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RESUMEN

Introduccion

La caries dental es un problema actual de la salud publica en Chile y el mundo. Se
considera una enfermedad multifactorial, cronica, progresiva y no transmisible.
Streptococcus mutans se considera uno de los principales agentes cariogénicos.
El propésito del estudio es determinar si la incorporacion de nanoparticulas de 6xido
de zinc (ZnO) y cobre (Cu) al sistema adhesivo disminuye el recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC) de Streptococcus mutans en restauraciones de

resina compuesta confeccionadas con adhesivo cargado.

Materiales y métodos

Se seleccionaron 25 pacientes del postgrado de Ortodoncia, Facultad de
Odontologia Universidad de Chile (FOUCH), con indicacién de extraccion de 2
premolares superiores asociado al tratamiento. Se confeccionaron restauraciones
de resina compuesta oclusales con adhesivo cargado (A, 5% ZnO y 0.2% Cu) y
adhesivo control (B, sin presencia de nanoparticulas), en cada diente segun
secuencia de aleatorizacion. Una vez finalizado el pulido de las restauraciones, se
pincelaron las superficies oclusales con el mismo adhesivo que fueron
confeccionadas. Se tomaron muestras microbioldgicas de biopelicula con la Técnica
de la cubeta, previamente (T0), a la semana (T1) y cuatro semanas (T2) posterior a
la confeccion de las restauraciones. Las muestras se procesaron en el laboratorio
de Microbiologia Oral, FOUCH. Se utiliz6 el test de Mann-Whitney para el analisis

estadistico.

Resultados

Se aislaron UFC de Streptococcus mutans a partir de las muestras obtenidas. Se
identifico molecularmente por PCR la presencia de Streptococcus mutans en 20 de
25 muestras. De las muestras no identificadas, se realiz6 fermentacion de azucares
obteniendo presencia de Streptococcus mutans en 2 muestras.

Por otra parte, se cuantificaron las UFC de la superficie oclusal de las
restauraciones en T0O, T1y T2. Al comparar los promedios de los recuentos de UFC
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de Streptococcus mutans en los distintos tiempos experimentales no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas, se obtuvo un valor p>0,05.

Conclusiones

La aplicacion del adhesivo con nanoparticulas de ZnO y Cu, sobre las
restauraciones de resina compuesta, no pareciera reducir significativamente el
recuento de UFC de Streptococcus mutans provenientes de muestras de biopelicula

obtenidas mediante la Técnica de la cubeta.



INTRODUCCION

A lo largo de los afios, han sido muchos los materiales utilizados en restauraciones
directas para dientes posteriores, tanto amalgama como resina compuesta. Esta
dltima se ha vuelto el material restaurador méas utilizado en los ultimos afios,
representando el 65% de las restauraciones realizadas actualmente en Estados
Unidos (Moraschini y cols., 2015), debido a la alta demanda estética por parte de
los pacientes, su capacidad de union al tejido dentario y la necesidad de una menor

eliminacion de estructura dental.

Sin embargo, los compuestos de resina compuesta tienen un tiempo promedio de
reemplazo de 5.7 afios, principalmente por causa de caries secundaria y fractura de
la restauracion (Moncada y cols., 2015; Bourbia y Finer, 2018); por lo tanto, a pesar
del atractivo estético surge la preocupacién por la tasa de fractura, longevidad
reducida, prevalencia de caries secundaria y proliferacion bacteriana.

La caries dental es un problema muy importante para la salud puablica ain no
resuelto. Es un proceso en el cual actian multiples factores, entre ellos, se
encuentran las bacterias inmersas en la biopelicula (NUfiez y Garcia, 2010). Dentro
de estas bacterias podemos encontrar al grupo Mutans Streptococci, del cual
Streptococcus mutans ha sido considerado un agente cariogénico relevante por sus

factores de virulencia y gran frecuencia de deteccion (Herrera y cols., 2007).

Teniendo en cuenta la complejidad de la enfermedad, Streptococcus mutans se
sigue considerando el agente con un rol cariogénico predominante asociado tanto

al inicio, como a la progresion de la caries dental (Ojeda y cols., 2013).

Los sistemas adhesivos contribuyeron de manera fundamental para el avance
técnico-cientifico de la Odontologia moderna. Los tejidos envueltos en el proceso
de adhesion son bastante diferentes en su composicion, lo que por si solo constituye
un desafio si observamos que una Unica solucién adhesiva tendréa que ser eficaz en

ambos ambientes.



9
La aplicacion de la nanotecnologia para combatir la caries dental, incluida la
inhibicion de la formacion de biopeliculas y la regulacion del equilibrio de
desmineralizacion y remineralizacion, es una direccibn prometedora para la

prevencion y el tratamiento de la caries dental.



10
MARCO TEORICO

1. RESINAS COMPUESTAS

Las resinas compuestas son el material de restauracion directa de mayor uso
actualmente en Chile y en Latinoamérica (Retamal y cols., 2014). Se definen como
un material con una gran densidad de entrecruzamientos poliméricos, reforzados
por una dispersion de silice amorfo, vidrio, particulas de relleno cristalinas u
organicas y/o pequefas fibras que se unen a la matriz gracias a un agente de

conexion (Ralph y Esquivel-Upshaw, 2004).

El tiempo que funcionan las restauraciones es un elemento importante para la toma
de decisiones clinicas, la evidencia de la préactica clinica revela que sobre el 60%
del tiempo (rango 50% a 75%) el odontélogo lo ocupa en el reemplazo de

restauraciones fracasadas (Mjor, 1998; Moncada y cols., 2015).

Del mismo modo, este biomaterial restaurador no logra una interfase cero con el
diente, debido a fendmenos de contraccion que sufre al polimerizar, lo que en la
practica se traduce en un sellado marginal imperfecto, que trae como consecuencia
el fendbmeno de filtracidbn marginal (Barrancos, 2006). La evidencia de estudios in
vitro e in vivo plantea que la resina compuesta como material de restauracion tiende
a acumular mas bacterias y biopeliculas que el propio esmalte dental (Skjorland y
Sonju, 1986).

La causa principal del fracaso de las restauraciones de resina compuesta es la
pérdida de la adhesién que se evidencia a través de la microfiltracion de esta. La
adhesion a los tejidos dentarios no es estable en el tiempo, provocando su
degradacion con los afios lo que permite tincidbn marginal y mayor probabilidad de

caries secundaria.

2. CARIES DENTAL

La caries dental es un problema muy importante para la salud publica ain no

resuelto. Es la enfermedad de mayor prevalencia en la cavidad oral, de caracter
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cronica, multifactorial, no transmisible y progresiva, llegando incluso a la destruccion

total de los tejidos si no se realiza tratamiento alguno (Fejerskov, 2004).

Se describe como un proceso dinamico de desmineralizacion y remineralizacion,
producto del metabolismo bacteriano sobre la superficie dentaria, que con el tiempo
puede producir una pérdida neta de minerales y posiblemente, aunque no siempre,

resultara en la presencia de una cavidad (Ojeda-Garcés y cols., 2013).

La caries dental es la enfermedad no transmisible mas comun del ser humano.
Segun los datos mas actualizados, el 35% de la poblacidén a nivel mundial presenta
lesiones de caries no tratadas y en Latinoamérica este nimero es cercano al 45%

(Giacaman y cols., 2018).

En el ambito clinico, la prevalencia de lesiones de caries en denticidbn permanente
estd expresada por el indice COPD (C=Caries, O=Obturados y P=Perdidos)
(Moncada y Urzua, 2008), es uno de los factores a considerar al momento de
evaluar el riesgo cariogénico. Esto contribuye a establecer un plan de tratamiento

especifico para satisfacer las necesidades de cada paciente.

La interpretacion de la etiopatogenia de la enfermedad ha sufrido cambios
fundamentales en los Ultimos afios, pasando de la visibn de una enfermedad
infecciosa y transmisible causada por una sola especie bacteriana, a una vision de
enfermedad ecoldgica no transmisible causada por el desequilibrio de la biopelicula
dental como consecuencia del consumo frecuente de azucares. Son muchos los
estudios epidemiol6gicos que relacionan el consumo de azlcar con la prevalencia
de caries, en los cuales se demuestra una clara asociacion entre frecuencia de
consumo, ingesta entre comidas y el desarrollo de caries dental (Gonzalez y cols.,
2013).

La composicion y metabolismo de la biopelicula (“Comunidad microbiana, dinamica,
estructurada, que se adhiere a la superficie dentaria, como también a otras
superficies de la cavidad oral. Se encuentra incluida en una compleja matriz
polimérica de origen microbiano o del hospedero, que permite la sobrevivencia de
la comunidad como un todo”; Kuboniwa y Lamont, 2010) esta determinado por una

compleja interrelacion entre los factores etiologicos, depdsitos microbianos y la
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superficie dental, en conjunto con los determinantes ecoldgicos tanto como la
composicién, flujo y capacidad buffer de la saliva, uso de fluoruros, frecuencia y
composicion de la dieta. También se puede ver influenciado por factores

ambientales y socioecondmicos (Fejerskov, 2004) (Figura 1).

COMOCIMIENTO

Saliva
[Flujo Salival)
- CLASE
EDUCACION SOCIAL
Depositas
Microbisnos Diente
Flururos pH 1}4} '
Dieta Capacidad Buffer
[FrE{IJEI'!{!ElY Diente Azlcar
Compaosicidn) [clearance rate)
Microorganismaos ‘
Depasitas
Microbianos — Diente
e =——]
pH N
INGRESOS
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Saliva
[Composicidn)

COMPORTAMIENTO

Figura 1. Esquema del concepto actual de caries dental

Frente al frecuente suministro de hidratos de carbono, se acidifica el medio al
disminuir su pH permitiendo la adaptacion de las bacterias al medio acido,
produciendo en el tiempo un desequilibrio entre los procesos de desmineralizacion
y remineralizacion, inclinAndose hacia la pérdida de minerales que conduce al inicio

y progresion de la enfermedad de caries dental (Figura 2).
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Figura 2. Esquema Produccion de Caries
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La posibilidad de detener el proceso de caries dental esta en directa relacion con un
diagndstico precoz y el riesgo cariogénico de cada paciente. Si es detectada antes
de que se genere la cavitacion, el proceso puede ser revertido por una terapia de
remineralizacion, sin necesidad de restaurar. Por lo tanto, la intervencion a realizar

serd en consecuencia del tipo de lesion especifica.

Microbiologia de la Caries Dental

Al paso de los afios han surgido diversas teorias intentando explicar el origen de la
caries dental. En el siglo XVII, Anton Van Leeuwenhoek fue considerado un pionero
al plantear la posibilidad de la asociacion entre microorganismos y caries (Van
Leeuwenhoek, 1677).

