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1.RESUMEN

La saliva contiene una pequefia fraccion de componentes organicos, principalmente una
amplia variedad de proteinas. La influencia del ritmo circadiano sobre la secrecion de
proteinas salivales es poco clara. De ahi que el objetivo del estudio fue determinar la
influencia del ritmo circadiano sobre la concentracion y el patron electroforético de las
proteinas totales de la saliva no estimulada en personas sanas jovenes. El proyecto fue
dividido en dos estudios: el primero fue un estudio de estabilidad, para determinar las
condiciones Optimas para el manejo de saliva, mediante el pH, incluyendo la evaluacion de
un inhibidor de proteasas (PMSF). El segundo buscaba evaluar el efecto del ritmo circadiano
sobre el pH y las caracteristicas proteicas de la saliva. Se invito a participar a 11 voluntarios
adultos jovenes, quienes donaron saliva total no estimulada, en 6 intervalos, durante un
periodo comprendido entre las 7:00 am y 3:00 am del dia siguiente. Para el anélisis estadistico
se utilizé un nivel de significancia del 95% (p<0,05). Los resultados del estudio de estabilidad
mostraron que el pH salival disminuye cuando las muestras son tratadas con PMSF (p<0,05),
pero no es afectado por el tiempo o la temperatura. El estudio principal mostré que el ritmo
circadiano no induce variaciones estadisticamente significativas en el pH salival, ni en la
concentracion de proteinas totales de la saliva no estimulada, con ostensibles variaciones
individuales entre los distintos participantes. Se observé una tendencia a una disminucion de
la concentracion total de proteinas salivales durante la noche. Al analizar las imégenes de los
geles, luego de la electroforesis, se observé una correlacion entre la menor concentracion
total de proteinas salivales en la noche (3:00 am) y los demas horarios. La saliva parece ser
un fluido bastante estable en distintas condiciones. La concentracion de proteinas de la saliva
total no estimulada no parece ser afectada por las variaciones circadianas, al menos en sujetos
jévenes sanos. Futuros estudios debiesen explorar otros grupos etarios y con condiciones

sistemicas que puedan ser sujetas a fluctuaciones del ritmo circadiano.

1.1 Palabras clave:
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2. ABSTRACT

Saliva contains a small fraction of organic components, mainly a wide variety of proteins.
The influence of the circadian rhythm on salivary protein secretion is unclear. Hence, the
objective of the study was to determine the influence of the circadian rhythm on the
concentration and electrophoretic pattern of total proteins in unstimulated saliva of young
healthy adults. The project was divided into two studies: the first was a stability assay, to
determine the optimal conditions for saliva management, using pH, including the
evaluation of a protease inhibitor (PMSF). The second sought to evaluate the effect of
the circadian rhythm on the pH and protein characteristics of saliva. Eleven young adult
volunteers were invited to participate, who donated total unstimulated saliva, at 6
intervals, during a period between 7:00 am and 3:00 am of the following day. For the
statistical analysis, a significance level of 95% (p <0.05) was used. The results of the
stability study showed that salivary pH decreases when the samples are treated with
PMSF (p <0.05), but it is not affected by time or temperature. The main study showed
that the circadian rhythm does not induce statistically significant variations in salivary
pH, nor in the concentration of total proteins in unstimulated saliva, with wide individual
variations among participants. A trend towards a decrease in the total concentration of
salivary proteins was observed during the night. When analyzing the electrophoretic
patterns in the gels, a correlation was observed between the lower total concentration of
salivary proteins at night (3:00 am) and the other hours. Saliva appears to be a stable fluid
under various conditions. The protein concentration of unstimulated total saliva does not
appear to be affected by circadian variations, at least in young healthy subjects. Future
studies should explore other age groups and with systemic conditions that may be subject

to fluctuations in the circadian rhythm.

1.1 Keywords:
Saliva, Proteins, Peptides, Circadian Rhythm, pH, Electrophoresis



3. INTRODUCCION
La caries dental es la enfermedad no transmisible mas comun del ser humano (1), afectando
aun 35% de la poblacién a nivel mundial con lesiones de caries no tratadas, y cuyo porcentaje
es aun mayor en Latinoamérica, alcanzando un 45% (2). Es una enfermedad dinamica,
multifactorial, mediada por un biofilm dishiotico a causa de una ingesta excesiva de azucares
provocando una alteracion en los procesos de desmineralizacion y remineralizacion, de los
tejidos duros dentales (3). La saliva juega un papel clave en la formacion o reversion de las
lesiones de caries, siendo definida como una secrecion exocrina mucoserosa clara,
ligeramente &cida. Es una mezcla compleja de liquidos proveniente de las glandulas salivales
mayores, menores y del liquido crevicular gingival que contiene bacterias orales, células
descamadas de la mucosa oral y restos de comida (4). Dentro de sus principales funciones
destaca la proteccion y lubricacién, dilucion, limpieza, capacidad buffer y un importante rol
protector sobre el esmalte dental, encargandose del mantenimiento de su integridad fisico-

quimica modulando la remineralizacion y desmineralizacion (5).

La secrecion salival diaria oscila normalmente entre 0,5 a 1,5 litros (6), regulada por los
ritmos circadianos, pues las glandulas salivales son controladas ritmicamente por la
activacion del nervio simpético del nicleo supraquiasmatico (SCN), que funciona como el
principal oscilador de los ritmos circadianos (7). El nicleo supraquiasméatico consiste en
nucleos bilaterales dentro del hipotalamo anterior que perciben entrada de luz ambiental a
través del tracto retino hipotalamico (RHT) (8). Esta informacion externa es interpretada y
enviada a la epifisis provocando la secrecién de melatonina, la cual tiene por funcién
principal transmitir informacion sobre el ciclo diario de luz y oscuridad a sus células diana
(9). Estos ritmos presentan oscilaciones de 24 horas activando una gran cantidad de genes
maestros que controlan el tiempo correcto y la sincronizacion de diversos procesos
fisiologicos y metabodlicos (10), como la secrecion de hormonas Adrenocorticotrofica,
Cortisol, Tirotropina, Foliculoestimulante, Luteinizante, Estradiol y Renina.

La saliva estd compuesta por 99% de agua, conteniendo una variedad de electrolitos (sodio,
potasio, calcio, cloruro, magnesio, bicarbonato, fosfato) y una gran diversidad de proteinas
en su porcion organica. Dentro de las proteinas se pueden identificar enzimas,

inmunoglobulinas y otros factores antimicrobianos, glicoproteinas mucosas, trazas de



albuminay algunos polipéptidos y oligopéptidos de importancia para la salud bucal (5). Las
proteinas son un elemento de interés ya que juegan un rol relevante en la prevencion de caries,
mediante la accion de glicoproteinas salivales entre las que destacan: las mucinas,
glicoproteinas ricas en prolina y las inmunoglobulinas. Ademas contiene una serie de
proteinas salivales menores, tales como Aglutinina, Lactoferrina, Cistatinas, Lisozimas (11),
entre otras. Las Mucinas y Glicoproteinas ricas en Prolina (12) protegen al esmalte
continuamente contra el desgaste, ademas participan en la inhibicion de la desmineralizacion
de las superficies dentales expuestas. La Estaterina participa de la promocion de la
remineralizacion del esmalte mediante la sobresaturacion con respecto a las sales de calcio
y fosfato (13). Las Histatinas y Cistatinas tienen accién antimicrobiana, inhibiendo la
adherencia de especies cariogénicas a la superficie del esmalte y las aglutininas e
inmunoglobulinas provocan la agregacion y eliminacion de microorganismos de la cavidad
oral (14).

Las proteinas de la saliva han capturado la atencién de varios grupos de investigacion en el
mundo durante la Gltima década (15), ya que, para fines diagndstico, la recoleccion de saliva
tiene la ventaja de ser facil técnicamente y no invasiva (16). La saliva normalmente se obtiene
en cantidades suficientes para realizar analisis, con simples procedimientos de recoleccion,
seguros e indoloros siendo amigables para el paciente (17). Debido a sus cualidades,
investigaciones actuales proponen a la saliva como un fluido potencial para el estudio de

biomarcadores esenciales presentes en enfermedades orales y sistémicas (18).

Aunque se ha sefialado que el ritmo circadiano afecta la secrecion de saliva y algunos de sus
componentes, como es el caso de la proteina IgA aumentando su secrecién durante el dia(19)
no existen estudios clinicos que evalien como varia la composicion de este fluido
considerando el periodo diurno y nocturno. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue
determinar si el ritmo circadiano induce variaciones en las caracteristicas proteicas de la

saliva en adultos jovenes en un estudio clinico observacional.



4. OBJETIVOS

PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢Ejerce el ritmo circadiano una influencia sobre el pH y las caracteristicas proteicas de la

saliva no estimulada en adultos jovenes?

