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l. RESUMEN

Introduccion: La elevada prevalencia de la enfermedad de caries, el dafio

acumulado en la salud y en la calidad de vida de las personas, genera la
necesidad de desarrollar medidas de control de la enfermedad y de prevencion
de la aparicion de lesiones. El desequilibrio en el proceso de remineralizacion y
desmineralizacion en la superficie dentaria provocado por una actividad
acidogénica de la biopelicula dental provoca la pérdida de estructura dentaria y la
consiguiente aparicion de lesiones de caries. Los agentes remineralizantes a
base de flior actian en las etapas iniciales de la enfermedad, previniendo y
deteniendo la progresion de lesiones de caries incipientes. El propdsito de este
estudio fue evaluar la capacidad remineralizante de distintas concentraciones
de BlueRemin®, un nuevo agente remineralizador a base de fldor y grafeno,

con el fin de estudiar sus propiedades y futuras aplicaciones clinicas.

Objetivo: Evaluar las diferencias de dureza superficial y densidad mineral en
especimenes de esmalte desmineralizado en un modelo de caries
microbiolégico y sometidos a un protocolo de remineralizacion con

BlueRemin® a distintas concentraciones.

Metodologia: Se simulé un ambiente cariogénico sobre bloques de esmalte

humano en un modelo de biopelicula monoespecie de Streptococcus mutans in
vitro. Se obtuvo zonas de desmineralizacion superficial compatibles con lesiones
de caries no cavitadas que luego fueron sometidas a un protocolo de
remineralizacion con BlueRemin® a distintas concentraciones. El contenido
mineral de los blogues fue evaluado por microdueza de Vickers (Hv) y
microtomografia computada previo, posterior a la formacion de la biopelicula y
después de la aplicacion de BlueRemin®. Se utilizaron los porcentajes de
recuperacion de dureza superficial (%RDS) y de densidad mineral (Y%oRDM) como

indicadores de remineralizacion.



Resultados: Considerando los resultados de dureza superficial y densidad
mineral, se registrd6 una diferencia estadisticamente significativa entre los
valores de los bloques remineralizados con respecto a los desmineralizados
para todas las concentraciones de BlueRemin® aplicadas (p < 0,05). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los porcentajes de
recuperacion de dureza superficial y de densidad mineral obtenidos con las

concentraciones utilizadas.

Conclusiones: BlueRemin® tiene capacidad remineralizante. Se evidencidé una

tendencia hacia una relacion dosis dependiente de los porcentajes de

remineralizacion obtenidos al aplicar BlueRemin®.






Il. MARCO TEORICO

2. 1 Introduccion

A nivel mundial, entre el 60-90% de los nifios en edad escolar y casi el 100% de
los adultos tienen caries dental. La caries y las enfermedades periodontales son
las principales patologias causantes de la pérdida de dientes (OMS, 2012). En
Chile, la prevalencia de nifios sin historia de caries a los 2 afios de edad es de un
83%, luego disminuye a un 51,98% a los 4 afios y alcanza un 29,64 % en
escolares de 6 afios de edad (MINSAL, 2007). La prevalencia de escolares de 12
afos libres de caries es de un 37,5% (Soto y cols. 2007) y de un 0% en la
poblacion adulta mayor de 65 afios (Gamonal, 1996).

La caries es una enfermedad que puede presentase en cualquier etapa de la vida,
Yy, Si no es tratada a tiempo, puede causar intenso dolor y la pérdida de los dientes
afectados, lo que a su vez repercute en la funcion masticatoria, fonética o estética
(Mendoza, 2007). La caries dental compromete la calidad de vida de las personas
gue la padecen (Luoto y cols. 2009). Dada la alta prevalencia de la enfermedad, la
baja cobertura del cuidado de la salud bucal en los sistemas de salud, el alto costo
de los tratamientos restauradores y el dafio acumulado en la poblacion (Yee y
Sheiman, 2002), las medidas preventivas han adquirido un rol fundamental como
estrategias para enfrentar el problema (Mendoza, 2007). La exposicion a largo
plazo a niveles optimos de fluoruros reduce el numero de caries tanto en los nifios
como en adultos (OMS, 2012). Existen variadas maneras de aplicar fllor en las
poblaciones, por ejemplo, a través de la fluoracién del agua potable, el uso de
pastas dentales fluoradas y la aplicacion profesional de flGor. El principal objetivo
es lograr controlar la progresién de la lesion de caries con la mejor relacién costo-

efectiva posible (Fejerskov, 2004).

2.2 Caries
En condiciones fisiolégicas, los fluidos orales (saliva, fluido de la biopelicula)
tienen calcio y fosfato en concentraciones mayores con respecto a la composicion

mineral del esmalte y, como resultado, los minerales son depositados
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continuamente en la superficie del esmalte o reposicionados en areas donde
fueron perdidos. Esto puede ser considerado como un mecanismo de defensa
natural promovido por la saliva para preservar la estructura mineral del esmalte
dentario (ten Cate, 2008). Es por esto que la remineralizacion puede ser definida
como una reposicion de los minerales perdidos en la superficie del esmalte, y este
término ha sido utilizado como sin6nimo de reparacién o endurecimiento del
esmalte (Cury, 2009).

La desmineralizacion y remineralizacién es un proceso fisicoquimico dinamico que
ocurre cuando bacterias orales forman una biopelicula sobre el esmalte dental y
ésta es expuesta a carbohidratos fermentables de la dieta. Entonces, cada vez
que el azlcar se encuentra disponible en una biopelicula con caracteristicas
cariogénicas, es fermentada, disminuyendo el pH y la concentracion de minerales
en el fluido de la biopelicula con respecto a la superficie del diente ocurriendo la

desmineralizacion (Paes Leme, 2004).

Si la exposicion constante a azlUcares y desarrollo de la biopelicula no son
controlados, la pérdida de mineral no puede ser detenida. La repeticion de
episodios de desmineralizacion eventualmente superara la capacidad reparadora
de los fluidos orales y se manifestaran los primeros signos clinicos de la
enfermedad, un cambio desde un aspecto liso y brillante hacia una superficie
tizosa y rugosa que caracteriza a las manchas blancas (Fejerskov, 2004; Cury
2009).

2.3 Esmalte

El esmalte es el tejido mas mineralizado del cuerpo humano, un 96% de su
composicién corresponde a matriz inorganica y alrededor de un 4% a matriz
organica y agua. (ten Cate, 2008). El contenido inorganico esta constituido por
cristales de hidroxiapatita, compuestos principalmente por fosfato y calcio, sin
embargo, otros iones pueden ser incorporados a los cristales durante la formacion
del esmalte como carbonato, magnesio, sodio y fluoruro (LeGeros, 1991). La
densidad mineral del esmalte es de un promedio de 2,95 g/cm? (Fejerskov y Kidd,
2008).
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La unidad estructural basica son los prismas del esmalte, compuestos por un
conjunto de cristales de hidroxiapatita (HA) con una orientacion determinada y
densamente empaquetados (Braly, 2007). Estos prismas se dirigen desde la unién
amelodentinaria hasta la superficie del esmalte en contacto con el medio oral y
estan rodeados periféricamente por el material organico de naturaleza proteica
(Gémez, 1999).

La permeabilidad del esmalte es escasa, sin embargo, permite el flujo de agua y
iones presentes en el medio oral. Posee la propiedad de una captacion continua
de ciertos iones presentes en la saliva, de esta manera algunos elementos

presentes en la saliva se pueden incorporar al esmalte (Gémez, 1999).

2.4 Hidroxiapatita (HA)

La hidroxiapatita es esencialmente una sal de fosfato de calcio representada por la
formula Cai0(PO4)s(OH)2 y constituye el componente inorganico de tejidos
mineralizados como el hueso, esmalte, cemento y dentina (Avery, 2007). Esta
férmula hace alusion al contenido atémico de una celda unitaria de HA, lo que
corresponde al menor niumero de calcio, fosfato y iones hidroxilos necesarios para
establecer la relacion idnica entre los elementos. Esta celda unitaria tiene forma de
un prisma hexagonal, que al empaquetarse con otros cristales forman el
entramado para componer prismas de HA de diferentes tamafios (Garcia, 2006;
tenCate, 2008).

2.4 Biopelicula (Biofilm)

En la naturaleza los microorganismos se pueden encontrar organizados en
comunidades y éstas se presentan adheridas a sustratos vivos o inertes como
biopeliculas (Wright, 2013). La estructura tipica de una biopelicula comprende una
asociacion de células microbianas adheridas a una superficie e inmersas en una
matriz compuesta por polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y lipidos

(Flemming y Wingender, 2010), de origen microbiano y/o del hospedero.

La biopelicula dental es una comunidad microbiana compleja, dinamica y
estructurada que se conforma por la adhesion de bacterias a la superficie del

diente y la coagregacion de microorganismos y produccion y maduracion de matriz
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extracelular (Shao y Demuth, 2010). La organizacion de microorganismos orales
en una biopelicula tiene un rol esencial en su sobrevivencia en la cavidad oral. La
organizacion de las bacterias en biopelicula es muy importante dado que en esta
condicion exponen propiedades que no son expresadas en estados planctonicos
(Moncada y Urzua, 2008). Las bacterias agrupadas en comunidad son mas
resistentes que aquellas en estado planctonico. Las biopeliculas otorgan
proteccion a las bacterias que la conforman; a la desecacion, a la remocion fisica,
a la accion de agentes antimicrobianos y a la accién del sistema inmune (Marsh,
2006; Jakubovics, 2010).

La colonizacién de las superficies orales por los microorganismos ocurre en una
secuencia caracteristica de etapas. Inicialmente se forma la pelicula salival
adquirida, una fina capa que se deposita en la superficie dental apenas ésta se
expone a la cavidad oral. Estd compuesta predominantemente de proteinas
salivales, proteinas provenientes del fluido crevicular gingival, restos de células
epiteliales orales y productos de microorganismos (Hannig y Joiner, 2006;
Siqueira, 2012). La formacién de la pelicula salival adquirida es un proceso
dindmico y selectivo, se inicia inmediatamente cuando el tejido dental tiene
contacto con la saliva y se caracteriza por un incremento en el grosor de la
pelicula de 10 a 20 nm en unos pocos minutos (Lendenmann y cols., 2000),
conformandose inicialmente de proteinas salivales con alta afinidad por la
hidroxiapatita, como proteinas ricas en prolina, estaterinas, e histatinas (Jensen,
1992; Lamkin, 1996). También se describe la presencia de mucinas, cistatinas,
lisozima y lactoferrina (Vacca Smith y Bowen, 2000; Hannig y Joiner, 2006). Luego
de este primer incremento, se atribuye un rapido aumento en el espesor de la
pelicula adquirida a la adsorcion de agregados proteicos desde la saliva mediante
interacciones proteicas. El espesor de la pelicula alcanza una meseta entre 30 y

90 minutos, con un grosor de 100 a 1.000 nm (Hannig, 1999).