En el siglo XIX, Miller propuso la “Teoria Quimioparasitaria”, la cual establece que
la caries dental seria el resultado de la degradacion de carbohidratos de la dieta por
la accion de enzimas bacterianas productoras de &cidos, lo que provocaria la
desmineralizacion del diente (NUfiez y Garcia, 2010).

En base a la investigacion de esos afios, la idea mas comun a fines del siglo XIX es
la “Hipotesis de placa no especifica” la cual postula que era la cantidad de placa
dental la que determinaba la patogenicidad sin discriminar los niveles de virulencia

de las especies.

En 1976, Loesche postula la “Hipdtesis de placa especifica” al plantear que se
requiere la presencia de bacterias especificas en la biopelicula para el desarrollo de
la caries dental. Ademas, defini6 que una biopelicula con potencial cariogénico
deberia estar formado por un predominio de bacterias Gram positivo, acidogénicas

y aciduricas (Loesche, 1976).

Se identificé a los microorganismos Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus
y Lactobacillus acidophilus como principales agentes cariogénicos. Este ultimo se
encontré en un pequefio porcentaje de la biopelicula dental y con baja capacidad
de adherencia a la pelicula salival (Balakrishnan y cols., 2002). En cambio,

Streptococcus mutans (S. mutans) se encontr6 en un alto porcentaje de la
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biopelicula dental, y por ello fue considerado como uno de los microorganismos

responsable de la enfermedad (Marsh, 2003).

En 1997, Marsh propone la “Hipotesis de Placa Ecolégica”, ésta postula que el
balance entre las condiciones que brinda el hospedero con los microorganismos de
la cavidad bucal, y aquellos que constituyen la biopelicula dental condicionan la
enfermedad (Marsh y Bradshaw, 1997). Por lo tanto, considera la regulacion de la
biopelicula como un proceso dinamico, donde los factores externos pueden producir
alteraciones en la expresion de genes requeridos para su formacion, otorgando
mayor o menor grado de virulencia o patogenicidad (Figura 3) (Balakrishnan y cols.,
2002).

Excesode pH =, sanguis
azlicar neutra = gordoni Salud

STRESS CAMBIO CAMBIO EMFERMEDAD
ECOLOGICO

AMBIERTAL

Produccidn de pH 5. mutans Caries
&cidla Bigjo Lactobacillus

Figura 3. Representacion gréafica de la “Hipotesis de Placa Ecologica” de Marsh

Las caracteristicas claves de la “Hipodtesis de Placa Ecologica” son: (a) La seleccion
de bacterias patdgenas esta directamente asociada a cambios ambientales, y (b)
La enfermedad no necesita una etiologia especifica: cualquier especie con
caracteristicas relevantes puede contribuir al proceso de enfermedad. Sin embargo,
Streptococcus mutans es considerado el microorganismo con mayor potencial
cariogénico, ademas de sus propiedades de acidogenia, aciduria y acidofilia (Marsh,
2003). Sin olvidar que especies como Streptococcus sobrinus y Lactobacilli spp.,
entre otras, también estan involucradas en el desarrollo de esta patologia (Yoshida
y cols., 1999).

En 2011, Takahashi y Nyvad, propusieron una extension de la “Hipotesis de Placa
Ecolégica” al plantear que la biopelicula dental es un ecosistema microbiano
dindmico. Frente a la desestabilizacion homeostatica por la presencia de acidos

generados por Streptococcus no mutans de pH bajo, se facilitara el desbalance
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entre desmineralizaciéon / remineralizacion (etapa acidogénica). Una vez establecido
el ambiente acido, mutans streptococci y otras bacterias aciduricas pueden
aumentar y promover el desarrollo de lesiones de caries al mantener un ambiente

en el cual predomine el proceso de desmineralizacién (etapa acidurica) (Figura 4).

Etapa de Estabilidad Dindmica
Leve/infrecuente
6‘}4) Predominio de Streptococcus del tipo no-mutans y /
P - Acidificacion
¢ q,. Actinomyces
%, %
J{);?/o@% h - Seleccidn/Adaptacion
% % % ) N inducida por dcido
I s,
%, f’o%%% . Etapa Acidogénica
06'1/%/% Moderada/Frecuente
¢ Acidificacién

Seleccidn/Adaptacion
inducida por gcido

Prolongada/Severa
Acidificacion

FIGURA 4. Proceso de caries segun la Hipdtesis de Placa Ecoldgica extendida.

3. GRUPO MUTANS STREPTOCOCCI

En el proceso de caries actian diversos factores, entre los cuales, desde el punto
de vista microbiologico, encontramos a las bacterias que estan inmersas en la
biopelicula, y que debido a su virulencia se adhieren a la superficie del diente,
produciendo acidos como producto metabdlico, provocando la pérdida de minerales
de la superficie dentaria (Takahashi y Nyvad, 2011). Dentro de estas bacterias
podemos encontrar el grupo Mutans Streptococci, del cual Streptococcus mutans

ha sido considerado uno de los principales agentes cariogénicos.

El grupo Mutans Streptococci esta formado por bacterias genéticamente
heterogéneas, en el que se reconocen 8 serotipos distintos: a, b, c,d, e, f,gyh;y
7 especies diferentes: Streptococcus mutans, Streptococcus rattus, Streptococcus
cricetus, Streptococcus sobrinus, Streptococcus ferus, Streptococcus macacae y
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Streptococcus downei. Estas especies son diferenciables mediante pruebas

serologicas, bioguimicas y moleculares (Coykendall, 1989).

Especies del grupo Mutans Streptococci se encuentran en la biopelicula. Son
anaerobios facultativos, capaces de fermentar hidratos de carbono, de cuyo
metabolismo deriva la produccion de acidos y la sintesis de polisacaridos extra e

intracelulares (Takahashi y Nyvad, 2011).

Dentro de este grupo, las especies Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus
son las mas fuertemente implicadas en el inicio de la lesion de caries dental (Marsh,
2006).

Streptococcus mutans

Streptococcus mutans es una especie cocacea, Gram positivo, que se agrupa en
cadenas. Para desarrollarse necesita medios enriquecidos y ambientes de
microaerofilia o anaerobiosis, con una tension de diéxido de carbono al 10%. Posee
los polisacéaridos antigénicos definidos para los serotipos c, e y f, siendo el serotipo

c el mas predominante de la cavidad oral en seres humanos (Seki y cols., 2006).

Se puede aislar en medios enriquecidos como agar Mitis Salivarius con bacitracina
(MSB) y el agar Trypticase Yeast-extract Cystine Saccharose con bacitracina
(TYCSB) (Schaeken y cols., 1986). Estos medios son selectivos para esta especie
por la presencia de sacarosa y bacitracina en concentraciones criticas, las cuales
son toleradas por S. mutans, pero no por los demas microorganismos orales (Jordan
y cols., 1987).

Este microorganismo se caracteriza por poseer diversos mecanismos de virulencia
que formaran parte del inicio y desarrollo de la caries dental. Los factores de
virulencia brindan proteccibn a S. mutans de las defensas del hospedero, le
permiten mantener su nicho ecolégico en la cavidad oral y contribuyen en su
posibilidad de causar dafio. Entre los principales factores de virulencia se
encuentran: la habilidad de formar biopelicula, la capacidad acidogénica, acidurica,
la sintesis de glucanos y fructanos por medio de las enzimas glucosil y

fructosiltransferasas y la produccion de dextranasa (Vasquez y cols., 2014).
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A pesar de que Streptococcus mutans esté fuertemente asociado al desarrollo de la
caries dental, esta relacion no es uUnica. Es posible observar produccion de caries
en ausencia aparente de esta especie, como también se puede encontrar
Streptococcus mutans sin evidencia detectable de desmineralizacion de tejido
dentario (Marsh, 2006).

En lesiones de esmalte superficial, la placa bacteriana contiene Streptococcus no
mutans y Actinomyces, entre otros, que producen un ambiente de acidificacion leve,
fendbmeno compatible con el equilibrio de la desmineralizacion / remineralizacion.
Bajo prolongadas condiciones &cidas, las bacterias se comportan mas aciduricas,
en esta etapa S. mutans y Lactobacilos, asi como cepas aciddricas de
Streptococcus no mutans, Actinomyces, Bifidobacterias y levaduras pueden llegar
a ser dominantes, entre muchas otras bacterias acidégenas y aciduricas (Astorga y
cols., 2015). Por lo tanto, se sugiere que la diversidad bacteriana de la caries varia
segun su progresion, siendo esto indicativo de que la microbiota asociada a la

enfermedad es altamente compleja (Simén-Soro y cols., 2013).

Teniendo en cuenta la complejidad de la enfermedad, Streptococcus mutans se
sigue considerando el agente mas importante asociado tanto al inicio como la

progresion de la caries dental (Ojeda y cols., 2013).

4. ADHESIVOS DENTALES

La aplicacion de técnicas de odontologia minimamente invasivas tales como la
reparacion, remodelado y sellado de restauraciones de resinas compuestas
defectuosas, presentan evidencia clinica longitudinal en ensayos clinicos
randomizados que incrementan su longevidad en los dientes restaurados (Moncada
y cols., 2015). Se debe realizar controles clinicos y radiograficos periédicos, para
descartar aparicion de nuevas lesiones de caries in situ o con relacién a una

restauracion preexistente.

Los sistemas adhesivos contribuyeron de manera fundamental para el avance

técnico-cientifico de la Odontologia moderna. La gama de derivaciones y
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aplicaciones de esta clase de materiales dentales permiten propuestas mas
conservadoras y con resultados superiores. La clasificacion mas actual de los
sistemas adhesivos se da por su tipo de uso: grabado total o autograbado, o bien,

por el nimero de pasos envueltos en el proceso.

Los estudios sefialan que los sistemas autograbantes, a pesar de la eliminacion de
un paso clinico, pueden presentar resultados clinicos inferiores a largo plazo debido
a la baja resistencia quimica del polimero formado, y también, debido a los procesos
de hidrolisis en la interfase de la adhesion. En cambio, los adhesivos de dos o tres
pasos tienen mayor aceptacion en el dmbito clinico, y han sido considerados
superiores cuanto a la longevidad. Ahora bien, independiente del tipo de adhesivo
considerado, el proceso de adhesion sigue siendo un gran desafio en la odontologia

clinica.

El adhesivo AMBAR es un sistema monocomponente fotocurable de dos pasos
clinicos: grabado acido total del esmalte y dentina, seguido de la aplicacién del
adhesivo (primer + adhesivo) (Perfil Técnico, Revision 01. Sistema adhesivo para

esmalte y dentina. Ambar FGM, http://www.fgm.ind.br).

Los tejidos envueltos en el proceso de adhesion son bastante diferentes en su
composicion, lo que por si solo constituye un desafio si observamos que una Unica

solucién adhesiva tendra que ser eficaz en ambos ambientes.