HIPOTESIS:

El ritmo circadiano induce variaciones en el pH y sobre las caracteristicas proteicas de la

saliva no estimulada, con mayores concentraciones durante el dia en adultos jovenes.

4.1 Objetivo general

Determinar si el ritmo circadiano induce variaciones en la saliva no estimulada, en

términos del pH y del componente proteico de su composicién, en adultos jovenes.

4.2 Objetivos especificos

Obijetivo especifico 1. Determinar las condiciones Optimas de almacenamiento de la

saliva total no estimulada, basadas en las fluctuaciones del pH.

Objetivo especifico 2: Determinar si existe influencia de las variaciones circadianas en

los valores de pH de la saliva no estimulada.

Objetivo especifico 3: Establecer una asociacion entre el ritmo circadiano y la

concentracion de proteinas de la saliva no estimulada total de adultos jovenes.

Obijetivo especifico 4: Comparar los patrones electroforeticos de la saliva total obtenidos

en distintos momentos del ritmo circadiano de los participantes en el estudio.



5. METODOLOGIA

5.1. Disefio general

Este estudio forma parte del proyecto Fondecyt Regular N°1210188, adjudicado a Rodrigo
A. Giacaman Sarah. La investigacion fue aprobada por el Comité de Etica Cientifico (CEC)
de la Universidad de Talca, bajo el folio 14/2021. Cada participante del estudio debio firmar
un consentimiento informado, el cual fue leido y explicado previamente (Anexo 1).

Para optimizar la recoleccion de flujo salival no estimulado, se realizaron pruebas
preliminares para establecer el tiempo de recoleccion y cantidad de muestra necesaria para
cada andlisis estableciendo un volumen minimo a recolectar por voluntario, segun las
fluctuaciones del pH.

Para evitar interferencias sobre las variables a estudiar, se realizo la estandarizacion de las
técnicas. Las variables identificadas que pudieran tener un efecto sobre las variables en
estudio fueron: inhibidor de proteasas, tiempo y temperatura de almacenamiento. Estas
fueron evaluadas con el fin de determinar las condiciones adecuadas para mantener la
integridad de las muestras.

Una vez establecidas las condiciones de estabilidad dptimas, se seleccionaron 11 voluntarios
con el fin de determinar la influencia del ritmo circadiano en el pH salival, la cantidad de

proteinas y los patrones electroforéticos resultantes de la saliva no estimulada.

5.2. Determinacion de las condiciones optimas de almacenamiento de la saliva
(Estudio de estabilidad).

En la estandarizacién de las variables que afectan el pH salival participaron 3 voluntarios
adultos jovenes sanos entre 24 y 28 afios de edad que forman parte del equipo de
investigaciéon, donando muestras de saliva no estimulada siguiendo el protocolo de
recoleccion de flujo salival no estimulado (Anexo 2). Se establecieron 2 parametros a
investigar respecto la estabilidad de las muestras de saliva: el uso de inhibidor de proteasas
y las condiciones de almacenamiento (temperatura y tiempo de almacenamiento). El pH
salival fue la variable dependiente a medir para ambos parametros, el cual fue cuantificado
mediante el uso de un pHmetro de mesa (Orion Star A211, Thermo Scientific, Massachusetts,

USA), previamente calibrado.



5.2.1. Variaciones de pH en intervalos de tiempo reducido.

Inhibidor de proteasas. Para evitar la degradacion proteolitica de la saliva es necesario tratar
las muestras con in inhibidor de proteasas. De este modo, con la finalidad de evaluar el efecto
del inhibidor sobre la estabilidad de las muestras, se les solicitd a los voluntarios depositar
un minimo de 30 mL de saliva en tubos Falcon de 50mL, los cuales fueron centrifugados a
3000 rpm por 20 min. El sobrenadante de las muestras fue alicuotado en tubos Eppendorf de
1.5 mL correctamente identificados y divididos por grupos: 1) Sin Inhibidor 2) Con Inhibidor.
El inhibidor utilizado fue Fenil Metil Sulfonil Fluoruro (PMSF) 0,1 M. en una relacion 1:100

(inhibidor: muestra).

Temperatura y tiempos de almacenamiento. Las muestras previamente con/sin inhibidor
fueron subdivididas y almacenadas a 4°C y a -20°C durante un periodo de 6 horas. Para cada
determinacion de pH se extrajo una alicuota independiente en intervalos de 1 hora (9:00-
10:00-11:00-12:00-13:00-14:00 hrs) (Fig.1).
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Figura 1. Disefio general de almacenamiento de muestras en tiempo reducido. Una vez
obtenidas las muestras de saliva, se centrifugarony el sobrenadante fue dividido en alicuotas

con Inhibidor y sin Inhibidor y utilizado para medir pH. Las muestras fueron medidas cada
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una hora en un periodo de 6 horas a temperatura ambiente, 4°C y -20°C. La primera
medicioén fue realizada al momento de obtener la muestra, con el fin de obtener un control

inicial de pH de la muestra, antes de someterla a diferentes variables de estudio.

5.2.2. Variaciones de pH en tiempos extendidos
Con el fin de evaluar el efecto del almacenamiento en tiempos mas extensos sobre la
estabilidad del pH, se analizaron las muestras de saliva no estimulada de 3 voluntarios, las

cuales fueron almacenadas a diferentes temperaturas y tiempos.

Temperatura y tiempo de almacenamiento. Con la finalidad de evaluar la estabilidad de
las muestras en un periodo mas extenso, se les solicitd a los 3 voluntarios depositar un
minimo de 15 mL de saliva en un tubo Falcén de 50 ml y se les agrego PMSF 0,1 M. en una
relacién 1:100 (inhibidor: muestra). Estas muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm por 20
min. El sobrenadante de las muestras fue alicuotado en tubos Eppendorf correctamente
identificados por su temperatura (21°C, 4°C, -20°C y -80°C) y tiempo de almacenaje (dia 0,
dia 3y dia 7). El pH de cada muestra fue analizado en 3 mediciones repetidas (Fig. 2).
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Figura 2. Disefio general de almacenamiento de muestras en tiempos extendidos. Una vez
obtenidas las muestras de saliva, se centrifugarony el sobrenadante fue utilizado para medir

el pH, alos 0, 3y 7 dias a temperatura ambiente, 4°C, -20°C y -80°C.



5.3.  Analisis de ritmo circadiano (Estudio principal)

Sujetos. Para evaluar las variaciones de la composicidon salival frente al ritmo circadiano, se
invito a participar a 11 voluntarios, mediante publicidad via redes sociales y contacto dentro
de las Clinicas odontoldgicas de la Universidad de Talca, detallandoles por medio de una
charla online sobre la metodologia a seguir, extension del proyecto y los pardmetros a
estudiar. Los sujetos (3 hombres y 8 mujeres), eran estudiantes universitarios de la carrera de
Odontologia de la Universidad de Talca, de entre 18 a 35 afios y sin enfermedades de base.
Cada participante fue examinado clinicamente, se practicO una anamnesis general, una
evaluacion clinica intra y extraoral, sin radiografias por un odont6logo calibrado en los
criterios ICDAS. Para ser parte del estudio, los sujetos voluntarios debian tener una adecuada
higiene oral, salud gingival y no presentar lesiones de caries cavitadas segun los criterios
ICDAS, cadigos 3-6 o lesiones ICDAS no cavitadas activas segun los criterios de actividad
de Nyvad (20). Los sujetos que se ofrecieron a participar pero que presentaban enfermedades
conocidas por generar una disminucion o alteracién del flujo salival, como patologias
autoinmunes, reacciones alérgicas, que se encontraban bajo tratamiento con corticoides o que
fueran fumadores fueron excluidos del estudio. Todos los voluntarios fueron informados de

su situacion de salud bucal, incluyendo a aquellos que no cumplian los criterios de inclusién

Estandarizacion de la dieta y la higiene oral para controlar su efecto sobre el ritmo
circadiano. Se puso a disposicién de los voluntarios minutas de alimentacion tipo
“mediterranea”, disefiadas por una nutricionista, calculada en base a los requerimientos de
macro y micronutrientes dependientes del estado nutricional promedio de los participantes
segun su edad y actividad fisica (Anexo 3). Esto con la finalidad de que la variabilidad de la
dieta no alterar los resultados de los andlisis.

A los participantes se les indico seguir pautas de alimentacion durante los 3 dias previos a la
toma de muestra en base a una minuta de dieta mediterranea, pero no estricta. El dia de
recoleccion de la saliva no estimulada se les indico consumir solo los alimentos indicados en
la minuta entregada. Asimismo, se les demandé no consumir alimentos ni bebidas azucaradas

al menos 1 hora antes de la toma de muestra y realizar un ayuno de 8 horas previo a la primera



recoleccion del dia. Aquellos participantes que tuvieran dificultad para conseguir los
alimentos propuestos, se les proporcionaron los alimentos en las cantidades necesarias para

llevar a cabo el estudio.