El siguiente paso corresponde a la adhesion de microorganismos que estan en
suspension en la cavidad oral, éstos son denominados colonizadores primarios.
Se ha demostrado que los Streptococcus orales son los principales colonizadores

primarios de las superficies de esmalte. Estos son cruciales para la subsecuente
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coadhesion de otros microoganismos ya que expresan proteinas y lipoproteinas
en la superficie celular para la interaccion célula-célula mediante el mecanismo
adhesina-receptor con otras bacterias y permiten que se vaya estructurando la
biopelicula. La coagregacion de diferentes microorganismos permite el desarrollo
de una comunidad compuesta por multiples especies. El crecimiento y posterior
coagregacion de bacterias desde la saliva aumentan la densidad celular local y
conducen al desarrollo de microambientes en la biopelicula. Dentro de estas
comunidades microbianas, nutrientes, productos metabdlicos y moléculas de
sefalizacion que producen las células, circulan por una red de canales en la matriz
que modulan las condiciones medioambientales e influyen en las bacterias vecinas
y en el tipo de bacterias que se establece en la biopelicula. (Jakubovics, 2010;
Wright, 2013).

2.5 Streptococcus mutans

Streptococcus mutans, perteneciente al grupo Mutans Streptococci del género
Streptococcus es considerada uno de los principales agentes etioldgicos ligados a
la enfermedad de caries (Wright, 1998; Avilés-Reyes, 2018). Las cepas de S.
mutans son generalmente a-hemoliticas o y-hemoliticas en agar sangre (Wright,
1998), en agar TYCS las colonias se observan de superficie granular con aspecto
similar al vidrio esmerilado (Saravia, 2011), son adherentes y dificiles de
disgregar. Al microscopio electronico se observan como cocaceas Gram positivo
agrupadas en diplos o cadenas (Forssten, 2010). Son microorganismos
anaerobios facultativos por lo que su crecimiento se ve favorecido en presencia de
5-10% de diéxido de carbono y la temperatura 6ptima de crecimiento es entre 35-
37°C (Lemos, 2013; Jakubovics, 2010).

S. mutans tiene un gran potencial cariogénico y se han descrito los principales
factores de virulencia (Forssten, 2010). Son acidogénicos ya que metabolizan
hidratos de carbono dando origen a diversos acidos organicos como acido lactico,
acético y formico provocando un descenso local del pH que, a su vez, favorece su
sobrevivencia y crecimiento (Marsh, 2003, 2006). Tienen la capacidad de sintetizar
polisacéaridos extracelulares (PEC) a partir de sacarosa, polimeros que permiten la

adhesion bacteriana y la acumulacion de microorganismos en la superficie
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dentaria. Ademas, éstos generan cambios en las propiedades fisicas y
bioguimicas de la biopelicula, proporcionan integridad estructural y volumen al
conglomerado bacteriano y aumentan la porosidad de éste, favoreciendo la
difusidén de acidos a través de la biopelicula y el descenso del pH en las cercanias
de la superficie dentaria, aumentando finalmente la acidogenicidad de la matriz de
la biopelicula y la desmineralizacién del tejido (Cury 2000, Leme 2006). Por otra
parte, cuando S. mutans crece en ambientes con elevada disponibilidad de
azucares, almacena el exceso de hidratos de carbono en forma de polisacaridos
intracelulares (PIC), los cuales representan una reserva de fuente energética para
los periodos de ayuno (Busuioc, 2009).

2.6 Fluor

El fldor (F) es un elemento quimico perteneciente al grupo de los halégenos, de
bajo peso atdmico y de gran electronegatividad. El FlGor elemental tiene una gran
capacidad de reaccién, por lo que es muy raro encontrarlo como tal en la
naturaleza, estando mayoritariamente combinado como sales de fluoruros, siendo
las mas importantes el fluoruro de calcio o fluorita (CaFz), el fluoralumnio de sodio
o criolita (NasAlFs) y el fluorofosfato de calcio o flaorhidroxiapatita (Caio(POa4)sF2).
Tanto la fluorita como la criolita son las principales fuentes industriales de
obtencién de sales solubles de fluoruro para uso odontolégico, siendo las mas
comunes, las de fluoruro de sodio (NaF) y de monofluorofosfato de sodio
(NazFPOs3) (Gémez, 2010).

El uso de fluoruro cumple un rol clave en la prevencién y control de la caries dental
(Fejerskov, 2004). El principal modo de accion del flor en la prevenciéon y control
de caries es local o posteruptivo, aumentando la remineralizacién y disminuyendo
la desmineralizacién en etapas tempranas de la enfermedad. La remineralizacién
involucra el deposito de fosfatos de calcio en la superficie de esmalte para
reconstruir cristales de hidroxiapatita parcialmente disueltos (Fejerskov y Kidd
2004; Hellwing y Lennon 2004; Moncada y Urzla, 2008; ten Cate 2013). También,
al utilizar fluoruros topicos en alta concentracién, éste reacciona con el calcio de la
saliva y del esmalte, formandose fluoruro de calcio. A partir de este precipitado de

fluoruro de calcio superficial, el fluoruro es incorporado a la estructura de la
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hidroxiapatita, donde los hidroxilos son reemplazados por el ion fluoruro,
formandose la fluorhidroxiapatita. Como resultado, estos cristales recién formados
o parcialmente regenerados son menos solubles y mas resistentes a futuros
episodios de bajas de pH. Por otra parte, los fluoruros inhiben la actividad
metabdlica de las bacterias de la biopelicula dental, reduciendo la produccién de
acidos de los microorganismos, principalmente el acido lactico (Gémez, 2010; Ten
Cate, 2013). Los efectos del fluoruro sobre los tejidos dentales son dependientes
de su concentracion, se ha demostrado que el efecto de pastas dentales con
diferentes concentraciones de fluoruro en la prevencion de caries aumenta cuando
éste estd presente en una mayor concentracién. Existe un mayor beneficio en
cuanto a la prevencion de aparicion de lesiones de caries y mayor eficacia en el
tratamiento de éstas al utilizar pastas dentales con concentraciones de fluoruro
iguales o superiores a 1000 ppm con respecto al uso de placebo. Contrariamente,
al comparar los efectos del uso de placebo con el uso de pastas dentales de
250/500/550 ppm no se identifican diferencias estadisticamente significativas
(Marinho, 2003; Twetman 2003; Walsh, 2010; Santos, 2013).

2.7 Grafeno

El grafeno es un compuesto quimico que constituye la estructura elemental del
grafito. Esta constituido por atomos de carbono dispuestos en una red
bidimensional, similar a la estructura de un panal de abeja, compuesta por celdas

de seis &tomos de carbono cada una (Li, 2008; Chen, 2009).

Los materiales basados en grafeno tienen propiedades antibacterianas y se ha
demostrado que éstas son el resultado de efectos tanto fisicos como quimicos
sobre las bacterias. El dafio fisico producido por el contacto directo de los bordes
afilados de las laminas de grafeno con la pared y membrana celular de las
bacterias, por otra parte, reducen la actividad metabdlica y el crecimiento
bacteriano. El dafio quimico es principalmente causado por la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y estrés oxidativo (Akhavan, 2010; Hu, 2010;
Vecitis, 2010; Liu, 2011; He, 2015; Pham, 2015).



2.8 Remineralizantes y Cariostéaticos

A pesar de que el uso de fluoruros ha tenido éxito en control de la caries dental,
persiste la necesidad de desarrollar y evaluar nuevos enfoques y productos para la
prevencion de caries. Los protocolos de prevencion de caries deben abarcar
agentes que afecten el equilibrio de desmineralizacion y remineralizacion y posean

efecto antimicrobiano (ten Cate, 2012).

El fosfato B-tricélcico funcionalizado (B-TCP) aumenta la remineralizacion cuando
se usa junto con el fluoruro (Karlinsey y Pfarrer, 2012), el fosfopéptido de caseina -
fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP) actia manteniendo altos niveles de iones de
calcio y fosforo en la proximidad del esmalte (Abdullah, 2015). El flaor diamino de
plata que es un compuesto utilizado para prevenir y detener las lesiones de caries
(Contreras, 2017), aumenta el pH de la biopelicula, reduce la desmineralizacion de

la dentina y tiene accion antibacteriana (Chu, 2012).

2.9 BlueRemin®

BlueRemin®, es un nuevo agente remineralizarte con propiedades antibacterianas
a base de fluor y grafeno realizado por un equipo multidisciplinario de la
Universidad de Chile. Permite detener el progreso de la lesion de caries y, por lo
tanto, previene etapas avanzadas de la enfermedad representadas por la
cavitacion de los tejidos dentarios. BlueRemin® es un producto que al ser aplicado
de forma tépica y, a diferencia de otros presentes en el mercado, mantiene la

coloracion natural del diente.

Con el fin de que BlueRemin® pueda ser utilizado en la practica clinica, se han
realizado una serie de estudios. Se demostré que, al utilizar el agente en una
concentracion de 6,4 g/100 mL de BlueRemin®, éste tiene accién remineralizante
sobre zonas desmineralizadas en discos de hidroxiapatita expuestos a un modelo
de caries monoespecie de S. mutans, al aumentar los valores de la microdureza
superficial. Ademas, otro en otro trabajo de investigacion, se evidencio que tiene
accion remineralizante in vitro sobre zonas de dentina desmineralizadas obtenidas
en un modelo experimental de caries al aumentar la dureza superficial de todos los

bloques de dentina expuestos al agente. Los resultados de otro estudio mostraron
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que, al utilizar la misma concentracién del agente remineralizante BlueRemin®,
hay un aumento en los valores de dureza superficial del esmalte desmineralizado

expuesto a un modelo de caries microbiolégico.

2.10 Modelos bacterianos para el estudio de caries

La biopelicula se forma y desarrolla en las superficies dentales en condiciones
dinamicas, en las cuales la exposicion a los carbohidratos provenientes de la dieta
ocurre de manera intermitente (Marsh, 2003). Durante el dia, la biopelicula esta
expuesta a periodos cortos en los que hay una gran cantidad de carbohidratos
disponibles, seguidos de periodos de privacién de nutrientes entre las comidas y
durante la noche. Estos episodios son determinantes para el metabolismo
bacteriano y el crecimiento de la biopelicula (Carlsson 1997, Bowden 1998, Marsh
2006, Ccahuana-Vasquez y Cury 2010).

Los modelos de biopelicula in vitro para el estudio de caries han sido
desarrollados debido a las dificultades de realizar in vivo estudios en ambientes
cariogénicos controlados (Sissons, 1997). En éstos se ha reproducido la
acumulacion bacteriana sobre sustratos dentales y la exposicion a un ambiente
cariogénico de forma de simular el proceso de caries (Ccahuana-Vasquez y Cury,
2010, Diaz-Garrido 2012, Fernandez 2016). Se han implementado para estudiar la
desmineralizacibn en tejidos dentales, evaluar el potencial cariogénico de
alimentos, probar determinados productos con accion remineralizante y materiales
restauradores (Seemann 2005, Giacaman 2012. Giacaman 2013, Fernandez
2015, Kuper 2015).

2.11 Medicion de dureza

El ensayo de dureza mide la resistencia de la superficie de un material a la
penetracién por un objeto duro (Askeland, 1998). A lo largo de los afios se han
desarrollado técnicas cuantitativas de dureza que se basan en un pequefio
penetrador que es forzado sobre la superficie de un material a ensayar en
condiciones controladas de carga y velocidad de aplicacion de la carga. En estos

ensayos se mide la profundidad o tamafio de la huella resultante, lo cual se
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relaciona con un numero de dureza; cuanto mas blando es el material, mayor y

mas profunda es la huella, y menor es el nimero de dureza (Callister, 1995).