Por esta razéon, el desarrollo de materiales con propiedades antibacterianas e
inhibidoras enziméticas se vuelve tan importante, para aumentar la durabilidad de
la interfase adhesivo / dentina, sin comprometer las propiedades mecéanicas del

adhesivo (Cocco y cols., 2015).

5. NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC (ZnONp) Y COBRE (CuNp)

La sintesis o0 extraccion de compuestos, tales como nanoparticulas con propiedades
antimicrobianas, es importante y tiene aplicaciones potencialmente prometedoras
en la lucha contra el creciente numero de patdgenos resistentes a los

antimicrobianos actualmente disponibles.
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En el afilo 2000, se mostro la inhibicion de metaloproteinasas de la matriz tipo 2y 9
a través de sulfato de zinc y sulfato de cobre, lo cual fue clave para continuar con la
investigacion en dicha area. Las nanoparticulas de 6xido zinc y cobre generan un
desequilibrio en la regulacién de la destruccién del colageno tipo |, el mas abundante
en dentina; su caracter bactericida y la capacidad de reducir la adherencia de

microorganismos en la superficie de los materiales (De Souza y cols., 2000)

El 6xido de zinc ha demostrado efectos antibacterianos contra varios tipos de
bacterias, incluyendo S. mutans. El mecanismo antibacteriano de nanoparticulas de
zinc se atribuye a la actividad modificada de la membrana celular y al estrés

oxidativo. (Melo y cols., 2013)

El cobre tiene accién bactericida, principalmente relacionada con su capacidad de
dar y aceptar electrones en un proceso continuo. Produce un radical hidroxilo que
puede participar en una serie de reacciones adversas a las macromoléculas

celulares, como la oxidacion de proteinas y lipidos (Sanchez y cols., 2016).

Se ha demostrado que las nanoparticulas de cobre son efectivas contra bacterias
Gram positivo y Gram negativo (Schrand y cols., 2010). Ademas de la importante
actividad antimicrobiana, el cobre es de bajo costo, por lo que la sintesis de

nanoparticulas de cobre tiene una mejor relacion costo-beneficio.

La idea detras de la incorporacion de ZnONp y CuNp al sistema adhesivo es agregar
propiedades antimicrobianas. Ahora bien, solo los grupos con 5/ 0.2% de ZnO /
CuNp mostraron propiedades antibacterianas significativamente mas altas que el
control al polimerizar el adhesivo (Gutiérrez y cols., 2019a), y ademas, se demostrd
que a esta concentracion el adhesivo no era altamente citotdxico (Gutiérrez y cols.,
2019b).

La idea de usar nanoparticulas implica no alterar las propiedades originales del
material e incluso mejorar sus propiedades, y asi, se resolveria uno de los

principales problemas de las resinas compuestas, su longevidad en el tiempo.

La aplicacion de la nanotecnologia para combatir la caries dental, incluida la

inhibicion de la formacién de biopeliculas y la regulacion del equilibrio de
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desmineralizacion / remineralizacién, es una direccibn prometedora para la

prevencion y el tratamiento de la caries dental.

El presente estudio se enfoca en aumentar la longevidad de la restauracién por
medio del pincelado de adhesivo en la superficie de la restauracion, con adhesivo
cargado con nanoparticulas de 6xido de zinc y cobre, y su subsecuente potencial
antimicrobiano en toda la superficie y la interfase. El adhesivo permanece adherido
a la superficie e interfase de la restauracion por adhesion quimica covalente

actuando de reservorio en forma indefinida de iones antimicrobianos.
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HIPOTESIS

La adicién de nanoparticulas de oxido de zinc y cobre al sistema adhesivo reduce

el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) de Streptococcus mutans de

la superficie oclusal de restauraciones de resina compuesta.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la reduccién de unidades formadoras de colonias (UFC) de Streptococcus
mutans de la superficie oclusal de restauraciones de resina compuesta, mediante la
adicion de nanoparticulas de 6xido de zinc y cobre al sistema adhesivo durante su

confeccion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar, cuantificar e identificar colonias de Streptococcus mutans, a partir de
muestras de biopelicula obtenidas mediante la Técnica de la cubeta,
previamente y luego, de unay cuatro semanas posteriores a la aplicacion del

adhesivo dental con y sin nanoparticulas de 6xido de zinc y cobre.

e Comparar las UFC de Streptococcus mutans obtenidas, de restauraciones
de superficie oclusal mediante la Técnica de la cubeta, previamente y luego
de una y cuatro semanas posteriores a la aplicacion del adhesivo dental con

y sin nanoparticulas de 6xido de zinc y cobre.
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio corresponde a un objetivo secundario del proyecto Fondecyt
1170575 y fue aprobado por el Comité de Etica Cientifico de la Universidad de Chile
(Anexo 1). Se caracteriza por ser un estudio clinico split mouth comparativo
experimental ciego tanto para el paciente como para el operador, en el cual se
reclutaron pacientes con indicacion de extraccion de premolares superiores por

ortodoncia.

Universo muestral:

El tamafio de la muestra se calculé con andlisis a priori utilizando el programa
estadistico G*Power®©, version 3.1.9.2, con niveles de confianza del 95% (a = 0.05)
y un potencial estadistico del 78%. El efecto del tamafio fue medio (0.5). El analisis

indicd que se requerian al menos 25 pacientes para lograr resultados significativos.

Cada paciente fue controlado en tres tiempos (TO, T1 y T2), y tenia 2 dientes
premolares superiores, idealmente contralaterales, con indicacién de extraccion por
ortodoncia como parte de su plan de tratamiento, en los cuales se realizaron

restauraciones de resina compuesta oclusales.

Criterios de Inclusién:
e Pacientes de ambos géneros, sin restriccion etaria.
e Pacientes que presentaban 2 dientes premolares superiores con indicacion
de extraccion por ortodoncia e idealmente contralaterales.
e Muestras de saliva inicial positivas a la presencia de Streptococcus mutans

Criterios de Exclusion:

e Pacientes que consumieran farmacos que produjeran alteraciones en el flujo
salival, como antidepresivos, narcoticos, diuréticos, antihistaminicos,
antihipertensivos y antieméticos.

e Pacientes bajo tratamiento con colutorios y/o geles de clorhexidina u otro
antiséptico bucal (cuyo compuesto activo fuera cloruro de cetilpiridinio,

triclosan, hexetidina, xilitol y sales de zinc como cloruro de zinc, citrato de
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zinc y sulfato de zinc) y/o pastas dentales con concentraciones de flior mayor
o igual a 2.500 ppm de ion flior durante los dltimos tres meses.

e Pacientes en tratamiento con antibioticos durante los ultimos tres meses.

e Pacientes en tratamiento de farmacos inmunosupresores (corticoides).

e Pacientes clasificados segun la American Society of Anesthesiologic como
ASA 111, los cuales son pacientes con enfermedad sistémica grave, pero no
incapacitante.

e Pacientes portadores de aparatos protésicos removibles o fijos, planos de
relajacion o de cualquier artefacto acrilico.

e Pacientes que consumieran goma de mascar cuatro o mas dias a la semana.

e Pacientes con dificultades motrices que les impidiera realizar su propia

higiene dental.

Procedimiento:

Un primer operador, reclutd y selecciono a los pacientes, tomo las muestras, realizé
el procesamiento microbioldgico (supervisado por académico del éarea de
microbiologia), las exodoncias correspondientes y el andlisis estadistico. Un

segundo operador confecciond las restauraciones de resina compuesta.

1) SELECCION DE PACIENTES
Se evaluaron 47 pacientes de la clinica de Ortodoncia de segundo afio en la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (FOUCH) en el periodo de
Mayo-Octubre del 2019, previa autorizacion del alumno tratante, y se ingresaron al
estudio los 25 que cumplieron con los criterios de inclusion y exclusion definidos,
asignandole un namero de ingreso al estudio segun una secuencia de aleatorizacion

en planilla del programa Microsoft Office Excel.

2) CONSENTIMIENTO INFORMADO
Se les invit0 a participar en el estudio, se hizo lectura del Consentimiento Informado
o Asentimiento Informado en caso de menores de edad (Anexo 2), en el cual se
explico el propésito del estudio, todo procedimiento a realizar, duracion del mismo,
riesgos y beneficios de participar en el proyecto, dejando en claro su participacion
voluntaria. EI documento fue firmado por todos los involucrados, y se entrego una

copia al paciente.
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3) DETECCION CLINICA DE DIENTES A INCLUIR EN EL ESTUDIO
Se realizé examinacion visual para confirmar y detectar los dientes premolares
superiores con indicacion de extraccion por ortodoncia que fueron incluidos en el
estudio. Cada paciente tiene su propia ficha clinica (Anexo 3), en la cual se
recopilaron antecedentes sistémicos de relevancia, antecedentes de higiene oral,

examen oral y diagnadstico clinico diente por diente.

4) TOMA DE MUESTRA DE SALIVA
En cada paciente seleccionado se tomd una muestra de saliva para determinar
presencia / ausencia de Streptococcus mutans en su microbiota oral. Mediante la
estimulacion de saliva con papel de parafina, se obtuvo 1 mL (1000 pL)
aproximadamente en tubos de ensayo estéril. Los tubos fueron rotulados con el

nombre del paciente y la fecha correspondiente.

5) TRANSPORTE DE LA MUESTRA
Los tubos con las muestras de saliva de cada paciente se conservaron a 4°C en
bolsos de frio, para en un plazo maximo de 2-3 horas ser transportadas
directamente al laboratorio de Microbiologia del Departamento de Patologia y

Medicina Oral (FOUCH) y ser procesadas, preservando siempre su esterilidad.

6) PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA DE SALIVA
Dilucién: Previa agitacion de la saliva en vértex por 45 segundos, se tomaron 100
uL de saliva y se agregaron a un tubo eppendorf con 900 uL de buffer fosfato pH
7.4 0,02M, se agit6 por 15 segundos en el vortex. Luego, se tomaron 100 pL de la
dilucion y se agregaron a un nuevo tubo eppendorf con 900 pL de buffer fosfato, se

volvié a agitar y se obtuvo una dilucién de 1:100 de saliva estimulada.

Siembra: Se sembraron 100 pL de la dilucion 1:100 en placas de agar Trypticase
Yeast-extract Cystine Saccharose con bacitracina (TYCSB: L-cistina 0,2 g/L, Bacto
Casitona 15 g/L, Extracto de levadura 5 g/L, Sulfito de sodio 0,1 g/L, Cloruro de
sodio 1 g/L, Fosfato disodico 2 g/L, Acetato de sodio 20 g/L, Sacarosa 50 g/L, Agar
15 g/L y bacitracina 100 UI/L), medio selectivo para Streptococcus mutans que ha

sido descrito como el medio mas sensible y selectivo para cultivar esta especie
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bacteriana (Schaeken y cols., 1986). Todo el proceso se realizé en condiciones de

esterilidad.