Respecto a la higiene bucal, se les solicitd a los voluntarios que durante el dia de toma de
muestra realizaran el cepillado sin el uso de pasta dental, al menos una hora previa a cada
recoleccion (mafiana, medio dia y en la noche). Asimismo, se les indicd abstenerse del

cepillado antes de la primera toma de muestra del dia (7 AM).

Para llevar detallado el cumplimiento de la recoleccion, el seguimiento de la dieta 'y el control
de higiene por parte de los voluntarios, se realiz6 la motivacion por medio de posters y
mensajes alusivos a lo tratado en el proyecto mediante recordatorios en mensajeria
instantanea. Ademas, se les hizo seguimiento individual en las diferentes etapas de la
recoleccion consultando por cualquier dificultad presentada a lo largo de la recoleccién de
las muestras para ser solucionadas a la brevedad.

Obtencién y manejo de la saliva en los tiempos establecidos del ritmo circadiano. Las
muestras de saliva no estimulada fueron recolectadas por los voluntarios durante intervalos
de 4 horas, especificamente en los siguientes horarios: 7:00 AM, 11:00 AM, 15:00 PM, 19:00
PM, 23:00 PM y 3.00 AM. Se solicitd a los voluntarios un minimo de 25 mL de saliva por
recoleccion, sin considerar la espuma generada. La saliva fue depositada en un tubo estéril
tipo Falcon de 50 mL con 250 uL de PMSF al 0,1 M, rotulado con la fecha, horario de
recogida y codigo del voluntario. Una vez completado el volumen minimo, cada participante
agité suavemente la saliva recolectada dentro del tubo para incorporar el inhibidor de
proteasas a la muestra. Cada voluntario almacen6 inmediatamente el tubo a -20°C en sus

casas, dentro de una bolsa plastica de cierre hermético hasta el dia siguiente para ser retirados.

Procesamiento de las muestras de saliva. Las muestras fueron retiradas por el equipo de
investigadores en un periodo menor a 48 hrs y trasladadas en una unidad refrigerante. Estas
fueron centrifugados a 3000 rpm por 20 min a temperatura ambiente. De la muestra total, se

extrajeron 4 mL, para ser divididos en alicuotas de 1 mL en tubos Eppendorf de 1,5 mL, de

10



las cuales 1 fue destinada para medicion de pH y las otras 3 para realizar el triplicado de

muestra de las mediciones de concentracion y patrén electroforético (Fig.3). La saliva

restante fue almacenada a -20°C por motivos de conservacion de las muestras para futuras

investigaciones.
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Figura 3. Disefio general de obtencion de muestras siguiendo horarios establecidos. Una vez

obtenidas las muestras de saliva, se centrifugarony el sobrenadante fue dividido en 4 alicuotas

de 1 ml cada una, las que fueron utilizadas para realizar la medicion de pH, concentracion de

proteinas y patrdn electroforético.
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5.3.1 Determinacion de los valores de pH de las muestras de saliva no estimulada.
La alicuota destinada para el analisis de pH fue cuantificada inmediatamente al ser obtenida,

en triplicado en intervalos de 10 minutos.

Al igual que en el proceso de estandarizacion, el pH de las muestras fue determinado
mediante un pHmetro (Orion Star A211, Thermo Scientific, Massachusetts, USA), el cual
permitio obtener datos con respecto a los niveles de pH y temperatura de la muestra en

estudio.

5.3.2 Concentracion de proteinas:

Para obtener un pellet de proteinas que permita su medicion es necesario precipitarlas desde
la saliva en solucion. La precipitacion de las proteinas se llevo a cabo mediante la técnica del
acido tricloroacético (TCA) (21). El protocolo para la precipitacion esta descrito en el Anexo
4, pero brevemente consiste en: la utilizacion de TCA en las muestras previamente
alicuotadas. Posterior a su uso, dichas muestras se deben refrigerar a -20°C por 15 min y ser
centrifugadas al momento de cumplirse el tiempo establecido. De esta manera sera posible
eliminar el sobrenadante y lavar el pellet formado, con acetona fria y asi finalmente dejar
evaporar los restos de esta, para reconstituir la muestra con tampon fosfato salino (PBS)
enriquecido con Dodecilsulfato sédico (SDS) al 1%. Posteriormente se realizd la
cuantificacion de proteinas mediante el kit de ensayo de proteinas BCA (Thermo Scientific,
Massachusetts, USA) y fueron medidas en el espectrofotdémetro (Infinite 200 PRO
NanoQuant, Tecan, Méannedorf Bezirk Meilen, Suiza). Los valores de absorbancia fueron
interpolados en curva de calibracién realizada segin las indicaciones del proveedor,
obteniendo las concentraciones de proteinas de las muestras. Se evaluaron las muestras
obtenidas en cada horario establecido, realizando la medicion de cada alicuota acorde al
tiempo de almacenamiento y realizando la cuantificacion en triplicado por cada muestra

analizada.

5.3.3 Electroforesis
Se analizd el patron electroforético mediante el uso de una camara de electroforesis con un
gel de poliacrilamida Stain-Free de Bio-Rad al 12% con el fin de generar la separacion de

proteinas segun el peso molecular siguiendo un protocolo previamente descrito (Anexo 5),

12



la cual se basa en el tamarfio de los poros dentro del propio gel. Posterior a la electroforesis
se realizo la visualizacion de los geles en un documentador de geles (Gel Doc EZ Imager,
Bio-rad, Hércules, CA, USA).

5.4 Andlisis estadistico y descriptivo de los datos

Se realizaron comparaciones para determinar la normalidad de la distribucion de los datos.
Se utilizaron andlisis paramétricos con ANOVA y un test post-hoc para comparar los grupos
entre si y con un nivel de significancia del 95% (p< 0,05). Los datos se analizaron mediante
el programa de software SPSS. Las diferencias en cuanto al patrén electroforético fueron

estimadas cualitativamente, de acuerdo a la observacion de las diferentes bandas obtenidas.
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6. RESULTADOS

6.1 Variabilidad de pH en cortos periodos de tiempo segun variables en estudio

6.1.1 Medicion de la variacion del pH salival influenciada por Inhibidor de proteasas
El inhibidor de proteasas utilizado PMSF 0,1 M, provocé una disminucion estadisticamente
significativa (p<0,05) del pH en las muestras salivales (Fig.4). Esta disminucion se puede
observar tanto en el control, al cual se le determiné el pH a temperatura ambiente luego de
terminada la toma de muestra, como en aquellas muestras que fueron almacenadas a
diferentes temperaturas y se les determind el pH después de 1 a 6 horas de ser dejadas a 4°C
y -20°C.

6.1.2 Medicion de la variacién de pH salival influenciada por temperatura y tiempo

El almacenamiento en un corto periodo de tiempo (maximo 6 horas) en las temperaturas de

4°C y -20°C, no caus6 una variacion estadisticamente significativa (p=0,831) en el pH salival
(Fig.4).
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Figura 4: Promedio valores de pH salival en los voluntarios, con o sin el uso de inhibidor de proteasas,
sometidas a diferentes tiempos y Temperaturas de almacenamiento. El grafico muestra la diferencia en
promedios de los valores de pH salival de los voluntarios a temperaturas de 25°C, 4°C, -20°C Y —80°C, durante
periodos de almacenamiento establecidos (Dia 0, 3y 7). Las barras de error representan el error estandar de
cada condicién experimental. *Valor p<0,05
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6.2 Variabilidad del pH salival a largo plazo y a diferentes temperaturas de
almacenamiento

Tras agregar inhibidor de proteasas a las muestras, se determiné los valores de pH salival,
en periodos de tiempo maés largos (dia cero, 3 y 7) y a diferentes temperaturas de
almacenamiento (25°C, 4°C, -20°c y -80°C).

Los resultados se observan en la Fig. 5. Los valores obtenidos entre el control del dia 0 en
comparacion a los valores obtenidos del dia 3, a temperaturas de 4°C, -20°C y -80°C fueron
mas basicas, excepto a 25°C, que no resultd estadisticamente significativa (p=0,990),
manteniéndose estable con respecto al control. Por otro lado, al evaluar las muestras
almacenadas hasta el dia 7, se observd una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05)

con respecto al control del dia 0, siendo mas acidas que el control.
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Figura 5: Promedio valores de pH salival en los voluntarios, sometidas a diferentes tiempos y
Temperaturas de almacenamiento. El grafico muestra la diferencia en promedios de los valores de pH
salival de los voluntarios a temperaturas de 25°C, 4°C, -20°C Y —80°C, durante periodos de
almacenamiento establecidos (Dia 0, 3y 7). La barra de error representa el error estdndar de cada
condicion experimental. * Valor p< 0.05 15



6.2 Influencia del Ritmo Circadiano en las caracteristicas proteicas cualitativas y

cuantitativas en la muestra de saliva total.