El ensayo de Vickers (Hv) es una técnica en la que un penetrador de diamante
muy pequefio y de geometria piramidal es forzado en la superficie de la muestra.
La marca resultante se observa al microscopio y se mide; luego esta medida es
convertida en un numero de dureza. La dureza de Vickers se designa por Hv y es
considerada un ensayo de microdureza debido a la magnitud de la carga y al

tamafo del indentador utilizado (Callister, 1995).

El procedimiento consiste en ubicar la muestra sobre una plataforma y ajustar el
lente del microindentador hasta que la superficie se observe nitidamente.
Posteriormente, se aplica una carga determinada durante un tiempo definido. El
indentador 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 autométicamente por el microdurémetro a traves de la siguiente formula:
Hv = K-P / d?

Donde:

Hv: Microdureza de Vickers

K: Constante que depende de la maquina

P: Valor numérico de la carga aplicada

d: Valor de la longitud promedio de las diagonales

(Callister, 1995).

Los valores de microdureza obtenidos al realizar indentaciones en la superficie del
esmalte se relacionan con el contenido mineral del tejido (Davidson, 1974;
Featherstone 1983; Kodaka, 1992). La medicion de dureza superficial es una
prueba que ha sido utlizada en numerosos estudios para evaluar la

desmineralizacion y remineralizacion del esmalte con diferentes productos (Lee,
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2010; Salehzadeh, 2015), investigar las propiedades mecanicas del esmalte
afectado por hipomineralizacion (Crombie, 2013) y estudiar superficies sometidas
a grabado éacido (Collys, 1992). Es considerada como una técnica util para
evaluar la dureza superficial en esmalte y el tratamiento de superficies con
fluoruros en forma tdpica ya que resulta ser una medida que permite la
comparacion de cambios en la dureza del tejido y forma de medicion directa de la
ganancia o pérdida de mineral como consecuencia de la desmineralizacion o

remineralizacion.

2.12 Microtomografia Computada (Micro-CT)

La tomografia computarizada (TC) implica la obtencion de una serie de imagenes
a partir de la proyeccién de rayos X desde multiples angulos alrededor de un
objeto. La visualizacién y procesamiento de los datos permiten la conversion de
este conjunto de imagenes en una serie de cortes que representan una imagen
digital tridimensional (Brunke, 2010; Kalender, 2006, Singhal, 2013).

La microtomografia computada es una TC de objetos pequefios con escaneres
especializados que tienen una alta resolucion espacial. Permite visualizar las
estructuras de manera no destructiva y estudiar la morfologia y densidad de los
objetos en estudio (du Plessis, 2017). Su uso en investigacibn en el area
odontoldégica ha ido en aumento, utilizdndose en la medicién de la densidad
mineral de los tejidos dentales, evaluacion de la anatomia del sistema de canales
radiculares, comparacion de las técnicas de instrumentacion y obturacién
endododntica, analisis de la porosidad de materiales de restauracion, evaluacién
del sellado marginal de restauraciones y sellantes, deteccibn de cambios
minerales en lesiones de caries y medicion de la profundidad de caries dentinaria
(Ordinola, 2017; Ortiz, 2018; Swain, 2009).

Se considera presente una lesion cariosa cuando se observa una diferencia de
densidad a lo largo de la superficie del esmalte y / o la dentina en cualquiera de
los cortes axiales o sagitales. Es una técnica sensible in vitro capaz de

caracterizar y cuantificar las lesiones de caries (Wong, 2004).
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2.13 Planteamiento del Problema
La caries es un problema de salud publica dado a su alta prevalencia y al grado
de deterioro que produce en la salud de las personas. En base a esto surge la

necesidad de encontrar métodos de prevencion y tratamiento de la enfermedad.

Los cambios en los paradigmas sobre la etiologia de la caries han tenido gran
implicancia en el desarrollo de nuevos agentes preventivos y terapéuticos. De esta
manera los protocolos de prevencion de caries deben abarcar agentes que
interfieran en el proceso de remineralizacion y desmineralizacion y cumplan
funciones antimicrobianas. En este contexto se disefia BlueRemin®, un agente
remineralizante con propiedades antibacterianas, para cuya validacién es
necesario realizar estudios previos para que pueda ser lanzado al marcado y
utilizado en la practica clinica. Estudios previos han evaluado la capacidad
remineralizante del agente en blogues de esmalte utilizando una Unica

concentracion equivalente a 6,4 g/100 mL de BlueRemin®.

Nos hemos propuesto resolver la siguiente pregunta de investigacion: ¢Existen
diferencias en la remineralizacion de zonas de esmalte desmineralizadas mediante
un modelo microbiolégico de caries in vitro, al utilizar distintas concentraciones de
BlueRemin®?
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1. HIPOTESIS

El efecto remineralizador de BlueRemin® en especimenes de esmalte con
lesiones de caries producidas en un modelo microbiolégico de caries in vitro es

dependiente de su concentracion.

V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar las diferencias de dureza superficial y densidad mineral en especimenes
de esmalte desmineralizado con un modelo de caries microbiolégico y sometidos a

un protocolo de remineralizacién con BlueRemin® a distintas concentraciones.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la dureza superficial y densidad mineral de especimenes de
esmalte previo a la exposicién a un modelo de caries microbiologico in
vitro.

2. Determinar la dureza superficial y densidad mineral de especimenes
desmineralizados en un modelo de caries monoespecie in vitro.

3. Determinar la dureza superficial y densidad mineral de especimenes
remineralizados a través de protocolos de remineralizacion con
BlueRemin® a distintas concentraciones.

4. Comparar la dureza y densidad mineral entre los especimenes

remineralizados a las distintas concentraciones utilizadas.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Se utilizé el modelo de biopelicula descrito y validado previamente por Ccahuana-
Vasquez y Cury (2010), segun el cual se simulé un ambiente cariogénico mediante
la exposicion de bloques de esmalte a sacarosa con previa formacion de una
biopelicula monoespecie de S. mutans. Con esto se obtuvo una zona
desmineralizada compatible con una lesion de caries no cavitada, sobre la cual se
aplicaron diferentes concentraciones del agente remineralizador experimental
BlueRemin®. Se evalud la microdureza de Vickers y la densidad mineral de los
blogues de esmalte antes de la exposicion a sacarosa, después de la
desmineralizacion en el modelo de caries microbiolégico in vitro y finalmente una

vez aplicado el agente remineralizador.

6.1 Obtencion y almacenamiento de las muestras

Las muestras de esmalte se obtuvieron del corte de 12 terceros molares humanos
incluidos (sin contacto con el medio oral) extraidos por indicacion odontolégica.
Los dientes fueron proporcionados voluntariamente por los pacientes quienes
firmaron un consentimiento informado en el que se entregd la informacion
necesaria y se indicé que la donacion era exclusiva para su utilizacién en este
estudio (Anexo 1). Los dientes fueron almacenados en agua destilada hasta el dia

de su utilizacion.

6.2 Preparacion de las muestras

El corte de los terceros molares se llevd a cabo con un disco de acero diamantado
de 0,20 mm de grosor. Se rescatd soélo la porcién coronaria de los dientes,
desechando las raices (Figura 1), luego se cortaron 24 bloques de un promedio de

7 mmx3mmXx4mm.

La superficie de esmalte de cada blogue seleccionada para realizar el ensayo fue
dividida en tres zonas. La primera zona se denominé Zona Sin Desmineralizar,
gue representd la zona de control de dureza superficial. La segunda, constituida

por la superficie sometida al tratamiento desmineralizador, fue posteriormente



15

llamada Zona Desmineralizada y la tercera zona se llam6 Zona Remineralizada

una vez que se aplicé el agente remineralizador correspondiente (Figura 2, a).

Figura 1. Imagenes de la recortadora con disco de acero diamantado. Instrumento utilizado

para cortar de la porcién coronaria de los terceros molares.

Zona Sin Zona Zona
Desmineralizar Desminerslizada Femineralizada

Zona Zona
Desmineralizada Remineralizada

OO0
OO0

Zona Zona
Desmineralizada Femineralizada

—

a)

b)

Figura 2. Esquema de muestras de esmalte a) Zona escogida para el ensayo dividida en tres

zonas denominadas Zona Sin Desmineralizar, Zona Desmineralizada y Zona Remineralizada. b)

Ubicacién de la Zona Sin Desmineralizar en donde se realizaron las indentaciones para medir DS1.

¢) Zona Sin Desmineralizar y areas que no fueron escogidas para el ensayo pintadas con barniz de

ufias color rojo.
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6.3 Medicion de dureza inicial

En la Zona Sin Desmineralizar se realizdé la medicion de microdureza superficial
mediante 6 indentaciones distribuidas de manera aleatoria, obteniendo un tamafio
muestral de N:144. Se utilizé una carga de 1.961 Newton durante 10 segundos. Se
denomind DS1 al promedio de las mediciones de dureza superficial inicial en los
bloques antes de ser sometidos al tratamiento desmineralizador (Figura 2, b). Este
procedimiento se llevé 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).

tﬁ.i
—_ i

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

en la medicion de dureza superficial de las muestras de esmalte.

Figura 4. Imagen obtenida en el miroindentador visualizada con aumento 40X a) Imagen de la
superficie de esmalte antes de realizar la microindentacion en la zona sin desmineralizar de una de

las muestras. b) Imagen de una microindentacion realizada. El rombo corresponde a la
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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.

6.4 Montaje de las muestras

La Zona Sin Desmineralizar y las superficies que no fueron escogidas para realizar
el ensayo se cubrieron con barniz de ufas, delimitando la zona blanco de
desmineralizacion, sin pintar, compuesta por las superficies que se denominaron
Zona Desmineralizada y Zona Remineralizada luego de aplicar el tratamiento

remineralizador (Figura 2, c).

Se confeccion6 un armazén metalico con alambre de ortodoncia de 0,8 mm para
cada bloque de esmalte (Figura 5a) y fue adherido en la superficie opuesta a la
escogida para el ensayo utilizando resina flow (Figura 5b). No se realizé grabado
acido sobre la superficie. La estructura metélica permiti6 mantener las muestras

suspendidas sobre pocillos de las placas de cultivo celular de polietileno.

Figura 5. Muestra de esmalte con armazdn metalico. a) Vista frontal. b) Vista posterior.

Se distribuyeron los bloques con su armazén sobre placas de Petri y fueron
esterilizados durante 30 minutos por lado con luz ultravioleta en una campana de

flujo laminar.

Los bloques fueron hidratados en agua destilada estéril por 30 minutos, luego, con
una pinza estéril, se montaron las 24 muestras sobre una placa de cultivo celular

de polietileno estéril de 24 pocillos (Figura 6). Estas placas presentan una
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distribucion de los pocillos en filas (A, B, Cy D) y columnas (1 al 6), lo que permite
la nomenclatura de las muestras para su posterior identificacion (Figura 7).

Figura 6. Esquema del montaje de los bloques de esmalte. Blogue de esmalte con armazoén

metalico suspendido sobre uno de los 24 pocillos de la placa de cultivo celular de polietileno.

Figura 7. Placa de polietileno estéril de 24 pocillos.