Incubacion: Se incubaron las placas en una jarra con vela para crear un ambiente
microaerofilico (5% CO2) y se llevaron a estufa a 37°C por 48 horas, luego se

verifico el crecimiento de las colonias de Streptococcus mutans.

Identificacidén y recuento: Se observaron las placas bajo la lupa estereoscopica
del microscopio (Stemi 2000-C, Zeiss) y una fuente luminosa (Schott KL 1500,
Zeiss); se identificaron las colonias de Streptococcus mutans para luego contar y

determinar las UFC/mL.

7) TOMA DE MUESTRA MICROBIOLOGICA INICIAL
Una vez confirmada la presencia de colonias de Streptococcus mutans en la
muestra de saliva obtenida de cada paciente, se utilizo la “Técnica de la Cubeta”
(Zanigay cols., 2010; Vildosola y cols., 2013) para obtener la biopelicula depositada
sobre la superficie oclusal de los dientes premolares superiores seleccionados,

mediante las cubetas destinadas para cada uno de los pacientes del estudio.

Trabajando en una campana de bioseguridad tipo Il (Dwyer Mark Il, Filtro Met) se
colocaron cubetas de flior en placas de Petri estériles bajo luz ultravioleta durante
20 minutos y se llenaron con 3 mL de agar TYCSB (Figura 5). Se llevaron a estufa
de incubacion por 24 horas a 37°C para comprobar que los medios de cultivo no se
encontraran contaminados, de modo de efectuar un control de calidad. Luego, se

guardaron en el refrigerador hasta su utilizacion.

FIGURA 5: Imagen de cubeta individual cargada con medio de cultivo TYCSB



26
Previo a la utilizacién de las cubetas cargadas, se llevaron a estufa de incubacion
por 15 minutos a 37°C. La toma de muestras se realizo presionando suavemente la
cubeta cargada por un minuto sobre la superficie oclusal de las piezas incluidas en
el estudio. Se guardd nuevamente en la placa de Petri para ser transportada al
laboratorio de Microbiologia en un plazo maximo de 2-3 horas, conservadas a 4°C
en bolsas de frio. Todo el procedimiento se llevé a cabo contiguo a un mechero

encendido para evitar la contaminacién ambiental.

8) PROCESAMIENTO MICROBIOLOGICO
Las placas de Petri que contenian las cubetas se incubaron en estufa a 37°C en
jarra con vela para lograr condiciones de microaerofilia durante 48 horas en el
laboratorio de Microbiologia del Departamento de Patologia y Medicina Oral
FOUCH.

9) CONFECCION DE LAS RESTAURACIONES OCLUSALES DE RESINA
COMPUESTA Y APLICACION DEL ADHESIVO AMBAR CON Y SIN
NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC Y COBRE.

En todos los pacientes se trabajo bajo anestesia local, se infiltré 1 tubo de
mepivacaina al 2% con epinefrina al 1:100.000 en cada diente incluido en el estudio.
Se confeccionaron preparaciones bioldgicas oclusales de 3 mm vestibulo-palatino
x 3 mm mesial-distal x 2 mm profundidad en dentina, medidas que fueron verificadas
con sonda calibrada cada 1 mm. Se utilizaron piedras diamantes cilindricas nuevas

para cada preparacion y se trabajé bajo refrigeracion continua.

Una vez terminadas las preparaciones biolégicas, se grabaron con &cido
ortofosférico al 37% (Super etch, SDI) durante 30 segundos en esmalte y 15

segundos en dentina, y posteriormente lavadas por el doble de tiempo.

Segun el numero de aleatorizacion asignado a cada paciente al ingresar al estudio,
se indico la aplicacion del adhesivo A o B segun correspondia a cada uno de los
dientes. Se agitaron los adhesivos previo a su utilizacion, se aplico en la preparaciéon
bioldégica con un microbrush eliminando los excesos previamente, se esperd para la

evaporacion del solvente, se aplic6 nuevamente y se fotopolimerizé durante 20
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segundos (Halogen Curing Light, Elipar™ 2500, 3M ESPE). Los adhesivos

experimentales se utilizaron segun las instrucciones del fabricante.

Se confeccionaron las restauraciones oclusales de resina compuesta (Opallis,
FGM) mediante la técnica incremental, se comprobd la oclusion y se pulieron las
restauraciones. Las dos restauraciones correspondientes a cada paciente fueron

realizadas el mismo dia.

Una vez finalizadas las restauraciones de resina compuesta, se grabaron con acido
ortofosférico al 37% (Super etch, SDI) durante 30 segundos, y posteriormente
lavadas por el doble de tiempo. Se procedié a pincelar con el mismo adhesivo
asignado previamente, toda la superficie oclusal y margenes de la restauracioén con
el objetivo terapéutico de mejorar el pulido y sellado final de la misma. Se aplicé
sobre la restauracion con un microbrush eliminando los excesos previamente, se
espero para la evaporacion del solvente, se aplicé huevamente y se fotopolimerizé
durante 20 segundos (Halogen Curing Light, Elipar™ 2500, 3M ESPE). Todo lo

anterior se realizé bajo una efectiva técnica de aislacion relativa.

El adhesivo A corresponde al sistema adhesivo Ambar modificado con 5/ 0.2 % de
ZnONp y CuNp respectivamente, en cambio el adhesivo B se utilizd sistema

adhesivo Ambar sin nanoparticulas en su composiciéon, como control.

Por lo tanto:

Grupo experimental: 25 dientes premolares superiores en los cuales se realizaron

restauraciones de resina compuesta oclusal con sistema adhesivo cargado con

nanoparticulas de 6xido de zinc y cobre.

Grupo _control: 25 dientes premolares superiores en los cuales se realizaron

restauraciones de resina compuesta oclusal con sistema adhesivo no cargado con

nanoparticulas de 6xido de zinc y cobre.

10) TOMA DE MUESTRA MICROBIOLOGICA POSTERIOR A LA
APLICACION DEL ADHESIVO AMBAR CON Y SIN NANOPARTICULAS
DE OXIDO DE ZINC Y COBRE
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Una y cuatro semanas después se tomaron muestras de la biopelicula adherida a
las restauraciones oclusales de resina compuesta confeccionadas previamente, en

ambas ocasiones se utilizo la Técnica de la cubeta (Figura 6).

-

FIGURA 6: Impresion de la superficie oclusal de un premolar con la Técnica de la cubeta. Contorno de la
superficie oclusal del diente (rojo) y restauracion de resina compuesta (azul). Se sefiala UFC Streptococcus
mutans contabilizadas en el recuento del estudio.

De igual manera que en la muestra microbioldgica inicial, las placas de Petri que
contenian las cubetas fueron trasladadas al laboratorio de Microbiologia en bolsas
de frio a 4°C en un plazo maximo de 2-3 horas. Una vez ahi, se incubaron en estufa

a 37°C en jarra con vela para lograr condiciones de microaerofilia durante 48 horas.

11) AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE COLONIAS DE S. mutans
A partir de todas las muestras se identificaron colonias de Streptococcus mutans en
base a la morfologia colonial (macroscoépica) y adherencia de las colonias al agar,
observadas bajo lupa estereoscopica y fuente luminosa. Ademas, se realizé el
recuento de UFC de Streptococcus mutans sobre la impronta en agar TYCSB de

las superficies oclusales.

Aislamiento: Las colonias compatibles se aislaron a placa TYCSB y se incubaron
en jarra con vela a 37°C en la estufa durante 48 horas.

Inoculacion: Frente al crecimiento limpio y compatible con las caracteristicas ya
descritas, se inoculd 1 colonia en 3 mL de caldo Todd-Hewitt (Infusién cerebro-
corazén 3,1 g/L, Peptona 20 g/L, Glucosa 2 g/L, Cloruro de Sodio 2 g/L, Fosfato
Disddico 0,4 g/L, Carbonato de sodio 2,5 g/L), un medio de cultivo que se caracteriza
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por permitir el desarrollo de bacterias de r4pido crecimiento y nutricionalmente
exigentes (Todd y Hewitt, 1932); y se incub6 a 37°C durante 24-48 horas. Concluido
el tiempo, el crecimiento bacteriano se observa por la turbidez del medio de cultivo
(Murray y cols.,1999) (Figura 7).

FIGURA 7: (A) Caldo de cultivo Todd Hewitt estéril.
(B) Caldo de cultivo Todd Hewitt posterior a su
incubacién, la turbidez del medio confirma

crecimiento bacteriano.

. . NN

Criopreservacion: Una vez confirmado el crecimiento bacteriano se colocaron 500
uL de glicerol y 500 uL de caldos crecidos en tubos eppendorf estériles, los cuales

fueron criopreservados a -80°C.

Una vez recolectadas todas las muestras al estado de criopreservacion, se continué

con el procedimiento para la identificacion molecular.

Resiembra: A partir de cada criopreservado se sembraron con asa estéril en placas

de agar TYCSB, se incubaron en jarra con vela a 37°C en la estufa durante 48 horas.

Inoculacion: Al confirmar crecimiento puro en las placas, se inocularon en 3 mL de

caldo Todd-Hewitt y se incubaron a 37°C durante 24-48 horas.

Preparacion de las muestras: Se colocé 1 mL de caldo crecido en tubo eppendorf
estéril, se centrifugaron a 4°C a 10.000 rpm por 4 minutos. Se elimind el
sobrenadante, se repitié el procedimiento 2 veces agregando el caldo al tubo
eppendorf correspondiente y se centrifugaron en las mismas condiciones previas.
Se elimina completamente el sobrenadante y se conserva el pellet para la extraccion
de ADN.

Extraccion de ADN para Streptococcus mutans: Se realizO segun las
indicaciones establecidas por el fabricante del sistema comercial Epicentre

Masterpure™ DNA Purification Kit (USA, Epicentre Biotechnologies). Como
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modificacion a este protocolo, luego de suspender el pellet en 150 uL de TE Buffer
y vortexear, se agregaron 5 uL de lisozima (20 mg/mL) a cada muestra, se vortexeo

suavemente y se incubd en estufa a 37°C durante 12 horas.

Una vez finalizado el protocolo de extraccion de ADN para Streptococcus mutans,
se almacenaron las muestras a -20°C para su posterior analisis mediante la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR (polymerase chain reaction): Se
llevé a cabo bajo campana de bioseguridad tipo II, previamente al uso se dejaron
todos los instrumentos 20 minutos bajo luz UV. Se dispensaron 46 uL de mezcla (5
uL Buffer 10x, 4 uL Cloruro de Magnesio 50 mM, 1 uL de DNTPs 1 mM, 1 uL de
partidor Ry 1 uL de partidor F 20 pmoles/uL, 0.2 uL tag ADN polimerasa 5 U/uL y
33.8 uL agua miliQ) en tubos para PCR, y se agregaron 4 uL por cada muestra de

ADN producto de la extraccion.