Medicion de la variabilidad ejercida por el ritmo circadiano frente al pH salival:

Tras la realizacion de 3 mediciones de pH en las muestras salivales de los 11 voluntarios, en
los 6 tiempos predefinidos del ciclo (7 am, 11am, 3 pm, 7pm, 11 pm y 3 am), se evidencid
que las variaciones en los valores de pH salival, no fueron estadisticamente significativas
(p=0,867), por los que se puede deducir que los valores del pH salival no son influenciados
por el ritmo circadiano, manteniéndose estables en un periodo de 24 horas (Fig. 6). Sin

embargo, se detectaron oscilaciones de pH durante el ciclo circadiano.
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Figura 6: Promedio de valores de pH salival en diferentes horarios de dia, en un periodo de
24 horas. El grafico muestra la diferencia en promedios de los valores de pH salival de 11
voluntarios, sobre muestras obtenidas en un horario establecido (7 am, 11 am, 3 am, 7 pm,
11 pmy 3 am). La barra de error representa la desviacion estdndar de cada condicién
experimental. Valor p= 0,867.
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Medicion de la influencia del ritmo circadiano en la concentracion de proteinas en saliva
total no estimulada.

Los anélisis ejecutados para determinar la concentracion de proteinas, no fueron
estadisticamente significativos (p=0,944) durante el ciclo circadiano, por lo que se puede
inferir que el ritmo circadiano no provoca variaciones en la concentracion de proteinas
salivales. La Fig. 7 ilustra los promedios de concentracion de proteinas entre los 11
voluntarios en los 6 periodos estudiados. Sin embargo, existieron variaciones marcadas entre
los voluntarios del estudio. En la Fig. 8 se observan los 2 patrones (A'y B) que se observaron..
Los sujetos clasificados en el primer patron (Fig. 8, Panel A) evidenciaron una disminucion
en la concentracion de proteinas salivales desde las 7 a.m. a las 3 a.m. con fluctuaciones en
demaés horarios. Los sujetos del segundo patrén (Fig. 8, Panel B), mostraron un aumento a

las 3 a.m. en comparacion a las 7 a.m.
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Figura 7: Promedio de valores de concentracion de proteinas salivales en diferentes
horarios del dia, en un periodo de 24 horas. La figura muestra la diferencia en promedios
de los valores de concentracion de proteinas en la saliva de 11 voluntarios, sobre muestras
obtenidas en un horario establecido (7 am, 11 am, 3am, 7 pm, 11 pm y 3 am). Las barras de
error representan la desviacion estdndar de cada condicion experimental. Valor p= 0,944
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Figura 8: Patrones individuales en la influencia del ritmo circadiano en la concentracion de
proteinas totales en saliva no estimulada. Se muestra la diferencia de la concentracion de proteinas
en la saliva de 11 voluntarios, sobre muestras obtenidas en un horario establecido (7 am, 11 am, 3
am, 7 pm, 11 pmy 3 am). Se identifican dos tendencias; en el panel A, se observa una disminucion
en la concentracion de proteinas salivales desde las 7 a.m. a las 3 a.m. y en el panel B un aumento a

las 3 a.m. en comparacion a las 7 a.m.

18



Efecto del ritmo circadiano sobre el patrén electroforético de las proteinas totales de
saliva no estimulada.

En la Fig. 9 se observan imégenes representativas de los geles cargados con proteinas totales
de saliva no estimulada y el resultante patron electroforético. Es destacable una banda
visualizada entre los 55 a 75 kDa y otra entre los 10 a 15 kDa. Al analizar en el panel A, se
observa que a las 3 a.m. las bandas se vuelven mas tenues en comparacion con las generadas
con la saliva de las 7 am. En el panel B, se observa una banda méas marcada a las 3 am a los
distintos pesos moleculares, en comparacion con las bandas detectadas a las 7 am. Estos

geles representan las 2 tendencias mas comunes entre los 11 voluntarios.

7am 1lam 3pm 7pm 1lpm 3am

B 7am 1lam 3pm 7pm

Figura 9: Valoracién del efecto del ritmo circadiano sobre el patron electroforético de las
proteinas totales de la saliva no estimulada. Se muestran geles correspondientes a 2 voluntarios

representativos de la diferencia de patrones electroforéticos de los voluntarios en un horario
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establecido (7 am, 11 am, 3 am, 7 pm, 11 pmy 3 am). Se pueden distinguir dos tendencias; en el
panel A, se observan bandas mas tenues de proteinas salivales a las 7 a.m. comparado con las 3
a.m. y en el panel B, se observa la tendencia contraria, con un aumento a las 3 a.m. en

comparacion con las 7 a.m.
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8. DISCUSION

Los ritmos circadianos son cambios fisicos, mentales y conductuales que siguen un ciclo de
24 horas (10). Estos procesos naturales responden, principalmente, a la luz y la oscuridad,
afectando a la mayoria de los seres vivos (22). Este estudio evalud si los ritmos circadianos
inducian algan tipo de variabilidad en las caracteristicas cuantitativas y cualitativas de las
proteinas y en el pH de la saliva no estimulada (23).

Al evaluar el efecto de diferentes variables (PMSF, temperatura y tiempo) sobre la estabilidad
de los pardmetros salivales de interés, surgieron varios hallazgos. En primer lugar, es que el
uso del inhibidor de proteasas PMSF, indujo variaciones significativas en el pH salival,
reduciéndolo en relacion con la saliva no tratada con el inhibidor. En segundo lugar, ocurri
que los valores de pH se mantuvieron estables a diferentes temperaturas en un plazo no
superior a 6 horas. Sin embargo, al almacenar las muestras por mas de 3 dias, fue posible
evidenciar alteraciones en los valores de pH (estadisticamente significativos), pero no con

las diferentes temperaturas evaluadas.

Respecto al efecto del ritmo circadiano sobre ciertas caracteristicas salivales es posible inferir
de acuerdo con los resultados obtenidos, que este no induce variaciones en el pH, pues tiende
a mantenerse estable en el transcurso del ciclo, evidencidndose este comportamiento en los
diferentes participantes del estudio. La concentracion de proteinas se mantuvo relativamente
estable durante el transcurso del dia, cuyas diferencias no fueron estadisticamente
significativas. A pesar de esto, fue posible evidenciar 2 tendencias al trazar una linea desde
la concentracion de la muestra recolectada a las 7 AM con la de las 3 A.M, las cuales
corresponden a: 1) disminucion de la concentracion de proteinas (voluntarios 1, 2, 3, 4, 5, 8,

10, 11) 2) aumento de la concentracion de proteinas (voluntarios 6, 7, 9).

El efecto producido por el PMSF sobre la muestra, ocurre debido a que es una sustancia
acida y de vida media corta, que para perpetuar su accion, debe estar a pH acido dado que se
inactiva a temperaturas mayores a 4°C y valores de pH sobre los 7,5 (24), explicando de esta

manera la disminucion en los valores de pH salival a 4°C y -20°C a las cuales se les afiadio
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inhibidor de proteasas (25). En la cavidad oral existen sistemas que permiten regular estos
cambios de pH, mas cominmente conocidos como sistemas tampones o buffers, destacando
a los buffers quimicos quienes mantienen las funciones preventivas ante la acidificacion de

medio oral, requisito para la formacién de una lesion de caries (26).

Ante una disminucion de pH, la saliva presenta tres sistemas buffers principales: tampon de
carbonato, fosfato y proteinas (27). Estos sistemas actdan en ciertos rangos de pH en los
cuales su amortiguacion es eficiente, para los buffers de fosfato y carbonato dicho pH es 7,2
y 6,3 respectivamente, en cambio las proteinas poseen una actividad tamponante efectiva
cuando el pH es inferior a 5 (28). A partir de esto podemos deducir que las muestras con un
pH descendido por el PMSF generan una amortiguacién con los buffers de bicarbonato y
fosfato ya que el pH obtenido no fue inferior a 5. Lilienthal et al (29) informaron de un
comportamiento similar, indicando que el sistema tampdn de proteinas por si solo no posee
un efecto significativo, sino que interactla con otros componentes de la saliva para aumentar
dicho efecto. De lo anterior se puede inferir que la concentracion de buffers de fosfato y
carbonato existentes en la saliva no estimulada al momento de la recoleccion no fue capaz de

neutralizar la disminucién del pH producto de la adicién de PMSF.

Al realizar el estudio del analisis de almacenamiento de saliva en periodos de corta duracion,
se observd que al almacenar las muestras a las temperaturas de 4°C y -20°C y evaluarlas a
las 6 horas de medicion, se evidencia una variacion minima de pH, siendo en un rango de
7,31 a7,78. Esta estabilidad en el pH se puede deber a la capacidad tampdn de la saliva (29)
lo cual se asocia a la accion del Fosfato y bicarbonato.