6.5 Recoleccion y filtrado de saliva

Previo a la formacion de la biopelicula, los bloques fueron inmersos en saliva
humana para generar la pelicula adquirida. La saliva fue donada voluntariamente
por un individuo libre de enfermedades sistémicas, no fumador, sin consumo de
antibiéticos en los ultimos tres meses y que no habia ingerido liquidos o alimentos

al menos 2 horas antes de la recoleccion.
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Utilizando un método modificado de De Jong & Van der Hoeven (1987) y
empleado por Cuadra Saenz y cols. (2012), se recolectaron 40 mL de saliva en un
tubo centrifuga estéril y se le agrego Dithiotreitol (DTT) hasta alcanzar una
concentracion final de 2,5 mM. Esta solucion fue incubada en hielo por 10 minutos
y centrifugada a 5.000 RPM por 15 minutos a 4°C, luego se extrajo el
sobrenadante y fue traspasado a una jeringa conectada a un filtro de marca Biofil®
tipo Syringe Filter de 0,22 um que a su vez fue dispuesto sobre un nuevo tubo
centrifuga estéril. Se llevé a cabo la filtracion de manera manual aplicando una
leve presion sobre la jeringa y se almacené a 4°C hasta su utilizacion (Cavalcanti,
2014; Botelho, 2016; Fernandez, 2016), (Figura 8, ay b).

I 11

45mL ———— 4wl

—

Figura 8. Procedimiento de filtracién de saliva. a) Materiales utilizados. b) Procedimiento de

filtracién manual.

Para comprobar la esterilidad de la saliva filtrada se sembraron 100 pL de ésta en
agar TYCS (Tryptona, Levadura, Cisteina, Sacarosa) y en agar sangre.

Posteriormente se incubo por 48 horas a 37°C en condiciones de microaerofilia.

Una vez comprobada la esterilidad de la saliva, se depositaron 2 mL en cada uno
de los 24 pocillos de una nueva placa de cultivo celular. Tras la hidratacion por 30
minutos en agua destilada estéril, cada muestra de esmalte fue ubicada con su
armazon de sostén sobre los pocillos con los 2 mL de saliva filtrada utilizando una

pinza estéril (Figura 9).
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Figura 9. Imagen de las muestras de esmalte en saliva. Bloques suspendidos en los pocillos de

la placa de cultivo celular con saliva filtrada.

La placa de cultivo celular con los blogues de esmalte y saliva filtrada fue cerrada
y puesta sobre un TapeShake® por 30 minutos dentro de la estufa a 37°C para
bafar los bloques con la saliva e inducir la formacion de la pelicula salival

adquirida sobre ellos (Figura 10).

Figura 10. Placa de cultivo con los bloques y la saliva sobre el TapeShake®.

6.6 Formacién de la biopelicula bacteriana
Se utilizé la cepa ATCC 25175 de S. mutans proporcionada por el departamento

de microbiologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

Se prepararon los medios de cultivo agar TYCS y caldo Infusion Cerebro Corazén
(BHI) segun protocolo y especificaciones del fabricante. La preparacion de las
placas de cultivo se realiz6 bajo campana de flujo laminar con el objetivo de
reducir el riesgo de contaminacion. Estas fueron incubadas durante 12 horas a
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37°C para corroborar que no hubiese contaminacién y posteriormente fueron

almacenadas a 4°C hasta su utilizacion.

Luego de corroborar que los medios de cultivo estuviesen estériles, se inocularon
100 pL de un cultivo liguido de S. mutans ATCC 25175 en el agar TYCS y se
incub6 durante 48 horas a 37°C en condiciones de microaerofilia. Una vez
obtenidas las colonias de S. mutans, se hizo un analisis macro y micromorfoldgico
para corroborar la pureza del cultivo. Luego se resembraron en caldo BHI
suplementado con glucosa 0,1 mM y se incubaron por 48 horas en las condiciones

previamente descritas. Este preparado correspondié al in6culo bacteriano.

Pasadas las 48 horas, se prepard una solucién de 3 mL de caldo BHI estéril
suplementado con 300 pL de glucosa 0,1 mM estéril e indculo. Esta suspensién

bacteriana fue ajustada a una turbidez de 0,5 McFarland.

Se rotularon dos tubos centrifuga, T1y T2, en los que se deposito:

Tubo 1 Tubo 2
41,2 mL de caldo BHI 41,2 mL de caldo BHI estéril
4.6 mL de sacarosa al 10% estéril 4 6 mL de sacarosa al 10% estéril

2,2 mL de suspension de S. mutans

ajustada a 0,5 McFarland

En una nueva placa de cultivo celular se depositaron 2 mL de T1 a 22 de los 24
pocillos para permitir la formacion de la biopelicula sobre los bloques de esmalte.
Se depositaron 2 mL de la solucion contenida en T2 en cada uno de los 2 pocillos
restantes con el objetivo de tener 2 muestras en las que no hubiese formacion de
biopelicula (Figura 11). Estas muestras sin desmineralizar (D5 y DG6)
correspondieron al control negativo de desmineralizacion. Se incubé la placa en

condiciones de microaerofilia a 37°C durante 36 horas.
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Figura 11. Traspaso de las muestras desde la placa de cultivo celular con saliva a la nueva

placa con medio de cultivo y suspensién bacteriana.

6.7 Proceso de desmineralizacion

Las muestras fueron introducidas en una solucién de sacarosa estéril al 10%
durante 5 minutos, 4 veces al dia por 3 dias consecutivos con el objetivo de lograr
una zona de desmineralizaciébn compatible con una lesion de caries dental no

cavitada, como indica el protocolo de Ccahuana 'y Cury (2010).

Al inicio de la jornada se preparé una solucién de 43,2 mL de caldo BHI con 5,8
mL de glucosa 0,1 mM y se depositaron 2 mL de ésta en cada pocillo de una
nueva placa de crecimiento celular (P1). Los blogues fueron traspasados todas las
mafanas a estos pocillos con medio de cultivo fresco antes de la primera
exposiciébn a sacarosa al 10% con el objetivo de mantener cepas bacterianas
fisiol6gicamente activas (Figura 12). Después de esto, las muestras fueron
sumergidas durante 5 minutos en su pocillo correspondiente en una segunda
placa de cultivo (P2) que contenia una solucion de sacarosa estéril al 10%.
Finalmente se lavo cada bloque mediante 3 inmersiones en una tercera placa (P3)
con NaCl 0.9% estéril y finalmente devuelto a su pocillo con caldo BHI y glucosa
(Figura 13). Este procedimiento de exposicibn a sacarosa al 10% y posterior
lavado con suero fisiol6gico se repitié 4 veces al dia, en horarios predeterminados,
durante 3 dias seguidos como se muestra en el esquema de la figura 14.



23

TiE

SR R
@2
AN Ry A

Figura 13. De izquierda a derecha: placa con caldo BHI y glucosa 0,1mM (P1), placa con

sacarosa estéril al 10% (P2) y placa con suero fisiologico estéril (P3).

Dia1 Dia 2

!

Reactivacion cepa
ATCC 25175

[ | Formacion pelicula adquirida

. Formacion biopelicula. Incubacion de muestras en BHI, sacarosa y suspension de 3. mutans
11" Preparacion P1, P2y P3

" Medicién de pH en P1

Tratamiento de desmineralizacién (cuatro veces al dia, a las 7:30, 10:30, 13:30 y 16:30 horas)

- Exposicion a sacarosa 10% por 5 minutos
« Lavado en suero fisiologico
«  Reposicion de las muestras a P1

| Recoleccion y limpieza de muestras

Figura 14. Esquema resumen de protocolo experimental para la formacion de biopelicula y
desmineralizacion de las muestras.
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Para corroborar la viabilidad de los indculos de cada pocillo, se realizaron cuatro
controles microbioldgicos. Para cada uno se dividieron dos placas de agar TYCS
en 12 secciones y fueron rotuladas de forma que cada cuadro correspondio a un
pocillo de la placa de cultivo celular, en cada cuadro se sembraron 10 pL del caldo
de cada pocillo de la placa P1 antes de ser desechada. Todas las placas fueron
incubadas en condiciones de microaerofilia a 37°C durante un tiempo equivalente
de 24 horas. Ademas, una vez obtenidas las colonias, se observd la

macromorfologia colonial bajo lupa estereoscopica.

Para el andlisis de la pureza de los cultivos se realiz6 un frotis de los caldos de
cada pocillo, se realizé tincion Gram y fueron observados al microscopio éptico.

Por otra parte, una de las muestras (D4) fue retirada al quinto dia del experimento

para ser observada al microscopio electronico de barrido.

Como control negativo de desmineralizacion se utilizd6 una de las muestras sin
desmineralizar (D6), sin bacterias, donde no hubo formacion de biopelicula. El
control positivo de desmineralizacibon se llevdo a cabo mediante la
desmineralizacion con acido ortofosférico al 37%. Se realiz6 el grabado &cido
segun la indicacion del fabricante para esmalte de una muestra suspendida en

medio de cultivo sin bacterias (D5).

6.8 Acidogenicidad de la biopelicula

Cada mafiana se determiné el pH de los medios de cultivo de caldo BHI y glucosa
0,1 mM con un papel indicador de pH directamente en cada pocillo. Las
mediciones se realizaron una vez al dia en los pocillos de P1, antes del cambio de

la placa.

6.9 Remocién de la biopelicula desde los bloques de esmalte

Una vez terminado el proceso de desmineralizacion, las muestras fueron lavadas
con suero fisiologico estéril y un cepillo suave para eliminar los residuos de
biopelicula, luego de esto, se retird el barniz de ufias de cada una de ellas (Figura
15y 16).
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Figura 15. Placa de cultivo con los bloques de esmalte una vez removida la biopelicula y el

barniz de ufias.

Figura 16. Bloque de esmalte desmineralizado. Muestra sin biopelicula y una vez removido el

armazon metalico y el esmalte de ufas.

6.10 Medicion de dureza después del tratamiento desmineralizador

La medicion de dureza superficial de los bloques desmineralizados se realizé con
un microdurometro mediante 6 indentaciones en la Zona Desmineralizada. Se
denomind DS2 al promedio de los valores de dureza superficial obtenidos después

del tratamiento desmineralizador.

6.11 Tratamiento remineralizador
Antes de aplicar el agente remineralizante las muestras fueron pintadas con barniz
de ufas cubriendo la Zona Sin Desmineralizar y la Zona Desmineralizada dejando

libre la superficie por remineralizar como se muestra en la figura 19.
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Se utilizaron tres concentraciones distintas del agente remineralizante (Figura 17).

A patrtir de la primera concentracion del agente producida y utilizada en estudios
previos se definieron dos nuevas concentraciones. Esta concentracion base, fue
denominada en este trabajo como Concentracion 2 y corresponde a 6,4 g/100 mL
de BlueRemin®. Segun este valor se determiné el limite de solubilidad que posee
el compuesto de BlueRemin® sin alterar el pH de la solucion. El valor
correspondiente al incremento de compuesto fue sumado y restado de manera

equivalente a la Concentracion 2 para dar origen a las Concentraciones 1y 3.
1: 5,6 g/100 mL de BlueRemin®
2: 6,4 g/100 mL de BlueRemin®
3: 7,2 g/100 mL de BlueRemin®

Cada una de ellas fue aplicada en 6 bloques de esmalte (Figura 18).

Figura 17. Imagen de los tubos centrifuga con las tres concentraciones utilizadas
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2: 6,4g/100mL de BlueRemin (A3, A4, B3, B4, C3, C4)

3: 7,2g/100mL de BlueRemin (A5, A6, B5, B6, C5, C6)

Figura 18. Esquema de una placa de cultivo y distribucion de la aplicacién de las tres
concentraciones de BlueRemin®.