Como control positivo se utilizé la cepa de S. mutans ATCC 25175 y agua para
biologia molecular estéril como control negativo. El total de 27 muestras (incluyendo
control positivo y negativo) se coloco en el termociclador (Axygen™ THERM-1000),
con el siguiente protocolo de PCR determinado para identificacion molecular de
Streptococcus mutans, utilizando los primers para el gen spaP: denaturacion inicial
a 94°C por 4 minutos, seguido de 30 ciclos por 1 minuto a 94°C (denaturacion), 30
segundos a 50°C (apareamiento) y 1 minuto a 72°C (elongacion), concluyendo con

una extension final a 72°C por 5 minutos, y por ultimo se mantiene a 4°C.

Los productos de la amplificacion se evidenciaron en la camara de electroforesis
(Gel XL Plus, Mini Gel Electrophoresis System, Labnet International Inc.) en geles
de agarosa al 2%. Una vez finalizada la separacion electroforética, los geles fueron
visualizados en un transiluminador UV y se observd mediante el programa

Carestream M| SE version 5.4.

La presencia de S. mutans se identifica por un fragmento de 192 pb (Vasquez y
cols., 2014). La identificacién de la especie se realiz6 mediante amplificacion por
PCR de un fragmento de 192 pb del gen spaP, utilizando los partidores disefiados

por Ono y cols. en 1994, cuyas secuencias se detallan en la Tabla 1.
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Nombre Secuencia de ADN Amplicon (pb)
spaP-F 5" AAC GAC CGC TCT TCA GCA GAT ACC 3 192 pb
spaP-R 5 AGA AAG AACATC TCT AATTTCTTG 3

Tabla 1. Partidores utilizados para la identificacion molecular de aislados de S. mutans.

Las pruebas bioquimicas realizadas, para las cinco muestras que resultaron
negativas para la identificacion molecular por spaP, fueron la fermentacion de
Rafinosa y Melobiosa e hidrélisis de la Esculina, las tres positivas so6lo para
Streptococcus mutans (Coykendall, 1989).

Posterior a las 48 horas de incubacién de cada cepa, cada caldo fue centrifugado
en tubos centrifuga tipo Falcon por 5 minutos a 1500 rpm (Heraeus Megafuge 8R
Centrifuge, Thermo Scientific) con el fin de obtener un pellet, el cual se resuspendio
en 400 uL de buffer fosfato pH 7.4 hasta obtener una suspension ajustada a Mc
Farland 5.

De esta suspension se sembraron 100 uL, en 500 pyL de Esculina (Brain Heart
Infussion + 1% de Esculina), en 500 yL de Rafinosa (Tioglicolato sin indicador ni
dextrosa + 1% de Rafinosa) y en 500 uL de Melobiosa (Tioglicolato sin indicador ni
dextrosa + 1% de Melobiosa). Los tubos fueron llevados a estufa de incubacion por
24 horas a 37°C. Después de este tiempo, se agrego tres gotas de citrato férrico
amoniacal (1%) al caldo de Esculina y tres gotas de rojo fenol (0.025%) a los caldos
de Melobiosa y Rafinosa respectivamente.

Se confirmé positiva la hidrélisis de la Esculina frente al cambio de coloracion a
negro del caldo. En el caso de la fermentacion de la Rafinosa y la Melobiosa, la
aparicion de un amarillo intenso indico la positividad de la prueba. Al obtener las

tres pruebas positivas, se confirmo el diagndstico de Streptococcus mutans.

12) TOMA DE REGISTROS FOTOGRAFICOS
Se tomaron fotografias de las impresiones correspondientes a las muestras
microbiolégicas de cada paciente incluido en el estudio. En ellas se pudo delimitar

el area de la superficie oclusal de cada premolar, y ademas, la restauracion de
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resina compuesta confeccionada durante el estudio. Esto permiti6 guardar el

registro del recuento de UFC de S. mutans.

13) ANALISIS ESTADISTICO
Para el andlisis estadistico se utilizaron los recuentos de Streptococcus mutans en
TO (previa aplicacion de los adhesivos), T1 (una semana posterior a la aplicacion de

los adhesivos) y T2 (cuatro semanas posteriores a la aplicacion de los adhesivos).

Se utilizé el test Shapiro-Wilk (p < 0.05) para determinar si la distribucion de los
datos fue normal. Como los datos no se distribuyeron de forma normal, se utilizé la
prueba U de Mann-Whitney para la comparacién de los resultados en TO, T1y T2,
con un nivel de confianza de 95%. Todo el analisis se llev6 a cabo con el programa
IBM SPSS Statistics Version 25.

14) INFORMACION AL PACIENTE
Una vez realizados los recuentos, se le inform6é a cada paciente sobre sus
resultados. Se les motivd a seguir habitos saludables, tanto para mantener su salud

oral como beneficiar su tratamiento de ortodoncia en desarrollo.

Por ultimo, se llevaron a cabo las exodoncias de los premolares superiores por

indicacién de ortodoncia, previamente planificadas por el alumno tratante.
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En el presente se incluyé un total de 25 pacientes, no existiendo pérdida de

pacientes ni de muestras durante el estudio. En la Tabla 2 se caracteriz6 a cada

paciente que colabor6 con su participacion.

Paciente Edad Sexo UFC S. mutans en saliva | COPD
1 15 M 2.64 x 10° 0
2 14 M 1.7 x 10° 2
3 21 M 7 x 103 10
4 14 F 7.4 x10* 1
5 41 F 1.46 x 10° 16
6 25 M 3.9x10* 4
7 25 F 1 x10° 13
8 26 F 1 x10° 16
9 26 M 1 x10° 14
10 25 M 1 x10° 6
11 30 M 1.2 x 10* 15
12 27 F 1.94 x 10° 10
13 23 F 1x10° 8
14 26 F 1x10* 11
15 28 F 4 x 103 6
16 15 M 2.6 x 10* 1
17 17 F 8.8 x 10* 2
18 24 F 3 x 103 10
19 22 F 3.1x10* 7
20 25 F 2.5x10* 10
21 16 F 3.08 x 10° 2
22 13 F 3.1x10* 0
23 26 F 1x10* 11
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24 11 M 2.28 x 108 1
25 14 F 1.8 x 10° 1
Promedio 21.96 16 F (64%) 3.56 x 10° 7.08
9 M (36%)
Desviacidn estandar 6.907 - 5.53 x 10° 5.43

Tabla 2. Descripcién de pacientes del estudio: edad, sexo, UFC Streptococcus mutans en salivay COPD.

El promedio de edad de los pacientes fue de 22 afios. Se contd con la participacion
de 16 mujeres (64%) y 9 hombres (36%). Se presenta una amplia distribucién con
respecto al recuento de las UFC de S. mutans en saliva. Y, por ultimo, la experiencia
de caries esté representado por el COPD de cada paciente, cuyo promedio de los
25 pacientes fue de 7.08.

1. Aislamiento e identificacion de Streptococcus mutans
A partir del cultivo y aislamiento bacteriano de muestras de saliva estimulada, como
de la biopelicula dental obtenida mediante la Técnica de la cubeta, se obtuvo
colonias aisladas con caracteristicas macroscoépicas y de adherencia compatibles
con S. mutans (Figura 8). En relacién con la macromorfologia de colonias de S.
mutans se observé en algunos individuos un solo tipo de morfologia, mientras que

en otros, una mayor diversidad (Figura 9).

r

FIG.8 FIG.9

FIGURA 8: Colonias en saliva de Streptococcus mutans en agar TYCSB. Colonias blanquecinas y de
superficie rugosa, nétese como rompen el agar al que se adhieren. (Aumento 5x).
FIGURA 9: Colonias en saliva de Streptococcus mutans en agar TYCSB. Obsérvese el polimorfismo colonial.

Diferentes formas de colonias y todas adherentes. (Aumento 3x)
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El frotis de subcultivo liquido a partir de una colonia de Streptococcus mutans tefiido
con Gram, mostré formas cocaceas, Gram positivo y agrupadas en cadenas,

caracteristico de bacterias del grupo Mutans Streptococci.

FIGURA 10: Frotis de un subcultivo liquido a partir de colonia de Streptococcus mutans, seleccionada por su
macromorfologia colonial, tefiido con tincion Gram (Aumento 100x).

Se determind que 20 de 25 muestras fueron positivas, segun la técnica de PCR para

la bacteria cariogénica Streptococcus mutans (Figura 11).

<+—192pb

FIGURA 11: Gel de agarosa al 2% mostrando el fragmento de amplificacion utilizado para identificar la
presencia de S. mutans (192 pb, gen spaP). Cepa de S. mutans ATCC 25175 control positivo. Control
negativo agua para biologia molecular. Se utiliz6 marcador de peso molecular 100pb (DNA ladder).
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Las pruebas de hidrdlisis de Esculina y fermentacion de Rafinosa y Melobiosa,
fueron positivas para dos de cinco de los aislados que resultaron negativos en la

PCR; por lo tanto, se detectd presencia de Streptococcus mutans (Figura 12).

FIGURA 12: (R) Tubo con Rafinosa luego de la adicion de rojo fenol. (M) Tubo con Melobiosa luego de la
adicién de rojo fenol. (E) Tubo con Esculina luego de la adicién de citrato férrico amoniacal.

Por lo tanto, se identific6 Streptococcus mutans en 88% de las muestras
microbioldgicas analizadas durante el estudio, un 80% mediante técnica de PCR y

un 8% por bateria de fermentacién de azucares.

Con respecto a las tres muestras restantes se observé compatibilidad morfolégica
en el crecimiento colonial, adherencia al medio de cultivo, turbidez del medio
posterior a la inoculacién en caldo y presencia de células agrupadas en cadena
Gram positivo, no obstante, no se logré identificar presencia de Streptococcus

mutans mediante ninguno de los analisis mencionados anteriormente.

2. Cuantificacion de Streptococcus mutans
En la Tabla 3 se describe la cantidad de UFC de Streptococcus mutans contadas
en la superficie oclusal de los premolares, con indicacibn de exodoncia por
tratamiento de ortodoncia, a partir de muestras de biopelicula obtenidas de un
mismo diente previamente (TO = primera muestra microbiologica), después de una
semana (T1 = segunda muestra microbioldgica) y después de cuatro semanas (T2
= tercera muestra microbioldgica) de la confeccion de resinas compuestas oclusales
con adhesivo con / sin nanoparticulas (NP) de 6xido de zinc y cobre, mediante la

Técnica de la cubeta.