No obstante, al realizar un andlisis de la variabilidad de pH salival en periodos mas extensos,
se observo que las muestras del dia 3 aumentan su valor, mientras que al dia 7 disminuyen.
El aumento de pH observado en el dia 3 podria ser explicado por la pérdida de CO> en las
muestras, las cuales pueden haber sido procesadas y medidas en periodos muy prolongados
de tiempo, lo que genera que el CO> se difunda por las diferencias de presion existente entre
la muestra y el ambiente. El diéxido de Carbono es el sustrato de la anhidrasa carbdnica para
producir bicarbonato, el cual cumple la funcién de mantener el pH estable (28). Por otro lado,

al dia 7 las muestras presentaron un pH inferior, que puede ser ocasionado por la actividad
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del PMSF y por la influencia de las bacterias presentes en las muestras, ya que al metabolizar

sustratos generan &cido el cual es liberado al medio en el que se encuentran.

Por otra parte, al evaluar el efecto del ritmo circadiano sobre el pH salival, se puede
evidenciar que las fluctuaciones son minimas (Fig. 7), lo cual puede ser explicado a que la
totalidad de los voluntarios que participaron en este estudio no presentaban lesiones de caries
activas, lo cual se ha evidenciado por la relacion causal entre la presencia de caries y
disminucion de pH (30). Ademas se ha descrito que la dieta puede influir en el pH salival
de acuerdo a los alimentos consumidos (31), aumentando o disminuyendo sus valores (26).
En este estudio, se les entreg6 a los voluntarios un formato de dieta estandar en base a una
misma dieta de tipo mediterranea la que proporciona una alimentacion equilibrada y variada
(32), con el fin de evitar este tipo de variaciones, ademas de realizar las recolecciones de
saliva alejadas de las ingestas, lo que disminuye la influencia directa de los alimentos sobre

el pH oral.

Al analizar los resultados de la influencia del ritmo circadiano sobre la concentracion de
proteinas, se evidencio que los valores no fueron estadisticamente significativos, ya que las
concentraciones proteicas se mantuvieron estables durante el tiempo ensayado. Al analizar
los datos individuales se observo una tendencia al aumento a las 7 AM y una disminucion a
las 3 AM lo cual puede estar asociado a la produccion de cortisol (33). Esta hormona es
regulada por el SCN alcanzando sus niveles maximos en las primeras horas de la mafiana y

mas bajos durante la primera mitad de la noche en estados fisioldgicos (34).

Al analizar las fluctuaciones de la concentracion de proteinas, se evidencian 2 tendencias
claras, las cuales se observan en los paneles Ay B de la Figura 8 y 9 respectivamente. Estas
pueden deberse a la influencia de ciertos factores asociados a la secrecién de proteinas,
como lo seria la velocidad de flujo salival (35) y los propios ritmos circadianos (36) que
frente a estimulos de luz generan variaciones en la secrecion (37). Ademas, frente a
situaciones que generan estrés, se estimula la via simpatica de las glandulas salivales (38)
produciendo fluctuaciones en las concentraciones de proteinas. Dada la multiplicidad de
factores que modulan la secrecion de proteinas salivales, no se pudieron detectar tendencias

generales para los 11 voluntarios. Sin embargo, del andlisis individual, es mas frecuente

23



observar una disminucién de la concentracion total de proteinas durante la noche (Fig. 8 A).
Los sujetos con un patron distinto podrian estar influenciados por otras variables como la

duracion del suefio, el stress u otras condiciones no controladas en este estudio.

Al analizar las imagenes digitalizadas de los geles obtenidos luego de la electroforesis, se
evidencia que existe una correlacion entre la concentracion de proteinas y la intensidad de
las bandas en los diferentes horarios. La cantidad de bandas observadas en el patron
electroforético a lo largo del dia no difieren, manteniéndose constante en todos los
voluntarios incluidos. Este comportamiento podria explicarse en base a que en todo momento
la presencia de las proteinas es la misma, solo varia su concentracion en el fluido salival por
diferentes factores tales como la alimentacion, flujo salival, niveles de estrés y alteraciones
fisioldgicas producidas el dia de recoleccion de la muestra.

Una de las limitaciones de la investigacion tiene relacion con la cantidad de muestras
analizadas, ya que solo se procesaron muestras de un dia para evaluar el ritmo circadiano (24
horas), lo cual no es suficiente para mostrar tendencias reproducibles en el tiempo en cuanto
a las variables estudiadas. Para un analisis robusto se hace necesario el procesamiento de un
nimero mayor de muestras en dias consecutivos de recoleccién. Ademas hay otros factores
que pueden influir en los voluntarios tales como el estado hormonal, estrés, alteraciones del
suefio, entre otros, lo que genera una alta variabilidad de la saliva en su composicién normal
(39).

Dentro de las limitaciones metodoldgicas que presentd el estudio, fue la estandarizacion de
la dieta en los voluntarios, la cual se realiz6 para disminuir la influencia de esta sobre las
variables analizadas. Las minutas de alimentos fueron calculadas en base a actividad fisica
liviana y requerimientos nutricionales de los voluntarios de acuerdo con la talla y peso de la
poblacion general. A pesar de esto, puede no estarse cumpliendo el objetivo principal de
estandarizacion, ya que debe ser calculada conforme a las necesidades caloricas respectivas
de cada individuo, como lo presentado en el estudio de Jennings A. et al (40) el cual tomo en

consideracién una dieta mediterranea personalizada para cada participante
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Dentro de las limitaciones técnicas, la utilizacion de TCA para la precipitacion de proteinas,
que requiere periodos de centrifugacion prolongados y el pellet generado no precipita del
todo, lo que puede llevar a la pérdida de muestras y alteracion de los resultados. Por otro
lado, lo ideal para analizar los geles, seria realizar Western Blot, que es una técnica Util para
la identificacion de proteinas especificas (41). Otra limitacion es la utilizacion del PMSF
como inhibidor de proteasas en las muestras, pues a cambios bruscos de temperatura, tiende

a inactivarse aumentando el pH de las muestras.

A pesar de las limitaciones existentes en la realizacion de ambos estudios, se puede
determinar que el proceso de recoleccion de saliva es una técnica indolora y facil de ser
ejecutada. Ademas, se puede inferir que los resultados no presentan diferencias significativas
debido a la homogeneidad de los voluntarios, ya que en general poseen un estado de salud
sistémico y oral favorables. A su vez, con respecto a los resultados, se pudo evidenciar como
puede variar el pH salival frente a parametros como el tiempo de almacenamiento, la
temperatura o la utilizacion de inhibidor de proteasas PMSF, siendo este Gltimo aquel que
afecta mayormente a los resultados, por lo cual se sugiera usar otro tipo de inhibidor para
estudios posteriores. También es necesario considerar analizar las muestras de manera
inmediata ya que a partir del tercer dia de almacenamiento comienzan a sufrir alteraciones
en sus valores de pH.

Por otro lado, con respecto al comportamiento intraindividual diario de la concentracién de
proteinas salivales, aunque no existe una diferencia significativa, existen tendencias en las
horas estudiadas que pueden indicar una mayor susceptibilidad del medio oral a la formacion
de caries dental, lo cual puede ayudar a la instauracion de nuevas estrategias preventivas.
Consideramos que es necesario realizar estudios posteriores en los cuales se apliquen
cuestionarios individuales de habitos alimenticios, calidad del suefio, estrés, entre otros
factores, que puedan influir en los ritmos circadianos. Sumado a lo anterior, es necesario
realizar un estudio para establecer las diferencias de los parametros por sexo, ya que existen
controversias en la literatura respecto al tema. A su vez, seria ideal considerar la aplicacion
de un densitograma, para otorgar un valor numérico a las intensidades de las bandas, para
tener datos cuantitativos. A partir de esto se sugiere complementar con Western Blot, que es
una técnica util para la identificacion de proteinas especificas (41) y asi poder relacionarlas

con los ritmos circadianos. Para finalizar, se sugiere la continuacion de este estudio con
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grupos etarios de importancia para la salud pablica, utilizando dos o0 mas variables de estudio

como lo serian la comparacién en voluntarios con lesiones de caries activas e inactivas.
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10.Anexos

Anexo N°1: Consentimiento informado para voluntarios de estudio.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

VALIDO DESDE: 01/ 04 / 2021 HASTA: 01/04 / 2024

Titulo del Proyecto: Efecto modulador de proteinas de la dieta y de &cidos grasos
insaturados sobre las caracteristicas de la saliva y la biopelicula dental, relacionadas con la
caries dental.