La aplicacién de BlueRemin® se llevo a cabo imitando lo realizado en los estudios
previos del agente, en los cuales se iguald el protocolo de aplicacion clinica del
Fluoruro Diamino de Plata, un producto de caracteristicas similares al BlueRemin®
disponible en el mercado.

Una vez limpias las muestras y libres de humedad se llevo a cabo la aplicacion de
BlueRemin® con un microbrush y se dejo actuar sobre la zona previamente
designada para aplicar el agente, ahora denominada Zona Remineralizada, por 2
minutos (Figura 19). Posteriormente se retirdé el agente remineralizador con una
mota de algoddn estéril embebida en agua destilada. Las muestras se dejaron en
saliva artificial por 16 horas a 37° C para simular las condiciones del medio oral.
Cada concentracion fue aplicada en 6 muestras de esmalte expuestas a la

biopelicula siguiendo el mismo procedimiento.

Figura 19. Imagen de la aplicacidon del agente remineralizador en una de las muestras de

esmalte.

Como control positivo de remineralizacién, se aplicé sobre dos muestras Fluoruro

Diamino de Plata (FAgamin®, Tedequim S.R.L., C6rdova — Argentina) (muestra
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D1) y Barniz de Fluor (Fldor protector Barniz Ivoclar Vivadent A.G., Madrid —
Espafia) (muestra D2) siguiendo el protocolo indicado por los respectivos

fabricantes (Figura 20). La muestra D3 fue utilizada como control negativo de la

remineralizacion, a la cual no se le aplico tratamiento remineralizador.

Figura 20. Control positivo de remineralizacién. a) Muestra D1 remineralizada con Fluoruro

Diamino de Plata. b) Muestra D2 remineralizada con Barniz de Fluor.

6.12 Evaluacion de remineralizacion

Se realiz6 las pruebas de dureza en la Zona Remineralizada siguiendo el mismo
protocolo de las dos mediciones de dureza anteriores. El promedio de las
mediciones de dureza superficial realizadas luego de aplicar el agente

remineralizante se denominé DS3.

6.13 Mediciones densidad mineral

Los bloques de esmalte fueron escaneados en el equipo SKYSCAN1272 de
Bruker® de alta resolucién en tres ocasiones, previo a la exposicion al modelo
experimental, después del tratamiento desmineralizador y posterior a la aplicacion
del protocolo de remineralizacion. Las pruebas de dureza superficial realizadas en

cada etapa se llevaron a cabo después del escaneado de las muestras.

Una vez obtenidas las imagenes, se utilizé el software SkyScan Data Viewer,
CTan y CTvox3D para visualizar los cortes y las reconstrucciones en tres

dimensiones de los blogues de esmalte.

Se utilizé el software CTan para medir la densidad mineral de las muestras. Se

selecciond una zona determinada de cada bloque, incluyendo la mitad externa del
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esmalte, a la cual se le realizaron las mediciones de densidad en tres ocasiones.
De esta forma se obtuvo tres valores para una misma zona segun la etapa del
ensayo en la que fue analizada. Se denominé DM1 a la densidad mineral inicial,
DM2 a la densidad del esmalte desmineralizado y DM3 al valor de densidad

obtenido luego de aplicar el tratamiento remineralizador.

6.14 Anélisis estadistico de valores de dureza y densidad mineral
Se utilizé el porcentaje de pérdida de dureza superficial (%PDS) y porcentaje de
pérdida de densidad mineral (%PDM) como indicadores de la desmineralizacion

del esmalte, fueron calculados de la siguiente manera:

%PDS = (DS1 — DS2) x 100

DS1

%PDM = (DM1 — DM2) x 100

DM1

La remineralizacion se determind mediante el célculo de los porcentajes de
recuperacion de dureza superficial (%0RDS) y de recuperacién de densidad mineral
(%RDM) utilizado las siguientes formulas:

%RDS = (DS3 — DS2) x 100

(DS1 - DS2)

%RDM = (DM3 — DM2) x 100

(DM1 — DM2)

El analisis de los datos obtenidos se realiz6 por tratamiento utilizado y por
concentracion de BlueRemin® aplicada. Para el andlisis estadistico, se evalué la
distribucion de los datos mediante el test Shapiro-wilk en el programa STATA. Se
compararon las medias y analizo la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre las durezas y densidades obtenidas con la utilizacion de las
diferentes concentraciones implementando el test de comparaciones multiples de

Bonferroni.
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VIl.  RESULTADOS

7.1 Formacién de biopelicula sobre los bloques de esmalte

Mediante inspeccion visual se evidencid la formacion de una capa blanquecina y
aspecto rugoso sobre las superficies de las muestras de esmalte inmersas en
medio de cultivo con suspension de S. mutans (Figura 21 y Figura 22a). Las

muestras incubadas sin bacterias (D5 y D6) mantuvieron sus superficies sin

formacién de biopelicula (Figura 22b).

Figura 21. Imagen de un bloque de esmalte al quinto dia de formacidn de biopelicula. a) Vista

frontal. b) Vista lateral. c) Vista posterior.

Figura 22. Muestras de esmalte sobre placas de Petri a) Bloques con formacién de biopelicula.

b) Bloques D5 y D6 sin formacion de biopelicula.

Ademas, crecimiento observo bacteriano en el caldo y aumento de la turbidez al
fondo del pocillo de las muestras con formacion de biopelicula, mientras que los
caldos en los pocillos de las muestras D5 y D6 se mantuvieron limpios y sin
turbidez (Figura 23 y 24).
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Figura 23. Imagen de la placa de cultivo celular al tercer dia de desmineralizacién. La muestra
D4 no se observa debido a que fue retirada para su observacién por microscopia electrénica de

barrido.

Figura 24. Imagen de P1 luego de retirar las muestras una vez finalizado el proceso de

desmineralizacion.

7.2 Controles de viabilidad y pureza de S. mutans

Las pruebas de viabilidad y pureza fueron positivas para todos los caldos con
indculo de S. mutans. En el primer control de viabilidad, realizado luego de las 36
primeras horas desde el inicio del ensayo, se puedo observar un leve crecimiento
bacteriano en algunos recuadros de la placa de agar (Figura 25). Sin embargo, a
partir del primer control efectuado luego del comienzo del tratamiento
desmineralizador con exposicién a sacarosa, se pudo observar crecimiento de
colonias en todos los recuadros de la placas de agar. Como se muestra en las
Figuras 26, 27 y 28, hubo crecimiento de colonias bacterianas en las placas de
agar TYCS con morfologia compatible a la descrita para S. mutans en todas las

muestras en donde hubo formaciébn de biopelicula. En los recuadros
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correspondientes a las muestras D5 y D6 no hubo crecimiento bacteriano debido a
gue fueron incubadas en caldos sin indculo de S. mutans.

En la observacion al microscopio 6ptico de los frotis de caldo de cada pocillo, se
identificaron cocaceas Gram positivo agrupadas en pares o cadenas y no se
detectaron elementos que indicasen contaminacién de los medios de cultivo
(Figura 29a). En la figura 29a se observa una imagen de un frotis de caldo,
mientras que la figura 29b muestra una imagen de microscopia electrénica de un
frotis de colonia, se puede evidenciar una agrupacion variable de la bacteria al ser

incubada en medios distintos.

Figura 25. Imagen de placas de agar TYCS utilizadas como control de viabilidad luego de las

36 primeras horas desde el inicio del experimento.

Figura 26. Imagen de placas de agar TYCS utilizadas para el control de viabilidad después

del primer dia de exposicion a sacarosa.



33

Figura 27. Imagen de placas de agar TYCS utilizadas para el control de viabilidad después
del segundo dia de exposicion a sacarosa.

Figura 28. Imagen de placas de agar TYCS usadas para el control de viabilidad de después
del tercer dia de exposicion a sacarosa.

Figura 29. Imagen de microscopia electrénica 100X. a) Frotis obtenido directamente del caldo
de uno de los pocillos con formacion de biopelicula. b) Frotis obtenido de una colonia crecida en

agar TYCS a partir de la siembra de 20 pl de medio de cultivo de un pocillo con bacterias.
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La muestra D4 fue retirada y observada al microscopio electrénico de barrido al
quinto dia de experimento. En las imagenes obtenidas se pudo comprobar la
presencia de S. mutans donde se identificaron bacterias de morfologia cocacea

agrupadas en pequefias cadenas adheridas a la superficie de esmalte (Figura 30).

Figura 26. Imagen de microscopia electrénica de barrido de la superficie de un bloque de
esmalte con S. mutans. a) 5.000X. b) 10.000X.

7.3 Medicion de pH
El pH promedio durante los 3 dias de tratamiento desmineralizador para los caldos
con formacién de biopelicula fue de 4,47 (Tabla 1) y para las muestras control

negativo de desmineralizacion (D5 y D6) de 6,83 (Tabla 2).

Tabla 1: Promedios de pH de las muestras con formacion de biopelicula.

pH Dia 1 pH Dia 2 pH Dia 3 Promedio Final

Promedios 4,82 4,36 4,24 4,47 +0,31

Promedio final + Desviacion Estandar.

Tabla 2: Promedios de pH de las muestras sin formacién de biopelicula.

pH Dia 1 pH Dia 2 pH Dia 3 Promedio final

Promedios 7 7 6,5 6,83 + 0,26

Promedio final £ Desviacién Estandar.
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7.4 Resultados de pruebas de dureza

La Tabla 3 muestra los promedios de las mediciones de dureza inicial (DS1),
después del tratamiento desmineralizador (DS2) y dureza final luego de aplicar el
agente remineralizante (DS3) por tratamiento. En la Tabla 4 se muestran los
porcentajes de pérdida (%PDS) y recuperacién (%RDS) de dureza superficial
registrados segun el tratamiento aplicado. Los valores de dureza superficial en cada
etapa registrados por concentracion de BlueRemin® utilizada se pueden ver en la
Tabla 5. Los porcentajes de pérdida y recuperacion de dureza obtenidos con las

concentraciones 1, 2 y 3 se pueden ver en la Tabla 6.

Tabla 3: Valores de dureza superficial de Vickers (HV) de los bloques de esmalte segun el

tratamiento aplicado.

Tratamiento DS1 DS2 DS3

BlueRemin® 330,74 £ 68,58 117,27 +38,71 182,43 +62,36
Fluoruro Diamino de Plata 369,67 £ 34,87 162,17 +25,28 181,33+ 30,18

Fluor Silano 322 £ 37,05 119,60 £ 42,61 159,33 + 18,63

Control Negativo Remineralizacion
(Muestra D3 sin aplicacion de agente 352 + 48,27 91,55 £+ 29,28 94,90 + 9,34

remineralizador)

Control Positivo Desmineralizacion
(Muestra D5 desmineralizada con ac. 387 +£50,68 171 + 26,23 173 + 21,20

ortofosférico)

Control Negativo Desmineralizacion
345 + 39,06 344,67 + 48,80 342,17 + 21,78

(Muestra D6 sin formacion de biopelicula)

Promedios * Desviacion Estandar. DS1 = Dureza superficial inicial. DS2 = Dureza superficial después
del tratamiento desmineralizador. DS3 = Dureza superficial después de aplicar el agente
remineralizante.
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Tabla 4: Dureza Superficial. Porcentajes de desmineralizacion y remineralizacion segun el

tratamiento aplicado.