Diente A (con NP) Diente B (sin NP)

Paciente TO T1 T2 TO T1 T2
1 0 0 0 0 1 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 6 0 0 3
4 0 3 1 5 0 0
5 0 1 3 2 5 8
6 0 5 1 0 3 1
7 5 1 0 2 3 0
8 6 2 0 3 3 2
9 11 25 0 27 11 19
10 0 1 0 0 2 0
11 2 0 10 2 0 0
12 5 4 0 0 0 0
13 2 1 0 6 6 0
14 3 0 11 0 12 0
15 0 1 1 0 5 1
16 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 0
18 0 0 2 1 1 5
19 0 0 0 0 0 0
20 0 1 0 0 0 2
21 0 0 0 0 1 0
22 2 2 3 1 0 1
23 0 0 0 0 0 0
24 1 0 0 1 1 0
25 0 0 0 0 0 0

Tabla 3. Recuento de UFC de Streptococcus mutans en el area oclusal de premolares, en muestras de

biopelicula obtenidas de un mismo diente en TO, T1 y T2, mediante la Técnica de Cubeta.
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Una vez analizadas todas las muestras microbioldgicas, se determiné que la
Técnica de la cubeta permitio aislar colonias de Streptococcus mutans en un 76%
de las superficies oclusales estudiadas. En el otro 24%, si bien, se observo
presencia de Streptococcus mutans en la muestra microbiolégica esta no
correspondia a la superficie oclusal del diente incluido en el estudio; por esta razén,

no fueron consideradas en el recuento de las colonias.

3. Diferencias en el recuento de UFC de Streptococcus mutans antes y
después de la aplicacion del adhesivo.

En primer lugar, se aplico el test de Shapiro-Wilk para determinar la forma en que

se distribuyeron los datos de la muestra, el que mostr6é que la distribucion de los

valores no resulté normal (p<0.05*), tal como se describe en la tabla 4.

Diente A (con NP) Diente B (sin NP)
TO T1 T2 TO T1 T2
N° de Casos 25 25 25 25 25 25
Minimo 0 0 0 0 0 0
Méaximo 11 25 11 27 12 19

Shapiro Wilk 0.630 0.393 | 0.571 | 0.400 | 0.695 | 0.476
Estadistico

Shapiro Wilk § 0.000* | 0.000* | 0.000* § 0.000* | 0.000* | 0.000*
p-Valor

Tabla 4. Tabla comparativa donde se observa para cada variable (diente A-con NP y diente B- sin NP),

namero de casos, minimo, maximo, y los resultados del test de Shapiro Wilk.

A continuacion, se observa el grafico con la distribucién de los datos en TO
(previamente a la aplicacion), T1 (una semana posterior a la aplicacion) y T2 (cuatro
semanas posteriores a la aplicacion) del recuento de UFC de colonias de
Streptococcus mutans, tanto para el adhesivo experimental como el control (Figura
13).
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FIGURA 13: Gréfico tipo caja y bigotes, se presenta el recuento de las UFC de S. mutans del adhesivo

experimental (con ZnONp y CuNp) y adhesivo control (sin ZnONp y CuNp) en TO, T1 y T2. La linea continua

representa la mediana, las X representan el promedio y los circulos corresponden a los valores extremos.

Ademas, se utilizé la prueba de U de Mann-Whitney test no paramétrico, al

comparar una misma caracteristica (recuento de UFC S. mutans en la superficie

oclusal de las restauraciones de resina compuesta) en 3 circunstancias distintas

(TO, T1 y T2). La intencidén fue comparar la diferencia entre 2 variables numéricas

(antes y después de la aplicacion del adhesivo) en un mismo grupo (Tabla 5).

Tiempo Promedio | Desviacién Estandar | Significancia (p-valor)
TO con NP 1.48 2.69 (+0.54) 0.938*
TO sin NP 2.00 5.45 (£1.09)
T1 con NP 1.88 5.00 (x£1.00) 0.492*
T1sin NP 2.16 3.35 (x0.67)
T2 con NP 1.52 3.05 (+0.61) 0.964*
T2 sin NP 1.68 4.07 (+0.81)

Tabla 5. Tabla comparativa donde se observa el promedio del recuento de S. mutans en TO, T1y T2,

desviacion estandar y significancia (p-valor); datos calculados por la prueba de U de Mann-Whitney.

(p<0.05* estadisticamente significativos)



40
El promedio del recuento de UFC de Streptococcus mutans en el grupo
experimental (adhesivo cargado con nanoparticulas de 6xido de zinc y cobre), T1y
T2 fueron mayores que TO. Por otra parte, el promedio del recuento de UFC de
Streptococcus mutans en el grupo control (adhesivo sin nanoparticulas en su

composicién) T1 fue mayor que TO, pero disminuyo en T2.

Al comparar los recuentos de las UFC de Streptococcus mutans en TO, T1y T2 con
la prueba de U de Mann-Whitney nos otorgd los valores de 0.938, 0.492 y 0.964
respectivamente, lo cual determind que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre los resultados obtenidos, puesto que se requeria un valor de
p<0.05.
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DISCUSION

La caries dental es una de las patologias orales mas comunes, presenta una alta
incidencia y es la patologia bucodentaria de mayor prevalencia en Chile. Se ha
descrito como una enfermedad compleja y crénica que progresa lentamente en la
mayoria de los pacientes. No es autolimitante; por lo tanto, puede progresar hasta

la destruccion completa del diente (Carounanidy y Sathyanarayanan, 2009).

El origen multifactorial de la caries dental permite varias lineas de investigacién, es
por esto que nos hemos centrado especificamente en aspectos microbianos de la
enfermedad, siendo Streptococcus mutans el agente bacteriano mas comunmente
estudiado y aislado (Banas, 2004). A pesar de que S. mutans no es estrictamente
un indicador sobre el riesgo y desarrollo de la enfermedad de caries; factores de
virulencia como acidogenicidad, aciduricidad, acidofilicidad, sintesis de glucanos y
fructanos y produccion de dextranasa (Banas, 2004; Nuafez y Garcia, 2010), le
otorgan un rol cariogénico importante. En el 2011, Linossier y cols., determinaron
una alta prevalencia de S. mutans en la poblacion chilena, siendo motivo

permanente de estudio.

Este trabajo de investigacion esta adscrito al proyecto Fondecyt 1170575 que
requeria seleccionar pacientes con ciertos requisitos, uno de ellos, indicacion de
exodoncia dental para su posterior analisis. Por esta razén, los pacientes incluidos
en el presente estudio pertenecian al postgrado de Ortodoncia de la clinica FOUCH
con tratamiento en evolucién; por lo tanto, se encontraban de alta preventiva /
integral y en constante monitoreo de su higiene oral, lo que aparentemente genero
una dificultad mayor en la deteccion y aislamiento de la bacteria S. mutans por
cultivo. Lo que motivdé a incluir en este trabajo sOlo a pacientes que tuvieran
deteccidn positiva de esta bacteria en saliva previo a la muestra mediante la Técnica

de la cubeta.

Como bien se describe en la metodologia del estudio, se decidio utilizar la Técnica
de la cubeta como parte del procedimiento para la toma de muestras
microbiolégicas. Esta técnica nos permitio aislar colonias de S. mutans en un 76%

de las superficies oclusales correspondientes a los dientes incluidos por cada uno
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de los pacientes previamente seleccionados. En el 24% restante, si bien, no fue
posible aislar colonias de S. mutans de las superficies oclusales, se pudo observar
su presencia al inspeccionar la muestra microbiologica en su totalidad. Esto se
explicaria, porque la superficie dentaria analizada en este estudio es reducida y
acotada a una parte de la superficie oclusal, por lo tanto, la posibilidad de aislar

colonias también se redujo.

En consecuencia con lo anterior, este estudio presenta resultados similares al
trabajo de Zufiga y cols. en 2010, ya que mediante la misma técnica se logro aislar
y cuantificar el microorganismo estudiado. Ahora bien, una desventaja de la Técnica
de la cubeta radica en su limitacion a las caras oclusales y libres de las piezas
dentarias, puesto que, al ser los espacios proximales zonas estrechas y de mayor
retencién provocan que el agar, categorizado como material poco resistente a la
traccion, tiende al desgarro en dichas zonas (Sieber y cols., 2012), dificultando la

recuperacion de colonias.

Por otra parte, el analisis macromorfologico de las colonias de S. mutans también
implica cierta dificultad, puesto que, el polimorfismo colonial que presenta esta
especie complejiza la situacion por su similitud morfolégica con colonias de otras
especies bacterianas. Por esta razén, la muestra fue tomada con la cubeta cargada
con medio TYCSB permitiendo el crecimiento de S. mutans, seleccionandolo en
presencia de sacarosa y bacitracina a concentraciones criticas, condiciones que no
son toleradas por otros microorganismos que comparten ese habitat (Jordan y cols.,
1987).

Adicionalmente, el andlisis macromorfolégico se complementa con el andlisis
micromorfoldgico como parte del diagnéstico microbioldgico. Sin embargo, se debe
esclarecer que dentro de las limitaciones de la microscopia directa esta proporcionar
datos utiles como la morfologia, la agrupacion y el tipo de pared; pero en ningun
caso, permite determinar identidad a nivel de género, ni menos a nivel de especie,
siendo ambas metodologias meramente una orientacién diagndstica. Con relaciéon
a lo anterior, en este trabajo se ha complementado la identificacion con la técnica

de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para identificar los aislados a nivel
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de especie, siendo esta técnica de bajo costo, rapida y de sensibilidad superior al

meétodo microbioldgico clasico (Ojeda-Garcés y cols., 2013).

En nuestro estudio se utilizé el gen spaP para la identificacion molecular, siendo
evidenciado en un 80% de los aislados analizados, lo cual es similar a lo detectado
por Vasquez y cols. en el 2014, estudio realizado en poblacién chilena. En ese
trabajo se evidenci6 el gen spaP en aislados de S. mutans provenientes de saliva
en el 63.6% de los individuos estudiados. Sin embargo, aun considerando las
ventajas que proporciona la técnica de PCR, hubo una fraccion de aislados que no
fue posible su identificacion a través de esta técnica. Este resultado puede
explicarse por la ausencia de este gen en esos aislados, puesto que, segun reportan
otros autores solo se detecté en 73.6% (Aguilera y Estrada, 2003) y 91.3% de los

aislados estudiados en México (Duran-Contreras y cols., 2011).