Financiado por: Agencia Nacional de Investigacion y Desarrollo (ANID)-Concurso
FONDECYT Regular 1210188

Patrocinante: Departamento de Rehabilitacion Buco Maxilofacial, Universidad de Talca

Estimado Sr. (Sra.):

El proposito de este documento es entregarle toda la informacion necesaria para que Ud.
pueda DECIDIR LIBREMENTE SI DESEA PARTICIPAR en la INVESTIGACION
que se le ha explicado verbalmente, y que a continuacion se describe en forma resumida.
Recuerde que debe firmar 2 copias, una es para usted y la otra para el equipo investigador.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO Y OBJETIVO(S)

Este proyecto propone un concepto novedoso para comprender la caries y su patogenia.
Recientemente, se ha enfatizado el papel fundamental de los azlcares en la caries, con ideas
modernas sobre la patogénesis, basadas en tecnologias recientes. Sin embargo, la caries
dental sigue siendo la enfermedad cronica no transmisible mas prevalente del ser humano.
De hecho, la definicién actual apunta hacia una disbiosis ecoldgica (desequilibrio ecoldgico)
provocada por los microorganismos locales, que, bajo desequilibrios ecoldgicos,
principalmente por azlcares, se vuelven patégenos.

La caries dental es modulada por multiples factores, entre ellos se encuentra la saliva. Esta
secrecion estd constituida por agua, una porcion organica (proteinas) y otra inorganica
(electrolitos). Dicha secrecidn es regulada por los ciclos circadianos. Los ritmos circadianos
son considerados los relojes corporales pues regulan los procesos metabolicos del organismo.

Pese a todo lo que se sabe de la secrecion de la saliva, la influencia del ritmo circadiano sobre
esta, y la accion de las proteinas en el medio oral, como su accion anticaries o la mantencion
del medio oral, aun hay un importante vacio de informacion e investigacion que permitan
comprender y establecer una relacion frente al ritmo circadiano y su influencia en las
caracteristicas proteicas de la saliva durante periodos diurnos y nocturnos. Existen escasos
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estudios que evallen las caracteristicas de la saliva en respuesta los ritmos circadianos. Por
lo tanto, el objetivo de esta investigacion es determinar si los ritmos circadianos pueden
influenciar las concentraciones de los componentes organicos e inorgénicos de la saliva
durante el dia y la noche.

BENEFICIOS

Si participa en esta investigacion, recibird informacion sobre el estado de su salud bucal de
parte de los investigadores. Su colaboracidn en este proyecto también nos permitird conocer
las caracteristicas de la saliva de la boca en personas que no tienen signos de la enfermedad,
lo cual permitira entender mejor la caries dental y posibles mecanismos preventivos.

PROCEDIMIENTOS

El estudio se llevara a cabo en 11 voluntarios, entre 18 y 35 afios. En esta investigacion
necesitamos su colaboracion inicialmente para definir si cumple o no con los requisitos para
ser incluido/a. Para esto, debera contestar una breve encuesta sobre su estado de salud general
y consumo de medicamentos. En la siguiente etapa se le realizard un examen bucal completo
con el fin de determinar si tiene 0 no lesiones de caries activas y si s que se encuentra en
salud gingival. Si durante este proceso se diagnostica algin problema de salud oral distinto,
se orientard y derivara al centro odontoldgico de su preferencia. Luego de esto le pediremos
si puede donar 25 ml de saliva en 6 momentos del dia, el cual se repetira en 3 ocasiones
distintas. Esta saliva debe ser donada en ayunas (8 horas), y con higiene dental sin uso de
pasta 1 hora previa a la recoleccion. También, debe contestar un cuestionario en relacion a
cOmo ha sido su dieta en las ultimas 24 horas.

Para recolectar la cantidad de saliva requerida se entregara a su disposicion el material
pertinente para la recoleccion, la cual se llevara a cabo en 45 minutos aproximadamente
donde debera estar sentado, relajado, sin realizar movimientos de la boca y poner su saliva
dentro de un tubo el cual esta etiquetado con fecha y hora de recoleccién y un codigo ID, su
nombre no serd necesario. Es importante destacar que el depoésito de saliva sera realizado en
su respectivo domicilio. Las muestras de estudio seran retiradas al dia siguiente por los
participantes del proyecto para ser trasladas al laboratorio de Cariologia de la Universidad
donde seran procesados. Su saliva se almacenara durante 5 afios desde la fecha de su
recoleccion, solo en caso de que se necesite repetir algunos analisis de laboratorio. Su saliva
no seré utilizada en otros proyectos o investigaciones. Los examenes iniciales y el contacto
directo durante el seguimiento seran realizado por colaboradores del proyecto no docentes,
con quienes no existe una relacion de dependencia.

Todos los procedimientos se realizaran siguiendo estrictamente los protocolos en uso para la

atencion odontologicas del Centro de Clinicas Odontologicas, en relacion con la proteccion
contra COVID-19.
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RIESGOS Y MOLESTIAS

No se predicen malestares fisicos ni psicolégicos para Ud. por participar en esta
investigacion. Sin embargo, debe tener la disponibilidad horaria para la sesion de examen
bucal y para la recoleccion de saliva. Si se detecta alguna otra condicion oral durante su
examen, se le orientara en el tratamiento y se derivard donde corresponda. De constatarse
molestias u otra complicacion, ellas serdn analizadas en primera instancia por el equipo
investigador del proyecto en el Centro de Clinicas Odontoldgicas y si procede recibira la
atencion requerida.

Cualquier hallazgo adicional que surja sera comunicado personalmente, ya que estard en
permanente contacto con el equipo investigador.

COSTOS
Este proyecto no involucra gastos para Ud. Solo debe invertir tiempo en su examen bucal,
encuesta de dieta y recoleccién de saliva.

COMPENSACIONES

Como un incentivo usted recibird elementos de higiene bucal para su uso personal. Usted no
tendra ningln beneficio ni repercusion o perjuicio, ya sea, acepte, rechace o revoque su
participacion en el estudio o debido a cualquiera sea su desempefio durante el estudio.

CONFIDENCIALIDAD

Las muestras de saliva recolectada se almacenaran congeladas en el laboratorio de Cariologia
de la Universidad de Talca a cargo del equipo de investigaciéon. Cada tubo estara rotulado
con el codigo del participante, se almacenaran por un periodo de 5 afios, solo en caso de que
se requiera repetir algin analisis. No seran utilizadas para otras investigaciones.

Toda la informacién obtenida de los analisis de las muestras salivales sera traspasada a una
base de datos anonimizada, para su posterior analisis. Solo los investigadores tendran acceso
a esa informacién por medio de archivos protegidos por codigo de acceso y utilizando
computadores también resguardados con clave de acceso. Los consentimientos y encuestas
seran almacenadas en un gabinete resguardado bajo llave en la oficina del investigador
responsable. Estos documentos seran resguardados por un periodo de 5 afios posterior a la
ultima publicacion cientifica emanada de este estudio. El investigador responsable sera el
custodio de los documentos y los mantendra en estricta reserva y guardados de manera
segura. En caso de que los resultados sean publicados en revistas u otros medios cientificos,
sus datos personales no seran revelados.

DESTINO DEL MATERIAL OBTENIDO

La informacion obtenida de este proyecto se espera utilizar en trabajos de investigacion de
postgrado (magister o doctorado) a la vez obtener publicaciones cientificas en revistas de la
disciplina, presentacidn en conferencias y seminarios nacionales e internacionales. Recuerde
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que toda la informacion se mantendrd confidencial y custodiada por el investigador
responsable y su identidad nunca seré revelada.

MUESTRAS BIOLOGICAS

Las muestras de saliva serdn almacenadas congeladas por 5 afios desde la fecha de
recoleccion. No se pretende utilizar en ninguna otra investigacion y se eliminaran con los
protocolos de desechos bioldgicos y retirados por una empresa externa para su destruccion.
En las muestras de saliva se analizara lo siguiente: péptidos antimicrobianos, composicion
quimica, andlisis de proteinas, composicion lipidica y se utilizara en un modelo de caries
experimental en el laboratorio.

COMUNICACION DE RESULTADOS

El resultado del examen bucal y flujo salival se le informara de inmediato y personalmente.
Si a ud le interesa conocer los analisis de sus muestras salivales, puede escribir un correo
electronico al Investigador Responsable Dr. Rodrigo Giacaman (giacaman@utalca.cl). El
también puede compartir con Ud. los articulos cientificos derivados de esta investigacion en
caso de que le interese. Adicionalmente, se realizaran charlas de divulgacion cientifica
destinadas a comunicar los hallazgos encontrados al publico general y especializados, a las
cuales se invitara a los participantes.