Tratamiento %PDS %RDS
BlueRemin® 62,93 £ 15,05 36,72 £ 51,53
Fluoruro Diamino de Plata 55,41 + 10,22 5,35+21,11
Fluor Silano 62,16 + 15,37 11,91 £ 39,64
Control Negativo Remineralizacion
73,86 = 7,37 1,32+13,74
(Muestra D3 sin aplicacion de agente remineralizador)
Control Positivo Desmineralizacién
55,78 £+ 4,16 2,34 £ 21,56
(Muestra D5 desmineralizada con &c. ortofosférico)
Control Negativo Remineralizacion
0,09+ 7,42 0,30+ 70,5

(Muestra D6 sin formacién de biopelicula)

Promedios + Desviacion Estandar. %PDS = Porcentaje de pérdida de dureza superficial. %RDS =
porcentaje de recuperacion de dureza superficial.

Tabla 5: Valores de dureza superficial de Vickers (HV) segun la concentracion de BlueRemin®
utilizada.

Concentracion DS1 DS2 DS3
1 349,53 + 61,72 106,42 + 34,10 173,30 + 59,69
2 357,58 + 62,89 108,99 + 24,17 185,83 + 71,09
3 285,11 + 58,04 136,40 £ 47,60 188,17 £ 56,02

Promedios + Desviacion Estandar. DS1 = Dureza superficial inicial. DS2 = Dureza superficial después
del tratamiento desmineralizador. DS3 = Dureza superficial después de aplicar el agente
remineralizante.
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Tabla 6: Dureza Superficial. Porcentajes de desmineralizacion y remineralizacién conforme a la
concentracion utilizada.

Concentracion %PDS %RDS
1 68,42 +12,19 30,78°° £ 33,62
2 68,45+ 9,41 30,75°° + 26,68
3 51,92 + 16,38 48,61°° + 77,83

Promedios + Desviacién Estandar. %PDS = Porcentaje de pérdida de dureza superficial. %RDS =
Porcentaje de recuperacion de dureza superficial. °° = p > 0,05.

Se encontré una disminucion de dureza superficial estadisticamente significativa
(p < 0,05) en todas las muestras con formacién de biopelicula (Figura 27). Con
respecto a la muestra utilizada como control positivo de desmineralizacion, tratada
con acido ortofosforico al 37%, hubo una disminucion de los valores
estadisticamente significativa al comparar DS1 y DS2 (Figura 28). En ambos
tratamientos, el porcentaje de pérdida de dureza superficial fue estadisticamente
significativo (p < 0,05). En cuanto al control negativo de desmineralizacion, no se

presentd una variacion significativa entre los valores de DS1 y DS2 (Figura 28).

Todas las muestras tratadas con BlueRemin® presentaron un aumento
significativo en los valores de dureza superficial al comparar los promedios de DS2
y DS3 (p < 0,05). Los bloques de esmalte tratados con Fluoruro Diamino de Plata
y Flaor Silano, correspondientes a los controles positivos de remineralizacion,
también presentaron un aumento en sus valores de dureza superficial

estadisticamente significativo (p < 0,05) entre DS2 y DS3 (Figura 27).

No se presentaron diferencias significativas entre los valores de DS2 y DS3 de la
muestra control negativo de remineralizacion, en la cual hubo desarrollo de
biopelicula sin la posterior aplicaciéon de un tratamiento remineralizador (Figura
28).
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Figura 27. Graficos de valores de dureza superficial por tratamiento. a) Promedios de Dureza
Superficial de Vickers (Hv) en las tres etapas, DS1, DS2 y DS3 (+ DE) para los bloques es de

esmalte con formacién de biopelicula y tratamiento remineralizador. b) Porcentajes de recuperacion

de dureza superficial (%RDS) de cada agente remineralizante utilizado (+ DE). °° = p > 0,05.
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Figura 28. Gréfico de promedios de valores de dureza superficial de las muestras
correspondientes a los controles positivo de desmineralizacién, negativo de

desmineralizacién y negativo de remineralizacion.

Al contrastar los valores de remineralizacion obtenidos con los tres agentes
remineralizantes utilizados, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre ellos (p > 0,05), sin embargo, con BlueRemin® se registré el
mayor porcentaje de recuperacion de dureza superficial correspondiente a un
36,72% (Figura 29).

Al comparar los porcentajes de ganancia de dureza superficial obtenidos con los
protocolos de remineralizacién con BlueRemin® a tres concentraciones diferentes,
se observo que el mayor porcentaje se logré en los blogues tratados con la mayor
concentracion. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre las

concentraciones utilizadas (p > 0,05) (Tabla 6), (Figura 29).
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Figura 29. Graficos de valores de dureza superficial por concentracion. a) Promedios de
Dureza Superficial de Vickers (Hv) en DS1, DS2 y DS3 (+ DE). b) Porcentajes de recuperacién de
dureza superficial (%RDS) registrados con cada concentracion utilizada (1,2 y 3) (x DE). ° = p <
0,05.

7.5 Imagenes obtenidas a partir del Micro-CT

En la figura 30 se muestran dos tipos de imagenes obtenidas a partir del
procesamiento en el Micro-CT de una muestra expuesta a la biopelicula y
posteriormente tratada con BlueRemin®. En las imagenes al, bl y cl se puede
observar la imagen de un corte sagital del bloque de esmalte visualizado en el
programa CTan y luego en las imagenes a2, b2 y c2 se observa la reconstrucciéon
en tres dimensiones de la serie de imagenes que componen el objeto escaneado

en el programa CTvox3D .
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Figura 30. Imagenes de un boque de esmalte tratado con BlueRemin® obtenidas a partir de
los softwares CTan (al-cl) y CTvox3D (a2-c2) a) Imagenes del bloque de esmalte antes de ser
sometido al tratamiento desmineralizador. al) Corte saital a2) Reconstruccion 3D b) Bloque de
esmalte después del tratamiento desmineralizador. b1) Corte sagital b2) Reconstruccién 3D. Bajo
la linea curva de color rojo se puede identificar la zona desmineralizada, la zona sin desmineralizar
se muestra bajo la linea color blanco. c) Bloque de esmalte después del tratamiento
remineralizador. cl) Corte Sagital c2) Reconstruccion 3D. La zona comprendida bajo la linea de

color celeste representa la zona remineralizada donde se aplicé BlueRemin®.
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En la figura 30a se puede apreciar la imagenes del bloque antes de ser expuesto a
la biopelicula de S. mutans, en el cual se observa una superficie lisa y

homogénea.

La figura 30b muestra el mismo espécimen de esmalte después del tratamiento
desmineralizador. En la imagen del corte sagital se puede observar un leve
cambio de densidad en la superficie del esmalte al compararla con la imagen
30al. En la reconstruccion 3D se puede apreciar el cambio de la superficie del
bloque hacia una de aspecto rugoso y manchado, a diferencia de la que se puede
observar en la figura 30a2. Se puede diferenciar la zona sin desmineralizar,
anteriormente cubierta con esmalte de ufias, de la zona desmineralizada expuesta

a la biopelicula.

En las imagenes 30cl y 30c2, se observa el mismo bloque de esmalte una vez
aplicado el agente remineralizador. En cuanto la imagen 30cl, que muestra un
corte sagital de la muestra, las diferencias entre la zona desmineralizada y la
remineralizada son casi imperceptibles. Sin embargo, en la imagen 30c2 que
representa la reconstruccion 3D, se puede identificar, bajo las lineas de color
blanco, rojo y celeste, claramente las tres zonas a lo largo de la superficie del

espécimen de esmalte.

7.6 Resultados de mediciones de densidad mineral

Los promedios de las mediciones de densidad mineral por tratamiento, inicial
(DM1), después del tratamiento de desmineralizacion (DM2) y luego de la
aplicacion del protocolo remineralizador (DM3) se muestran en la Tabla 7. En la
Tabla 8 se encuentran los porcentajes de pérdida (%PDM) y recuperacion
(%RDM) de densidad mineral. Los valores de densidad registrados por
concentracion de BlueRemin® utilizada se muestran en la Tabla 9. Los porcentajes
de desmineralizacion y remineralizacion segun la concentracion de BlueRemin®

aplicada se exponen en la tabla 10.



Tabla 7: Valores de densidad mineral (g/cm?®) segun el tratamiento aplicado.
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Tratamiento

DM1

DM2

DM3

BlueRemin®

2,8212 + 0,0682

2,7298 + 0,0638

2,7668 + 0,0603

Fluoruro Diamino de Plata

2,7072 + 0,0053

2,6007 + 0,0087

2,6276 + 0,0029

Fldor Silano

2,8566 + 0,0111

2,6432 +0,0028

2,7384 + 0,0088

Control Negativo Remineralizacion
(Muestra D3 sin aplicacion de agente

remineralizador)

3,0779 £ 0,0173

2,9205 + 0,0446

2,9191 + 0,0077

Control Positivo Desmineralizacién
(Muestra D5 desmineralizada con &c.
ortofosforico)

2,8229 + 0,0217

2,7058 + 0,0189

2,7056 + 0,0080

Control Negativo Desmineralizacion

(Muestra D6 sin formacion de biopelicula)

2,7697 + 0,0082

2,7638 + 0,0034

2,7637 + 0,0040

Promedios + Desviacion Estandar. DM1 = Densidad mineral inicial. DM2 = Densidad mineral después

del tratamiento desmineralizador. DM3

remineralizante.

Densidad mineral después de aplicar el agente

Tabla 8: Densidad Mineral. Porcentajes de desmineralizacion y remineralizacién segun el

tratamiento aplicado.

Tratamiento %PDM %RDM
BlueRemin 3,22 +£1,96 40,99 + 6,59
Fluoruro Diamino de Plata 3,94 £ 0,50 24,99 + 3,38
Fluor Silano 7,47 £ 0,03 44,83 +5,81
Control Negativo Remineralizacion
5,12 £ 0,96 -4,75 £ 3,05
(Muestra D3 sin aplicacion de agente remineralizador)
Control Positivo Desmineralizacion
4,15 + 0,60 -1,05 + 6,66
(Muestra D5 desmineralizada con &c. ortofosférico)
Control Negativo Desmineralizacion
0,02 +£0,40 -1,69+£4,17

(Muestra D6 sin formacién de biopelicula)

Promedios + Desviacion Estandar. %PDM = porcentaje de pérdida de densidad mineral. %RDM =
porcentaje de recuperacion de densidad mineral.
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Tabla 9: Valores de densidad mineral (g/cm3 conforme a la concentracion de BlueRemin®

utilizada.
Concentracion DM1 DM2 DM3
1 2,8397 £ 0,0571 2,7437 £ 0,0334 2,7773 £ 0,0595
2 2,8343 + 0,0527 2,7541 + 0,0747 2,7908 + 0,0511
3 2,7835 £ 0,0833 2,6838 * 0,0549 2,7256 £ 0,0523

Promedios + Desviacion Estandar. DM1 = Densidad mineral inicial. DM2 = Densidad mineral después
del tratamiento desmineralizador. DM3 = Densidad mineral después de aplicar el agente
remineralizante.

Tabla 10: Densidad Mineral. Porcentajes de desmineralizacién y remineralizacion segun la
concentracion de BlueRemin® utilizada.