Una posibilidad de haber complementado la identificacion por PCR podria haber
sido la eleccién de otro gen especifico para S. mutans, como el gen gtfB que se
reporta en 88.5% (Pinto, 2007) y 100% de los aislados en la poblacién de Chile
(Vasquez y cols., 2014), Japon (Hata y cols., 2006), India (Mishra y cols., 2015) y
entre 80-100% de los aislados en poblacién de Corea del Sur (Choi y cols., 2009).
No obstante, en el laboratorio no contdbamos con los insumos para desarrollar esta
alternativa. Por ello, se adiciond la bateria de fermentacion de azucares que permitié
identificar al 40% de los aislados con resultado negativo para PCR, con un nivel de
sensibilidad de 100% segun lo reportado por Zufiiga y cols. en 2010, Sieber y cols.
en 2012 y Acufia y cols. en 2013, en aislados obtenidos de poblacién chilena.
Finalmente, hubo 3 aislados que no fue posible establecer identidad a nivel de
especie, lo que pudo deberse a la presencia de otras especies del género que
presentan cierta similitud en la macromorfologia colonial y similitud en la
micromorfologia celular, siendo en ambos casos caracteristicas morfologicas
comunes de expresién, pudiendo dificultar su diferenciacion e identificacion. Si bien,
los resultados podrian haber sido compatibles a Streptococcus sobrinus en las
pruebas bioquimicas, no son determinantes y hubiera sido necesario realizar
identificacion de especie a nivel molecular, pero no era parte de los objetivos de

este trabajo.
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Con respecto a la comparaciéon del recuento de UFC de S. mutans obtenidas de la
biopelicula de la superficie oclusal de las restauraciones de resina compuesta,
confeccionadas con adhesivo cargado con ZnONP y CuNP y sin presencia de
nanoparticulas, utilizando la Técnica de la cubeta; no se encontraron resultados
estadisticamente significativos analizados mediante el test Mann-Whitney (p>0.05)

entre los recuentos obtenidos en TO, T1y T2.

En este trabajo, los dientes utilizados para la confeccion de las restauraciones de
resina compuesta pertenecientes tanto al grupo control, como al grupo experimental
son contralaterales. Las muestras de biopelicula depositadas sobre las
restauraciones de ambos grupos fueron tomadas del mismo paciente, es decir,
dientes situados en un mismo ecosistema oral condicionado por los mismos
determinantes ecologicos. Ademas, las muestras de biopelicula y su posterior
procesamiento microbiologico fueron realizadas por un mismo operador, de igual
forma que las restauraciones realizadas por un Unico segundo operador. Por lo
tanto, factores asociados a los procedimientos no debieron influir mayormente en
estas diferencias, si no que mas bien se deberian a otros factores, como el riesgo
cariogénico bajo o moderado de los pacientes, la hora de su ultimo cepillado, el
tiempo transcurrido para la toma de muestra en T2 y/o caracteristicas propias del

material de restauracion.

Considerando que se trabajo con pacientes en tratamiento de ortodoncia, que se
encuentran en constante control de su higiene oral, aparicién de nuevas lesiones de
caries o problemas con restauraciones preexistentes; son todos factores que
contribuyen a reducir y mantener la actividad de caries disminuida, siendo menos
probable recuperar esta bacteria mediante la Técnica de la cubeta. Es por ello, que
se sugeriria que en estudios posteriores se consideraran pacientes con un alto

riesgo cariogénico y en actividad de caries.

El resultado puede estar influenciado por el momento de higiene de los pacientes.
El operador encargado no pudo controlar exactamente la hora del ultimo cepillado
ni el consumo alimenticio previo a las citas concertadas, y por lo tanto, la
acumulacion de biopelicula sobre las restauraciones entre los tiempos TO, T1y T2

pudo sufrir alteraciones y haber tenido toda la adherencia al protocolo como se
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plante6 en la metodologia. La indicacion de no cepillarse los dientes y evitar la
ingesta de alimentos antes de la toma de muestra, tuvo como fin normalizar todas
las muestras y recuperar S. mutans en un momento muy oportuno sin alteraciones
(Gamboa y cols., 2016).

El tiempo transcurrido para la muestra microbioldgica en T2 puede haber sido
insuficiente, es probable que no existan diferencias en el corto plazo de estudio
(cuatro semanas) debido a que las condiciones de las restauraciones son alfa, en
criterios Ryge (Ryge, 1972). Con el tiempo, tanto las enzimas bacterianas como las
propias de la cavidad oral, provocaran la degradacion de la superficie de las
restauraciones generando irregularidades, y pudiendo asi, incrementar la
colonizacion de colonias de S. mutans. Es en este punto que podria existir un efecto
antimicrobiano del adhesivo modificado, pero esto debe ser confirmado con otros

estudios.

La sola presencia del material restaurador en T1 y T2 evidencié que al ser
comparados con TO, los recuentos de UFC de S. mutans en T1 y T2 podrian haber
sido mayores que en TO (diente sin restauracion). Esto concuerda con la literatura
al sefialar que las restauraciones de resina compuesta acumulan mas bacterias y
placa bacteriana que la superficie del esmalte, “in vitro” e “in vivo” (Skjorland y Sonju
1986; Banas, 2004). Por lo tanto, las diferencias obtenidas en el recuento
microbiolégico se deben mas bien a las caracteristicas propias de las resinas
compuestas, estd documentada su influencia en la colonizacion bacteriana y
formacién de la biopelicula sobre su superficie (Skjorland y Sonju 1986; Kawai y
Takaoka, 2001; Banas, 2004). A pesar de ello, los resultados obtenidos no reflejan

un aumento o disminucién de UFC constante.

Las restauraciones estéticas son un desafio constante para los odontologos, por
esta razon, los componentes del material de restauracion seran clave en la
colonizacion de los microorganismos orales debido a que la interfaz adhesiva diente
/ restauracion es susceptible a la biodegradacién y, por consecuencia, la formacion
de caries secundaria a las restauraciones. Frente a la presente problematica, se

plantea la incorporacion de ZnONp y CuNp en los sistemas adhesivos como posible
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solucion, si bien la evidencia actualmente es limitada, se ha decretado que estas

nanoparticulas agregan propiedades antimicrobianas al material de restauracion.

Varios estudios han demostrado las propiedades antimicrobianas de ZnONp
(Hernandez-Sierra y cols., 2008) y CuNp (Amiri y cols., 2017) de forma
independiente, o cuando los adhesivos dentales se cargaron con ZnONp
(Saffarpour y cols., 2016) o CuNp (Gutiérrez y cols., 2017a, 2017b). A pesar de que
la evidencia con respecto a la combinacion de ambas nanoparticulas es escasa, se
sefala que la adicién de ZnONp y CuNp proporciona actividad antimicrobiana contra
S. mutans e inhibicién de las metaloproteinasas de la matriz 2, 8 y 9, sin influencia
negativa en propiedades mecanicas (Gutiérrez y cols., 2019a) ni riesgos bioldgicos
(Gutiérrez y cols., 2019b), mejorando y estabilizando la calidad de la interfaz
material de restauracion / dentina. El grado de liberacién de los componentes del
adhesivo experimental efectivo en la inhibicion de la formacién y adherencia a la
superficie de las colonias de S. mutans, debe ser confirmado por otros estudios.
Este es el primer estudio in vivo que evalu6 el efecto de la incorporacion de las

ZnONp y CuNp agregadas al adhesivo dental sobre Streptococcus mutans.

Como limitantes del estudio, cabe mencionar lo acotado del tamafio muestral en
estudio producto que, la indicacién de exodoncias de premolares por tratamiento
ortodontico es cada vez mas infrecuente. Asimismo, la exposicion de los adhesivos
al medio oral es reducida, ya que el tiempo transcurrido desde la confeccion de las
restauraciones a T2 corresponde a cuatro semanas, puesto que se debian realizar
las exodoncias planificadas por el equipo de ortodoncia. Ademas, frente a la falta
de publicaciones referentes a la incorporacion de nanoparticulas a los adhesivos
dentales, es necesario continuar efectuando estudios clinico - microbiolégicos para
recién permitirnos emitir un juicio en cuanto a su capacidad antibacteriana contra
agentes cariogénicos, como Streptococcus mutans. Si bien se debe profundizar la
investigacion, los hallazgos de este trabajo de investigacion aportan informacién de
relevancia clinica para afrontar la compleja busqueda de soluciones al proceso de

la caries dental.

En el futuro, se sugiere realizar estudios enfocados en el potencial antimicrobiano

de las ZnONp y CuNp sobre otros microorganismos orales relacionados a la
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enfermedad de caries dental, como Streptococcus sobrinus y Lactobacilli spp. De
igual modo, se podria analizar si existe un efecto por la incorporacion de las
nanoparticulas en el recuento de Streptococcus mutans presente en saliva a largo
plazo, y ser considerado como un efecto protector. Y por ultimo, probar su utilidad
en el reacondicionamiento o reparacion de restauraciones de resina compuesta con
afios de antigiedad, aprovechando asi el efecto antimicrobiano de las
nanoparticulas, al disminuir la probabilidad de desarrollo de caries secundaria y el
inminente recambio de la restauracion, a cambio de prolongar su longevidad y la del

tejido dentario.
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CONCLUSION

Al finalizar esta investigacion se puede concluir que la aplicacién del adhesivo con
nanoparticulas de 6xido de zinc y cobre, sobre las restauraciones de resina
compuesta, no pareciera reducir significativamente el recuento de UFC de
Streptococcus mutans provenientes de muestras de biopelicula obtenidas mediante
la Técnica de la cubeta.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Usted ha sido invitado a participar a en el estudio:

Effect of the incorportation of copper and zinc nanoparticles into dental adhesives on their

antimicrobial properties and dentinal matrix metalloproteinases activity: from molecular

basis to clinical trials.

Traduccion “ Efecto de la incorporacién de cobre y zinc dentro de los adhesivos dentales , en sus propiedades
antimicrobianas y las metaloproteinasas de la matriz dentinaria; desde las bases moleculares hacia la clinica”

Antes de que usted decida tomar parte en este trabajo de investigacién, es importante que
lea detenidamente este documento. El investigador discutira con usted el contenido de este
informe y le explicara todos aquellos puntos en los que tenga dudas. Si después de haber
leido y entendido toda la informacion usted decide participar en este estudio, debera firmar
este consentimiento en el lugar indicado y devolverlo al investigador.

El investigador responsable es el Dr. Eduardo Fernandez Godoy (Teléfono: 98854770,
Direccion Sergio Livingstone 943, Independencia), quién puede ser contactado en cualquier
momento por Usted para aclarar dudas o manifestar sus eventuales inquietudes. También
puede dirigirse al Departamento de Odontologia Restauradora, misma direccién 3er piso —
Edificio administrativo.

1

El proposito del estudio es analizar efecto de la inclusién de cobre o zinc en un
adhesivo (material dental para pegar las tapaduras al diente) sobre la infeccién
bacteriana (poder anti-bacterias del material) y sobre las metalo-proteasas de la
matriz (efecto reductor del avance de una caries dentro del diente). Actualmente no
existe evidencia (respaldo) en pacientes de que estos nuevos materiales generen
efectos beneficiosos como deberia ser de acuerdo a lo que existe y hemos estudiado.
Este estudio intentara eso.