COMUNICACION CON EL INVESTIGADOR Y CEC

Si tiene mas preguntas se puede contactar con el investigador responsable al correo
electronico giacaman@utalca.cl, o al siguiente nimero de teléfono (56-71) 2414650 o en la
siguiente direccion de lunes a viernes, entre las 9.00 y las 18.00 h, Centro de Clinicas
Odontologicas de la Universidad de Talca, Avenida Lircay S/N. Si en algin momento tiene
preocupaciones sobre la forma en cdmo se esta realizando el estudio, puede contactarse con
el Comité Etico Cientifico (CEC) de la Universidad de Talca al correo electronico
cec@utalca.cl, o al teléfono 71 2203065, o en la siguiente direccion Avenida Lircay S/N,
Campus Lircay, Talca.

Estimado/a participante, recuerde que la_decision de colaborar es_absolutamente suya.
Puede aceptar o rechazar participar en la investigacion, e incluso arrepentirse de su
primera decision en el momento que usted estime conveniente para lo cual puede contactarse
con el Dr. Rodrigo Giacaman en el Centro de Clinicas Odontoldgicas de la Universidad de
Talca de lunes a viernes de 9:00 a 18:00 h para firmar la hoja de revocacion.

Desde ya muchas gracias, le saluda cordialmente
Prof. Dr. Rodrigo Giacaman Sarah
Investigador Responsable
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DECLARACIONES

. He recibido una explicacion satisfactoria sobre el propdsito de la investigacion la cual
consiste en comprender la Caries y su patogenia, asi como de los beneficios sociales o
comunitarios que se esperan de este estudio como entender los mecanismos de proteccion
de ciertos nutrientes y de la saliva en el desarrollo de la caries dental.

. He sido informado/a sobre las eventuales molestias, incomodidades y riesgos de mi
participacion en la investigacion.

. He sido también informado/a que los procedimientos que se realicen no implican un costo
que yo deba asumir, es decir, mi participacion en el procedimiento no involucra un costo
econdémico alguno para mi, a excepcién de mi compromiso y tiempo destinado a los
procedimientos.

. Estoy en pleno conocimiento de que la informacion obtenida serd manejada de manera
absolutamente confidencial, esto significa que solo el equipo investigador tendra acceso a
mis datos y nadie mas. En caso de que la informacion obtenida del estudio sea publicada
ésta se mantendra anénima, ello significa que no aparecera ningun dato con el que puedan
identificarme en libros, revistas y otros medios de publicidad derivadas de la investigacion
ya descrita.

. Sé que la DECISION de participar en esta investigacion, es ABSOLUTAMENTE
VOLUNTARIA. Si no deseo participar en ella, o una vez iniciada la investigacion no
deseo seguir colaborando, puedo hacerlo sin tener que dar ninguna explicacién. Para esto
ultimo solo debo presentarme en el Centro de Clinicas Odontoldgicas de la Universidad
de Talca, con el Dr. Rodrigo Giacaman para firmar la hoja de revocacion.

. Adicionalmente, el investigador responsable, Dr. Rodrigo Giacaman
(giacaman@utalca.cl, al siguiente nimero de teléfono (56-71) 2414650 y en la siguiente
direccion de lunes a viernes, entre las 9.00 y las 18.00 h, Centro de Clinicas Odontoldgicas
de la Universidad de Talca, Avenida Lircay S/N) ha manifestado su voluntad de aclarar
cualquier duda que me surja, antes, durante y después de mi participacién en la actividad.

. Si deseo realizar mis consultas personalmente, el domicilio para estos efectos es el mismo
indicado en el punto anterior.

. También puedo contactarme con el Comité Etico Cientifico de la Universidad de Talca
(cec@utalca.cl, Teléfono 71-2-203065. Lunes a jueves: de 10:00-12:00 y de 15:00-
17:00).
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ACEPTACION

He leido el documento, las declaraciones contienen una explicacion satisfactoria sobre mi
participacion en la investigacion y sobre la necesidad de hacer constar mi consentimiento, para
lo cual firmo libre y voluntariamente, recibiendo en el acto copia de este documento ya firmado.

Yo, , Cédula
de |Identidad o Pasaporte N° de nacionalidad
mayor de edad, con domicilio

en

, ACEPTO participar en la investigacion titulada: "Efecto
modulador de proteinas de la dieta y de acidos grasos insaturados sobre las caracteristicas de
la saliva y de la biopelicula dental, relacionadas con caries dental’, y AUTORIZO al sefior Dr.
Rodrigo Giacaman Sarah investigador responsable del proyecto, y/o a quienes éste designe
como sus colaboradores directos y cuya identidad consta al pie del presente documento, para
realizar el(los) procedimiento(s) requerido(s) por el proyecto de investigacion descrito.

Fecha: __ de 20 Hora: _ :

Firma de la persona que consiente:

Investigador/a responsable:

Nombre Firma
Co-investigador/a 1

Nombre Firma
Co-investigador/a 2

Nombre Firma
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RECHAZO

He leido el documento y las declaraciones contienen una explicacion satisfactoria sobre la
investigacion. Sin embargo, rechazo otorgar mi consentimiento, para cual firmo libre y
voluntariamente el siguiente documento, recibiendo en el acto copia de éste ya firmado.

Yo, , Cédula
de |Identidad o Pasaporte N° de nacionalidad
, mayor de edad, con domicilio

en

, RECHAZO participar en la investigacion titulada: “Efecto
modulador de proteinas de la dieta y de acidos grasos insaturados sobre las caracteristicas de
la saliva y de la biopelicula dental, relacionadas con caries dental/”y NO AUTORIZO al sefior
Dr. Rodrigo Giacaman Sarah investigador responsable del proyecto, y/o a quienes éste designe
como sus colaboradores directos y cuya identidad consta al pie del presente documento, para
realizar el(los) procedimiento(s) requerido(s) por el proyecto de investigacion descrito.

Fecha: __ de 20 Hora: _ :

Firma de la persona que consiente:

Investigador/a responsable:

Nombre Firma
Co-investigador/a 1

Nombre Firma
Co-investigador/a 2

Nombre Firma
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REVOCACION

Mediante la presente revoco lo anteriormente firmado, para lo cual firmo este nuevo documento
libre y voluntariamente, recibiendo en el acto copia de este documento ya firmado.

Yo, , Cédula
de Identidad o Pasaporte N° de nacionalidad
mayor de edad, con domicilio

en

, REVOCO lo anteriormente firmado.

Fecha: __ de 20 Hora: _ :

Firma de la persona que consiente:

Investigador/a responsable:

Nombre Firma
Co-investigador/a 1

Nombre Firma
Co-investigador/a 2

Nombre Firma
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Anexo N°2: Protocolo de toma de muestra de flujo salival no estimulado

Protocolo Toma de Muestra Flujo Salival
NO ESTIMULADO

INDICACIONES GENERALES AL PACIENTE

1. Las 72 horas previas al dia de recoleccion se debe seguir una alimentacion en base a dieta
mediterranea.

2. Durante estas 72 horas debe efectuar el cepillado con la pasta dental provista por el equipo investigador.

3. Latoma de muestra de saliva debe ser con un ayuno de al menos 8 horas

4. No haber comido al menos 1 hora antes de cada recoleccion, de ser necesario, solo haber bebido agua,
no mas de 200 cc (1 taza).

5. Dia de recoleccion de saliva: El cepillado de dientes debe haber sido realizado luego de la dltima comida
realizada la noche anterior. En la mafiana puede cepillarse 1 hora antes de la recoleccion sin pasta dental.

6. Cada voluntario debe cepillarse 1 hora previo a cada una de las tomas de muestras de saliva del dia sin

la utilizacion de pasta dental.

No consumir alcohol ni fumar al menos 48 horas previas al dia de recoleccion.

Durante el estudio se recomienda tomar al menos 2 litros de agua al dia.

Los dias de recoleccion de saliva se debe seguir las dietas estrictas (Minutas anexadas).

Los horarios de la recoleccion seran en 6 tiempos distintos (7AM/ 11AM/ 15PM/ 19PM/ 23PM/ 3AM)

Se debe disponer de al menos 45 minutos para realizar la recoleccion de saliva. El tiempo puede variar

segun su flujo salival (aumentar o disminuir).

12. Se debe lograr como minimo 25 mL de saliva SIN considerar la espuma generada.

- —~ © o —~
== © 25

Nota: las instrucciones deben ser dadas al paciente de forma clara y precisa, verificando que las haya entendido correctamente.

= Materiales a utilizar
v" Cronometro (puede utilizar el cronémetro de su celular).
v" Tubos de polipropileno tipo Falcon de 50 mL graduados limpios, los cuales deben ir marcados con
|a codificacion asignada a cada voluntario.
Bolsa plastica con cierre hermético (tipo Ziploc).
Kit Colorimétrico para medicion de pH.
Alimentos necesarios para dieta mediterranea.
Tabla de registro.
Pasta Dental de 1100-1500 ppm de flor.