Concentracion %PDM %RDM
1 3,35+1,73 30,96°° = 29,87
2 2,82 +293 47,72°° + 10,37
3 3,54 +0,40 53,57°° £ 35,17

Promedios + Desviacion Estandar. %PDM = Porcentaje de pérdida de densidad mineral. %RDS =
porcentaje de recuperacion de densidad mineral. °° = p > 0,05.

El porcentaje de pérdida de densidad mineral fue estadisticamente significativo (p
< 0,05) para todas las muestras sometidas al tratamiento de desmineralizacion
mediante la formacion de biopelicula (Figura 31). También hubo una diferencia
estadisticamente significativa entre los valores de DM1 y DM2 del control positivo
de desmineralizacion tratado con é&cido ortofosférico al 37%. No se registr6 una
variacion significativa entre los valores de DS1 y DS3 del control negativo de

remineralizacion (Figura 32).

Todas las muestras en las que se aplicd un agente remineralizante presentaron un
porcentaje de recuperacion de densidad mineral estadisticamente significativo (p <
0,05). Al contraponer los valores de remineralizacion obtenidos con los tres
agentes remineralizantes  utilizados, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre ellos (p > 0.05). En este caso, el Fluor Silano



45

fue el producto que alcanz6é el mayor porcentaje de recuperacién de densidad
mineral , llegando a un 44,83%, seguido por el BlueRemin® con un 40,99%. El
menor porcentaje registrado fue de 24,99%, obtenido a partir de tratamiento con

Fluoruro Diamino de Plata (Figura 31).
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Figura 31. Gréaficos de valores de densidad mineral. a) Promedios de Densidad Mineral (g/cm3)
en las tres etapas, DS1, DS2 y DS3 (+ DE) para los bloques es de esmalte con formacién de
biopelicula y tratamiento remineralizador. b) Porcentajes de recuperacién de densidad mineral

(%RDM) de cada agente remineralizante utilizado (+ DE). °° = p > 0,05.

El control negativo de remineralizacion, en el cual hubo formacion de biopelicula y
desmineralizacion sin la posterior aplicacion de un tratamiento remineralizador, no

presento diferencias entre los valores de DM2 y DM3 (Figura 32).
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Figura 32. Grafico de los valores de densidad mineral de las muestras correspondientes a
los controles positivo de desmineralizacién, negativo de desmineralizacién y negativo de

remineralizacion.

Al comparar los porcentajes de ganancia de densidad mineral obtenidos con los
protocolos de remineralizacién con BlueRemin® a tres concentraciones diferentes,
se observé que el mayor aumento se logré en los bloques tratados con la mayor
concentracion, con la cual hubo un 53,57% de recuperacion de densidad mineral.
No hubo diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones
utilizadas (p > 0,05) (Tabla 10), (Figura 33).
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Figura 33. Graficos de valores de densidad mineral por concentracion de BlueRemin®

utilizada. a) Promedios de densidad mineral (g/cm?) en las tres etapas, DS1, DS2 y DS3 (+ DE)

para los bloques es de esmalte tratados con las concentraciones 1, 2 y 3. b) Porcentajes de

recuperacién de densidad mineral (%RDM) obtenido con cada concentracion utilizada (+ DE). °° =
p > 0,05.
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VIIl. DISCUSION

En este estudio se desarroll6 un modelo de biopelicula monoespecie de S. mutans
in vitro sobre bloques de esmalte humano que permitié desmineralizar la superficie
dental y luego evaluar los efectos de la aplicacion de distintas concentraciones de
un agente remineralizante a base de flior y grafeno. Analizando las variaciones en
los valores de dureza superficial y densidad mineral. Los modelos de biopelicula
de S. mutans in vitro se han utilizado debido a las dificultades de desarrollar in vivo
estudios en ambientes cariogénicos controlados (Sissons, 1997). Los modelos
microbiolégicos de caries in vitro son herramientas importantes para evaluar la
composicion bioquimica y microbiolégica de la biopelicula dental formada bajo
diferentes condiciones, estudiar los cambios causados en la superficie del sustrato
al cual la biopelicula estuvo adherida y estudiar el efecto de sustancias sobre la
desmineralizacion causada sobre la superficie dental (Ccahuana-Vasquez y Cury,
2010). La utilizacion de un modelo de biopelicula monoespecie puede ser
considerado una desventaja, debido a que la composicion de la biopelicula dental
involucra cientos de especies bacterianas, lo que hace imposible reproducir
exactamente esta complejidad en un modelo in vitro (Fernandez, 2016). La
eleccibn de S. mutans como Unica especie constituyente de la biopelicula
desarrollada en este trabajo, radica en que es la especie bacteriana con mayor
namero de resultados favorables respecto a la formacion de biopelicula vy
desmineralizacion de esmalte en trabajos con modelos bacterianos similares
(Steiner, 2007; Ccahuana-Vasquez y Cury, 2010; Giacaman, 2012) y debido a que
posee propiedades Unicas para metabolizar la sacarosa, el hidrato de carbono

mas cariogénico proveniente de la dieta (Paes, 2006).

En este trabajo se evidenci6 que todos los blogues de esmalte expuestos al
modelo microbiologico monoespecie de S. mutans con formacion de biopelicula
registraron una disminucion estadisticamente significativa de los valores de dureza
superficial y una desmineralizacion similar a la muestra utilizada como control
positivo de desmineralizacion. Los porcentajes de pérdida de dureza superficial

concuerdan con los resultados obtenidos por Giacaman (2013), Fernandez y cols.
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(2015), Botelho y cols. (2016) y Fernandez y cols. (2016). Adicionalmente, se pudo
observar cambios en la coloracién y textura en la superficie del esmalte,
evidenciandose un aspecto blanquecino opaco y poroso luego del secado con
aire, concordante con lesiones ICDAS | (International Caries Detection and
Assessment System (ICDAS) Coordinating Committee, 2007; Ismail, 2007).
Contrariamente, la muestra sin formacion de biopelicula, utilizada como control
negativo de desmineralizacion, no present6 variaciones en los valores de dureza
ni cambios superficiales de color o textura. Estos resultados demuestran la
capacidad de este modelo de biopelicula monoespecie de S. mutans de simular
las condiciones presentes en el proceso de desmineralizacion de los tejidos
dentales y de generar lesiones de caries in vitro. El modelo microbiolégico de
caries utilizado en este estudio es una herramienta fundamental para analizar los
cambios que ocurren en los tejidos expuestos a éste y representa una base para

el desarrollo de futuros trabajos enfocados al estudio de la enfermedad.

Con respecto a la recuperacion de dureza superficial, todas las muestras tratadas
con BlueRemin® presentaron porcentajes de recuperacion estadisticamente
significativos al comparar los valores de dureza de los bloques remineralizados
con los desmineralizados, al igual que los controles positivos de remineralizacién
tratados con Fluoruro Diamino de Plata y Fluor Silano. En cuanto al control
negativo de remineralizacion, que fue incubado bajo las mismas condiciones que
las anteriores muestras, exceptuando la aplicacion de un agente remineralizador,
no experimentd variaciones de dureza superficial. Todo esto sugiere que el
aumento de dureza superficial de las muestras es atribuible a la accion de los
agentes remineralizantes. Estos resultados concuerdan con lo descrito por Maia
(2003), Manarelli (2014), Mohd (2016) y N6brega (2016).

Los porcentajes de recuperacion de dureza superficial fueron estadisticamente
significativos con todas las concentraciones aplicadas al comparar los valores de
DS2 y DS3. A pesar de que la mayor concentracion utilizada tuvo el mayor
porcentaje de recuperacion de dureza, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre éstos, lo que indica que las tres
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concentraciones utilizadas tienen capacidad remineralizante, pero no hay

diferencias entre el potencial remineralizante de cada una de éstas.

Las imagenes obtenidas a partir de la microtomografia computada (Micro-CT)
permitieron evaluar cualitativa y cuantitativamente los bloques de esmalte
desmineralizados y sometidos a los protocolos de remineralizacién. Se pudo
observar una zona de desmineralizacion superficial, limitada a la mitad externa del
esmalte, similar a la analizada en las imagenes publicadas por Deyhle (2015),
Boca (2017) y Shahmoradi (2017).

Los valores de densidad mineral de esmalte sano medidos en este estudio son
similares a los reportados por Dowker (2003), Shahmoradi (2016) y Alyahya
(2019), sin embargo, al comparar los valores de densidad mineral después del
tratamiento desmineralizador, la diferencia de desmineralizacion fue menor en
este trabajo. Esto puede deberse a que, en los otros estudios, el periodo de
desmineralizacién fue mas prolongado, por lo que hubo una mayor pérdida de
mineral y la generacion de lesiones de mayor magnitud. Por esto, para evidenciar
un cambio mas significativo en los valores de densidad de los bloques
desmineralizados, se sugiere aumentar el tiempo del tratamiento de
desmineralizacion. Sin embargo, considerando que el objetivo de este trabajo fue
obtener una zona desmineralizada compatible con una lesién de caries incipiente,
se considera que el tiempo de exposicion al tratamiento desmineralizador fue

apropiado.

Con respecto a la recuperacion de densidad mineral obtenida por tratamiento
utilizado, todas las muestras tratadas con un agente remineralizante presentaron
porcentajes de recuperacién estadisticamente significativos al comparar los
valores de DM2 y DM3. En este caso, el tratamiento con Fluor Silano fue el que
tuvo el mayor porcentaje de remineralizacion de los tres productos aplicados, sin
embargo, al igual que en las mediciones de dureza, no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. El control negativo de remineralizacién

no tuvo una variacion significativa entre los valores de DM2 y DM3.
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Al comparar las diferencias de remineralizacion alcanzadas por cada
concentracion utilizada, se observé que a medida que aumenta la concentracion
de BlueRemin®, aumenta el porcentaje de recuperacion de densidad mineral, sin
embargo, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Esto
muestra que existe una posible tendencia hacia una relacion dosis dependiente
del efecto del agente remineralizante. Un aumento en el nimero de especimenes
estudiados podria aclarar la relacion existente entre la concentracion utilizada y la

capacidad remineralizante de BlueRemin®.

La dureza superficial ha sido ampliamente utilizada como indicador de pérdida
(Vale, 2011; Cavalcanti, 2014, Cury, 2000) y recuperacion (Cury 2005; Manarelli,
2014) de mineral de los tejidos dentales y tiene una estrecha relacion con la
microtomografia computada, que cuantifica directamente la pérdida de mineral en
esmalte y dentina (Thomas, 2006; Magalhaes, 2009). En este trabajo se determino
la dureza superficial de los bloques de esmalte y se analizé las diferencias de
desmineralizacion y remineralizacion, cuyos valores de pérdida y recuperacion de
dureza se relacionaron con una pérdida y recuperacion de densidad mineral
determinada cuantitavamente mediante microtomografiia computada. Sin
embargo, no se determind exactamente una correlacion entre los valores de
dureza superficial y densidad mineral y las variaciones que éstos pudieran tener.
Por esto se sugiere investigar sobre la asociacion de estas variables en futuros

estudios.

En este trabajo de investigacién se demostré la capacidad remineralizante de tres
concentraciones diferentes de BlueRemin® mediante la recuperacion de dureza
superficial y de densidad mineral de bloques de esmalte humano. Esto representa
un antecedente importante para la futura implementacion del agente en la practica
clinica, en la cual podra ser aplicado con el objetivo de tratar lesiones de caries
incipientes y controlar las condiciones locales orales para prevenir la aparicion de

futuras lesiones de caries en esmalte.