Si usted estd embarazada, en etapa de lactancia, y/o tiene declarada alguna alergia

conocida con metales, usted no puede participar en este estudio y debe
comunicarselo al investigador.

El estudio requiere que se le realice una radiografia bite-wing (radiografia para ver
caries entre los dientes // caras vecinas de ellos y no se ven a simple vista) previa al
tratamiento, que no significara ningin costo para usted, y son examenes
rutinarios para cualquier paciente que se realiza restauraciones.

Los pacientes participantes (70 en total), deberan ser pacientes que por indicacion
de ortodoncia (frenillos) sus premolares (dientes posteriores que estan delan
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muelas) seran extraidos (sacados) , y nuestro proposito es antes de sacarlos realizar
2 restauraciones de resina compuesta ( tapaduras blancas ) . en 2 premolares

superiores , con los procedimientos normales de realizacién de las restauraciones (
hacer la perforacion , usar materiales dentales normales como adhesivo que seria el
pegamento de la tapadura y luego el material blanco de la tapadura (en 1 diente el
comun y en otro diente el mezclado con cobre y/o zinc ) y finalmente poner la luz para
que endurezca) este procedimiento es muy sencillo y deberia durar 20 minutos como
maximo y luego de 1 mes , que es un periodo que en general coincide con la
planificacion (periodo normal y en general no atrasa su tratamiento de frenillos) de la
ortodoncia (frenillos), sacarlos (porque habia que sacarlos) y someterlos a analisis
de laboratorio para eso usted nos debe donar esos 2 dientes.

Los procedimientos de restauraciones (tapaduras blancas) , seran realizados por
profesores de Odontologia Restauradora ( Eduardo Fernandez y/o Cristian Bersezio
) . son procedimientos rapidos , con anestesia local , la probabilidad de problemas
causados por este procedimiento es muy baja , sin embargo podria haber un poco
de sensibilidad (molestias) post-atencién que en caso que hubiese sera manejado
con AINES ( Antiinflamatorios proporcionados por el equipo investigador ), la
realizacion de estas tapaduras con adhesivos experimentales “no representa ninguin
riesgo para su salud”.

Existiran 4 subgrupos de estudio, representados por 2 grupos de pacientes, 1 grupo
de pacientes con restauraciones con adhesivos con cobre y sin cobre, y otro grupo
de pacientes con adhesivos con zinc y sin zinc , luego después de 1 mes y antes de
la extraccion , se tomara un molde de boca completa para saber acerca del efecto
anti-bacterias de los adhesivos. Este molde es un procedimiento que no dura mas
alla de 5 minutos y sera tomado por otro investigador (Patricio Vildésola) , y no
representa ningun riesgo para su salud.

La idea es intentar comprobar en los dientes que usted perdera igual aunque no
participe de este estudio por necesidad de su tratamiento de frenillos, propiedades
que podrian dar bajisimas cantidades de cobre o zinc que estaran presentes es los
adhesivos de nuestro experimento. Usted estara colaborando con su tiempo,
voluntad y sus dientes a un proyecto cientifico que podria ayudar a explicar ventajas
de una nueva era de materiales dentales plasticos mezclados con bajisimas
concentraciones de metales, cobre o zinc. Propiedades que son ampliamente
conocidas y las usamos todos los dias , por ejemplo en la mezcla habitual de
productos contra bacterias ( ropa , muebles , etc,). Ademas los materiales metalicos
han sido usados histéricamente en odontologia “amalgama “ , con cantidades mucho
mayores de cobre o zinc , por lo tanto su uso en odontologia no significa algo nuevo.

Al acceder a participar, 2 dientes (premolares) de su boca seran asignados a uno de
los dos subgrupos del estudio (adhesivo con cobre o zinc o adhesivo s0lo), por medio
de un proceso de randomizacién (como tirar una moneda al aire), y de esaforma S

definira que diente recibira uno u otro adhesivo. T
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9 Laextraccion de los premolares seran realizada por profesores de odontologia de la
FOUCH (con experiencia), bajo anestesia local. Esta intervencién dura
aproximadamente 15 minutos, sin costo alguno para usted.

10 Como todo procedimiento quirlirgico, no esta exento de posibles complicaciones. Si
usted llegara a presentar alguna complicacién postoperatoria durante su participacion
en el estudio, recibira el tratamiento oportuno y gratuito correspondiente, en las
dependencias del mismo Servicio.

11 Durante los dias posteriores a las extracciones, usted podria presentar algun grado
de molestias incluso un poco de dolor, para lo cual se le entregaran medicamentos
analgésicos (paracetamol e ibuprofeno). Ademas, puede existir la posibilidad muy
lejana de hemorragia (sangramiento) postoperatoria, que es de muy escasa
ocurrencia, y que no suele presentar mayores complicaciones.

12 La participacion en este estudio es de caracter voluntario. Usted se puede retirar del
estudio en cualquier etapa de este , y no existira absolutamente ningun problema
debido a esto

13 Entendemos que usted por participar de este estudio ademas de estar donando sus
dientes que por causas justificadas seran extraidos ( frenillos ) , y esta donando su
tiempo y exponiéndose a hacerse restauraciones para el estudio, le ofreceremos los
siguientes “beneficios”:

-Limpieza de dientes sin costo alguno para usted , al momento del examen , previo a
la extraccion , y otra posterior en algin momento de su tratamiento de ortodoncia.

- Radiografias bite-wing sin costo por 1 vez en el tratamiento

- Extracciones de los premolares sin costo

- Tratamiento de 2 restauraciones simples que usted necesite realizarse previo al
estudio

- Control por profesionales con experiencia por 1 afio sin costo para usted

14 La informacion privada obtenida en este estudio es confidencial, teniendo acceso a
ella solo el equipo de investigacion.

15 Cualquier problema ocasionado por algtn procedimiento de alguna intervencion de
este estudio , tapaduras , extracciones , impresion , el equipo investigador se hara
absolutamente responsable,

16 Los resultados de este estudio pueden ser publicados en congresos y revistas
cientificas, sin embargo su identificacion no aparecera en ningun informe, ni
publicaciones resultantes del presente estudio. En caso de tener dudas al respecto,
el investigador puede resolverlas antes de que decida participar en el estw@m\
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el futuro nos contactaremos para hacerle llegar los resultados producto también de
su fundamental participacién y voluntad en contribuir a la ciencia.

17 Este estudio tiene una duracion de 1 mes para usted.

Si usted tiene alguna pregunta acerca de la investigacion o de sus derechos como sujeto
de investigacion puede dirigirse al Comité Etico Cientifico de la FOUCH de la Universidad
de Chile, especificamente al Vice-Presidente (Marco Cornejo Ovalle) mail:
cec@odontologia.uchile.cl. O al investigador que le estd haciendo entrega de este
documento, manifestarlo por escrito en este mismo documento en el area especialmente
disenada para esto, o bien dirigirse directamente con el investigador responsable Dr.
Eduardo Fernandez Godoy, ( teléfono: 98854770).

Recuerde que al firmar este consentimiento, usted establece estar en conocimiento de los
pormenores de dicha investigacion y acepta los puntos previamente establecidos para
participar en este estudio.

Su participacion es de caracter voluntario y no remunerado.

No es necesario que tome la decision en este momento, si lo desea puede retirar este
documento, analizarlo detalladamente, clarificar sus dudas y responderlo cuando lo estime
conveniente. Usted es libre de retirarse en el curso del estudio, dando aviso al investigador
para no interferir con los resultados del mismo, sin que esto implique ningun perjuicio para
usted o para su relacién con su equipo tratante.

En las siguientes lineas punteadas Ud. podra manifestar por escrito, si lo desea, preguntas
o dudas:

Las dudas planteadas han sido clarificadas por el equipo de investigacion:

Si No

Certifico ser mayor de edad y tener la capacidad legal para consentir.

Declaro haber leido detenidamente y comprendido este consentimiento. El
investigador me ha explicado y he entendido claramente en que consiste el estudio y
mi participacién en él. Tuve la posibilidad de aclarar todas mis dudas, tomando mi
decision libremente y sin ningun tipo de presiones.

Mi firma en este documento certifica mi deseo de participar en el estudio. i o . ., |
< SOMET - \™

l”fl/ COMITE
<

D
B  ave J
.\ = (
\;g\ il /&
NN A
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Testigo

Coinvestigador

He discutido el contenido de este consentimiento con el participante. Le he explicado los
riesgos y beneficios potenciales del estudio y se han clarificado todas sus inquietudes.
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En pacientes menores de edad

ASENTIMIENTO INFORMADO:

Declaro haber leido este consentimiento en compaiia y con el apoyo de mi
representante legal o tutor. El investigador me ha explicado y he entendido
claramente en que consiste el estudio y mi participacion en él, tuve la
posibilidad de aclarar todas mis dudas, tomando mi decisién libremente y sin
ningun tipo de presiones.

Mi firma y la de mi representante legal en este documento certifican que presto
libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Nombre
Fecha de nacimiento Edad
Firma Fecha

Como representante legal del paciente, por medio de mi firma, certifico que se
ha realizado un proceso de informacion detallada, que el paciente
representado ha clarificado sus dudas y ha decidido libremente y sin ningtn
tipo de presiones externas, participar en el estudio.

Nombre del representante legal (tutor)
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Firma Fecha
Coinvestigador

He discutido el contenido de este consentimiento con el participante y su
representante legal o tutor. Les he explicado los riesgos y beneficios
potenciales del estudio y se han clarificado todas sus inquietudes.
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ANEXO N°3

Universidad de Chile

Facultad de Odontologia

Dpto. Odontologia Restauradora

Dpto. Patologia Area de Microbiologia Bucal

FICHA CLINICA

Nombre RUT

Edad Género Teléfono Celular

1. Antecedentes Sistémicos generales y farmacol6gicos

2. Higiene Bucal

a) Frecuencia de cepillado Nunca 1 2 3 0 més veces en el dia

b) Uso de otros elementos Seda o hilo dental Colutorios __ No usa

c) Hora Ultimo Cepillado

3. Examen Bucal

Diente | Diagnostico clinico Plan de Diente | Diagnostico clinico Plan de
Tratamiento Tratamiento
1.8 3.8
1.7 3.7
1.6 3.6
1.5 3.5
1.4 34
1.3 3.3




65

1.2 3.2
1.1 3.1
2.1 4.1
2.2 4.2
2.3 4.3
2.4 4.4
2.5 4.5
2.6 4.6
2.7 4.7
2.8 4.8
4. Trabajo clinico y Estudio microbiolégico
1 Fechay Hora

UFC cm? en Saliva

Diente en estudio

UFC cm2zen TO

Alocacion (Adhesivo A o B)

UFCcmzenT1

UFCcmzen T2




