titulo del Protocolo: “Efecto remineralizante de un agente a base de flaor y grafeno,
sobre bloques de dentina desmineralizada”

Investigador Principal: Dr. Mario Diaz Dosque
Instituto de investigaciones en ciencias odontoldgicas
Fono: +56 9 98249695 E-mail: mrdiaz@uchile.cl

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

Nombre del Participante:

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

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

» Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar).

Ud. recibird una copia completa del Documento de Consentimiento Informado.

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

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

Le proporcionare informacion y lo(s) invitare a ser parte de este proyecto. No tiene que decidir hoy
si lo hara o no. Antes de tomar su decision puede hablar acerca de la investigacicn con cualquier
persona de su confianza. Este proceso se conoce como Consentimiento Informado y puede que
contenga teérminos que usted no comprenda, por lo que si€éntase con la absoluta libertad para

preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude aclarar sus dudas al respecto. L GDAD S
& -
Ay
) /i 3/?:6%17? o
Una vez aclarada todas sus consultas y despues que haya comprendido lgs lobjetivas de )a’

o ; - o - . \% ETICA
Investigacion y si usted desea participar, se le solicitard que firme este formularlo.\Q‘\‘- =
AN

AN
N

I
O
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Informacion

La perdida de minerales por parte de los dientes representa un problema principal en el
desarrollo de patologias bucales. En el tratamiento y prevencicn de estas enfermedades se
utilizan productos que tienen la capacidad de inhibir la desmineralizacion del tejido dentario, de
controlar la proliferacion bacteriana y remineralizar los dientes. Asi, productos con estas

caracteristicas representan una gran necesidad clinica en la practica de la odontologia.

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

enfermedades que afectan a los dientes.

Para lograr el desarrollo completo de BlueRemin® aun son necesarias diferentes
actividades de laboratorio que logren cumplir objetivos tecnicos y clinicos que nos permitan tener

seguridad respecto del funcionamiento de este producto.

La presente investigacion tiene por objetivo resolver la siguiente pregunta: ¢Tiene

BlueRemin® una accion remineralizante en superficies dentarias, de dientes extraidos?

Al participar en este estudio, no existe ningun tipo de beneficio inmediato por la
participacion en el estudio ya que los dientes a utilizar son normalmente desechados. Sin embargo,
como consecuencia de esta donacicn y de la investigacion a realizar, usted ayudard a aportar

informacion no disponible sobre la utilizacion de este nuevo producto.

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

eliminados siguiendo los protocolos de bioseguridad.

Usted no correrd ningun riesgo derivado del procedimiento de la investigacion, debido a
que este se realizard en dientes que ya han sido extraidos en las dependencias de la FOUCH.

Tampoco implica costos adicionales para usted, pero el financiamiento del proc

extraccion serd su responsabilidad. /
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Los criterios de inclusion son: pacientes con indicacion de exodoncia de terceros molares

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

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

contacto con la saliva.

La informacion obtenida de la investigacion, respecto de la identificacion de participantes,
serd mantenida con estricta confidencialidad por el investigador. El nombre y datos personales de
usted no serdn registrados. Los resultados emanados de este estudio podran ser publicados en

revistas cientificas.

e

/2e\DAD D,
o ec&
—\%
Aclaraciones COMITE "
DE
e La participacion es completamente voluntaria. 2\ _ETICA )o
- ; \%2) 57
e No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aq@b;aLJa/,g@

participacion.

e No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.

e Norecibird pago por su participacion.

e Usted podra solicitar informacion actualizada sobre el estudio, al investigador responsable:
Dr. Mario Draz Dosque, Fono: +56 9 98249695, e-mail: mrdiaz@uchile.cl

e Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede si lo

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

A traves 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.

He sido informado(a) y comprendo la necesidad y fines de ser atendido.
Tengo conocimiento del procedimiento a realizar.
Conozco los beneficios de participar en la Investigacion

El procedimiento no tiene riesgo alguno para mi salud.

@ o A W N

Ademads de esta informacion que he recibido, ser€ informado(a) en cada momento y al
requerimiento de la evolucion de mi proceso, de manera verbal y/o escrita si fuera
necesaria y al criterio del investigador.

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

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

9. Si Ud. desea consultar sobre sus derechos como sujeto de investigacion o piensa que
estos han sido vulnerados se puede dirigir al representante del Comite Etica de la Facultad
de Odontologia de la Universidad de Chile: Dr. Eduardo Fernandez G. al teléfono (02)
29781703, en horario de oficina o al mail cec.fouch@odontologia.uchile.cl.

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

Nombre del Paciente:

Firma:

Fecha:

Seccion a llenar por el Investigador Principal

He explicado al Sr(a) la naturaleza de la
investigacion, le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He
contestado a las preguntas y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que conozco la
normativa vigente para realizar la investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Nombre del Investigador Principal:

Firma:

Fecha: - ZDAD
i

(2 SOMIT
Nombre del Director del establecimiento donde realiza la investigacion o de su repr’g?&nta@tﬁc;\
. AN
Firma: \"\';}\-ﬁ@
N2 OF O
Fecha: e oS
4
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