52

IX. CONCLUSIONES

Considerando que la hipétesis de este trabajo fue, “El efecto remineralizador de
BlueRemin® en especimenes de esmalte con lesiones de caries producidas en un
modelo microbiolégico de caries in vitro es dependiente de su concentracion”,

podemos concluir que:

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los valores de
remineralizacion de los bloques de esmalte sometidos al protocolo de
remineralizacion con BlueRemin® a distintas concentraciones, sin embargo, se

detect6 una tendencia hacia una relacién dosis dependiente de éstos.

Ademas, a partir de los resultados obtenidos en este trabajo se puede desprender
gue el modelo de biopelicula monoespecie de S.mutans in vitro es eficiente en el
proceso de desmineralizacion superficial del esmalte. Adicionalmente, se sugiere
que BlueRemin® posee capacidad remineralizante ya que aumentd la dureza
superficial y la densidad mineral de todos los bloques de esmalte expuestos a éste
y que puede tener una capacidad remineralizante equivalente al Fluoruro Diamino

de Plata y al Fluor Silano.
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XI. ANEXO 1: Consentimiento Informado
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Titulo del Protocolo: “Efscto raminaralizants do distintas concentraclonas da un
agents & basa da fldar y grafane an blogues da asmalta
dasminaralizada”,

Investigador Principal: Or. Mario Diae Dosque

Insdilule de nvestigacionss en clendas odonloldgicas
Fono, +58 & 88245896 E-mall: mediazDuchie ol

Sede de Estudio: Facultad de Odontolegis, Undversidad de Chile = Seigio
Livngstone 843 = independencia, Sanlago

Hombre del Participanie;

Este documento de Consentimiento Informats &@ aplicara a pacienas candidalos & exedoncia dé
tarceros maolams includos, ¥ consta de dos paries:

+ Infermacsdn (preporeiona inform azitn sobra el esiuda para usted)

+ Farmulario de Consanlimisnio (para firmar & esid da acuando en paricpar),

L, recibird una copla com plela del Deosuments de Consentimiento Infarmada.

M nombre es Mardo Dlae Dosque y soy académico de la Feouled de Odonlologla de la

Universidad de Chile, Esloy realizands una nvestigacion cuya obpbhvo a8 comparar ln durezs
suparficial an eapacimenss de eamalte desminerslizado vy somabidaos a un profocalo e
ramineralizackin con un aganis an base a fier y grafens o dislinias cancenrse onss,

La proporcionard informacen y kejs) irndtard a ser parte de este proyecie. Mo liene que decidic hoy
6l lo hard o no, Andes de tomar su decsiin pusde hablar sosros de | invesligesién con cualquisr
pafsona de su confianza. Eale procsss se conoee come Conssnlimiento Infarmada y puade gus
aontenga leiminos que usled no compranda, por o gue senlase oon la absolita liberlad para
praguntar sobre cualquier Bepeclo que |é ayuds Balarar sus dudas & respeso.

i

{8
Una ver aclarads lodes sus consullas y despuss que haya comprenddo low
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Informacion

Lz pérdida de minerales por parte de los dientes represents un problera principal en el
dezamollo de patologias bucales. En el tratamiento y prevencion de estas enfermedades se
utdizan productos que tienen la capacidad de inhibir la desmineralizacicn del tejide dentario, de
condrolar ks proliferacion bacteriana vy remaneralizar los dientes. Asi, productos con estas
caractensticas representan una gran necesidad clinica en la practica de la odondologia.

El desarrollc de BlueRemin®:, reafzado por un equipo de profesionales de [3 Universidad
de Chilz == enfoca en  un nuewo products para & mansjo de |3 canes dental y otras
enfemrnedades que afectan a los dientes.

Fara lograr el desarolle completo de BlueRemin® adn son necesarias diferentes
actividades de lsboratonio que logren cumplir objetivos técnicos v clinicos que nos permitan tener
seguridad respecto del funcionamiento de este producto.

La presents investigacion tiene por objetivo resclver la siguiente pregunta: ;Tiene

BlueRemin® una sccicn remineralizante en superficies denfaras, de disntes extraidos?

& participar en este estudio, no edste ningun fipo de bensficde inmediaio por la
participacion en &l estudic ya gue los dientes a utilizar son normalmente desechados. Sin embango,
como consscuencia de esta donacion v de la investigacion a realizar, usted ayudara a aportar
informacion no disponitle sobre |3 uiilizacicn de este nuewo producta.

Si usted decide participsr, == ke solicitara la donacion de sus dientss extraidos, los cuakes
seran corados en bloques, desmineralizados y luege == les aplicard BlusRemin®. Loz dientes
donados se utilizaran sdlo con 2l fin recién expuesto. Mingln otro fipo de estudio se reslizars con
los dienies. Una wezr observados v descritos los resulizdos, los disntes seran destruidos y
eliminados siguiendo los protocalos de bioseguridad.

Ustzd no correra ningdn riesgo dervado del procedimiznto de |3 investigacion, debido a
que este se reslizara en dientes que ya han sido extraidos en las dependencias de la FOUCH.
Tampoco implica costos adicionales para usted, pero el fmanciamiento del proceso quirdnigico da

R
-~

endraccion serd su responsabilidad,

[+ ]
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Loz criterios de inclusidn son: pacientes con indicacion de exodoncia de fterceros molares
incluidos, esto significa dientes que estan al interior del hueso.

Loz criterios de exclusion son: pacientes con ferceros molares semierupcionados o
pacientes con terceros molares erupcionados (que esten presenies en boca) gue hayan tenido
contacka con 3 saliva

La informacion obtenida de la investigacion, respecto de |3 identificacion de paricipantes,
serd mantenida con estricta confidencialidad por 2 investigador. El nombre v datos personales de
usted no seran registrados. Los resultados emanados de este estedio podran ser publicados en
revisias cientificas.

Aclaraciones i T

¢ La parficipacidn es completamente voluntarna. R\ _ETiCA

¢ Mo habra ninguna consscuencia desfavorable para usted, =n caso de no mr]%-'rﬁr
participacicn.

s Mo tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.

\

=

s Mo recibira pape por su partizipacion.

# Usted podra solicitar infarmacion actualizada sobre el estudio, al investigador responsable:
Or. Mario Diaz Dosque, Fono: =56 8 82428095, e-mail: mrdiaz@uchile.cl

« Siconsidera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participacian, pusde si lo
desea, firmar |a Cana de Consentimiznio Informado anexa al documenta.
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Carta de Consentimiento Informado

A traves de la presente, declaro y manifiesio, libre y espontaneamente, ¥ en consecuencia, acepha

que:

=

He leido v comprandido |a informacion anteriormente entregada v que mis preguntas han
sido respondidas de manera satisfactaria.

He sido informado(s) y comprenda ks necesidad y fines de ser atendido.
Tengo conocimients del procedirienio a realizar.
Conozeo los beneficios de participar en la Investigacion

El procedirmiento no fiens riesgo alguno para mi salud.

o R o pa

Ademas de esta informacion que he recibido, serg informadala) en cada momento v al
reguerirniznio de la evolucion de mi proceso, de manera werbal wo escrifa =i fuera

necesana y al criterio del investigador.

Autorizo a usar mi caso para investigacion ¥ para ser usado como material aediovisual en
classs, protegiendo mi identidad.

. En caso de cuslquier duda pusde acudir Facultad 4= Odontologia, Universidad de Chile —
Sergio Livingstone 943 - Independencia, Santiago. Los dias lunes. misrcoles y viernes
desde |3z 3:00 hasta las 17:00 horas.

8. 5i Ud. desea consultar sobre sus derechos como sujstio de irruEEtipa:i-:'-n 0 piensa gue
estos han sido wulnerados se pusde dingir al representante del Cornite Etica de [a Faculad
de Ddontologia de la Universidad de Chile: Cr. Eduardo Fernandez G. al teléfono (02)
ZETE1T03, en harario de oficing o al mail cec.fouchi@odortalogia.uchis ol

Doy mi consentimiznio al investigador v al resto de colsboradores, a realizar el procedimisnto
dizgndstico perinentz, FUESTO QUE SE QUE ES POR MI PROPIZ INTERES.

=l

Mornbre del Pacients:

Firrna:

Fechs:

Seccion a llenar por al Investigador Principal

He explicsds al Sris) la naturaleza de la
investigacian, le he explicade acerca de ks riesgos y beneficios que implica su participacion. He
contestado 3 las preguntas y he prepuntado =i tiene alguna duda. Acepto gue conozoo la
normativa wigente para realizar la inwestigacion con seres humanos y me apego a el

Maornbre del Investigador Prncipal:
Firmia:

Fecha:

Mornbre del Diractor del establecimients donde resliza la investigacion o de su repré;enmnte_ i

Firrna:

Fechs
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ANEXO 2: Acta de aprobacion de protocolo de investigacion

- E£d-18 de oztubre 2016

\

FACULTAD DE | COMITY ETIC0

ODONTOLOGIA | CIENTIFICO
ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

INFORME 201615

1. Acta de Aprobacion de Proyecto adscrito a Open Beauchef “Efecto remineralizante
de distintas concentraciones de un agente a base a fldor y grafeno en bloque de
esmalte desmineralizado” Halley 2015, visado por la Direccion de Investigacion de la

Facultad de Odontologia (DIFO).

2. Miembros del Comitée Efico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile participantes en la aprobacion del Proyecto:

Dr. Eduardo Pernandez Srta. Pauling Navarrete Dr. Marco Cormnejo
Presideme CEC Sacretana CEC \ice Pdte CEC
Dra, Werondka Vel Dr. Mauricio Baeza Sr. Roberto La Rosa
Miembro permanents CEC Miembro perrmanents CEC Miembro permanents CEC

Dr. Alfredo Molina
Miembro Akemo CEC

3. Fecha de Aprobacion: 24-10-2016
4. Titulo completo del proyecto: “Efecto remineralizante de distintas concentraciones de
un agente a base de flior y grafeno en bloques de esmalte desmineralizado".
5. Investigador responsable: Dr. Mario Diaz Dosque.
6. Institucion Patrocinante: Proyecto de Innovacion Open Beauchef! categoria Halley 2015,
7. Documentacion Revisada:
+ Consentmiento Informade (Cl) aprebade por CEC. con timbre y fecha de edicién
correspondiente, debidamente fechado y firmado por tedos los Involucrados.

8.- Fundamentacion de la aprobacion
Este proyecto es aprobado luwego que se realizaran las moddicaciones en relacion a los
syuientes aspectos eticos:
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* En el Cl se explica mejor en qué consiste el proyecto, incorpora el contacto CEC y
adapta la redaccion a um lenguaje mas comprensible para los sujetos de
investigacion.

* Se entrega autorizacion de Direccion Clinica FOUCH, que da cuenta de su
conocimiente respecto de las actividades del proyecto en las dependencias
commespondientes.

En consecuencia, el Comité Efico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile, ha aprobado el Protocolo del estudio titulado “Efecto remineralizante
de distintas concentraciones de un agente a base de fillor v grafeno en blogues de esmalte
desmineralizado™ Halley 2015.

7 M 5 i T
o L7 1 ;j-""___-"'] ."r
7

Vo
LA I

Dr. Eduardo Fﬂ'nfindez G.

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