D NN NI NI N
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= Recoleccion de flujo salival No estimulado

Posterior a la entrega de los tubos para la recoleccion de saliva, los participantes deberan mantenerlos
refrigerados (no congelados) y sacarlos a medida que se vayan utilizando ya que contendran inhibidor
de proteasas.

Antes de comenzar el voluntario debe estar tranquilo y relajado, sentado con su espalda recta con la
cabeza ligeramente inclinada hacia adelante para que pueda ser recolectada la saliva de forma pasiva.
Durante la recoleccion, el voluntario debe mantener los ojos abiertos.

El tiempo de recoleccion serd de 45 minutos aproximadamente. El volumen de saliva a recolectar
debe ser de al menos 25 mL, cantidad marcada en los tubos de recoleccion, si no alcanza los 25 mL,
debe continuar hasta lograr el volumen necesario.

Durante la recoleccion, TODA la saliva producida en los 45 minutos se debe depositar en el tubo de
manera PASIVA, directamente poniendo labios en contacto con la boca del tubo. NO debe ingerir su
propia saliva.

NO DEBE hablar, ni realizar movimientos mandibulares durante la recoleccidn, para no estimular las
glandulas salivales.

Al' momento de verificar el volumen de saliva se debe excluir la espuma formada.

Una vez completado la cantidad de mL solicitados (25 mL), se debe introducir una tira reactiva
colorimétrica dentro del tubo, sumergiendo todos los recuadros de colores, dejando un extremo
libre para sostener la tira de forma adecuada, por 5 segundos. Luego debe retirar la tira y esperar
10 segundos para determinar el valor del pH. Esto dltimo se lleva a cabo comparando el coloreado
de la tira con el patron de colores incluido en el kit.

Registrar pH de la muestra y tiempo de recoleccion en la tabla de registros.

El voluntario debe almacenar INMEDIATAMENTE el tubo en el freezer (area de congelacion, a -20°C)
dentro de bolsa plastica de cierre hermético.

Al dia siguiente de la recoleccion de saliva, una persona perteneciente al equipo de trabajo retirara
los tubos para trasladarlos dentro de una unidad refrigerante al laboratorio para su posterior analisis.
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Anexo N°3: Protocolo de dieta

1. Evaluacion del estado nutricional
2. Segun estado nutricional, realizar calculo de requerimientos de macro y
micronutrientes segun grupo etario, con formula Mifflin St Jeor de Gasto Energético
en Reposo (GER) modificada con factor de actividad fisica, del método
FAO/OMS/UNU
GER Hombre: 10 (Peso) + 6.25 (Talla) — 5 (Edad) + 5
GER Mujer: 10 (Peso) + 6.25 (Talla) — 5 (Edad) — 161
ACTIVIDAD
Sedentaria 1,2 1,2 Sin actividad
Liviana 1,55 1,56 3 horas semanales
Moderada 1,8 1,64 6 horas semanales
Intensa 2,1 1,82 4 a 5 horas diarias
3. Distribucién de la molécula calérica segin recomendaciones OMS
Con valor caldrico total
Macronutriente Recomendacion
Proteina 0,8-1 g/kg peso/dia
Lipidos Menor al 30%
Carbohidratos Por diferencia
Micronutrientes Segun recomendaciones grupo etario
Distribucion de la Molécula Caldrica
Tiempo de comida Distribucion de la molécula calérica
Desayuno 20-25%
Almuerzo 25-30 %
Once 15 - 20%
Cena 20 — 25%
Colacion (segln habito) 5-10 %
4. Aplicar Encuesta recordatorio 24 horas ER24H
5. Segun habitos alimentarios, tiempos de comida, actividad fisica y requerimientos
nutricionales, se prescribird una dieta normo calérica adecuada para el grupo etario
al que pertenece.
6. Se entregara informacion referente a la ley de etiquetado nutricional, para

autorregulacion de consumo de alimentos procesados.
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Propuesta minuta ejemplo

Para un adulto sano con peso promedio 65Kk, talla promedio 1,71 metros y edad promedio

26,5 afios

Segun formula Mifflin st Jeor

10* 65+6,25*171-5*26,5+5=

650+1068.75-132+5=1592 kcal * f. actividad liviana (1,5) = 2390cal

Macronutriente Recomendacion %
Proteina 0,8-1 g/kg peso/dia 659 10.9%
Lipidos Menor al 30% 80 ¢ 30%
Carbohidratos Por diferencia 3539 59.1%
Micronutrientes Segln recomendaciones
grupo etario

Distribucion de la Molécula Caldrica

Tiempo de comida | Distribucion de la Calorias | Proteinas | Lipidos | CHO
molécula caldrica

Desayuno 25 % 598 16,25 20 88,3
Almuerzo 25 % 598 16,25 20 88,3
Once 20 % 382 13 16 70,6
Cena 20 % 382 13 16 70,6
Colacion (segun 5% 120 3,3 4 17,7
habito)
Colacion (segun 5% 120 3,3 4 17,7
habito)

41



Minuta de dieta para el dia de la recoleccion:

PROTOCOLO

DE DIETA

VOLUNTARIOS ESTUDIO "RITMO
CIRCADIANO" 2021

DESAYUND

ALMUERZO

ONCE

ALIMENTO O
INGREDIENTES

Leche semidescremada
Pan marraqueta integral
Huevo Cocido

Aceite de oliva

Platano+ kiwi / frutilla
frambuesa

Total Tiempo de comida

Ensalada 2 colores
(apio/pepino/repollo/lech
uga/espinaca/zapallo
Italiano/betarraga/zanah
oria)

Aceite de oliva

Carne de pollo al horno
Fideos cocidos

Crema de leche

Fruta
(durazno/naranja/manza
na)

Total Tiempo de comida

Té sin azucar

Pan marraqueta integral
Pasta de pollo/morrén
Tomate

Aceite de oliva

Total Tiempo de comida

MEDIDA GR/CC
CASERA APROX
1Taza 200cc
sientes) ~ 100g

1Unidad 509
1ctda eml
1taza 1509
2 Taza 200g
11/2ctda 9ml
1trozo(palma) 60g
3/4Taza  150g
2 cdas 20g
1Unidad 150g
1Taza 200cc
Lndede  100g
2 cdas 25g
1/2 Unidad 60g
lcdta eml

SYI401va
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PROTOCOLO

DE DIETA

VOLUNTARIOS ESTUDIO "RITMO

CIRCADIANO" 2021

ALIMENTO O MEDIDA GR/CC
INGREDIENTES CASERA APROX
Ensalada 2 colores
(betarraga/zanahoria/tom - 2009
ate/coliflor)
CENA Aceite de oliva 1ctda 6mi
Pescado al jugo 1Trozo 609
(salmén/jurel) (palma)
Fruta (1 platano) 1Unidad 1509
Total Tiempo de comida
Yogurt sin aztcar 1Unidad 1259
descremado
. i 25
COLACIGN Pasas 20 Unidades g
Avena
(nueces/almendras/avella 15 Unidades 25g

nas/mani) 1/4 de taza

Total Tiempo de comida

Totales/ Dia

SYIH01Vvd

o
o

54
130

150
ATA
85

74

175

334

2377

3 =
o X o
m S 5
=
b3

w

o O 25
o 6 0

134 83 (0]

1 2 35

144 163 60

5 0] 6
0.5 (0] 18
5 15 5

105 15 29

693 787 BEOIS
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Anexo N°4: Precipitacion de proteinas con Acido tricloroacético (TCA)

Materiales necesarios:

- TCA
- Acetona pura

Procedimiento:

- Agregar inhibidor de proteasa al tubo y centrifugar a 3000g por 15 minutos

- Pipetear 1,0 mL de muestra a precipitar en Eppendorf

- Afadir 100 uL de TCA al 100% (4°C) y vortear

- Dejar las muestras a -20°C por 15 minutos

- Centrifugar a 10.000 g por 15 minutos

- Rapiday cuidadosamente aspirar el sobrenadante sin romper el pellet

- Afadir 500 uL de acetona pura fria y centrifugar a 10.000 g por 15 minutos. Se debe
repetir este proceso 3 veces

- Dejar secar el pellet por 10 minutos

- Re suspender las muestras en 300 uL de PBS enriquecido con SDS al 1%
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Curva de Calibracién Albumina

ElI STD de BSA de 2mg/mL (ya viene listo en ampollas de 1 mL en el kit).
Prepare solucion de trabajo, mezclando en relacion 50:1

Ejemplo en relacion 50 mL RxA + 1 mL Rx

Para preparar el WR es necesario cuanto ocupar, para esto se ocupa la
siguiente formula:

(N° de estandar + Muestras) x (triplicado) x (0,2mL)

Realice la curva de calibracion segun la siguiente tabla.

Tubo [] ug/mL H20p (ul) | STD BSA
(ul)

A 2000 0 300
B 1500 125 375
C 1000 325 325
D 750 175 175 tubo B
E 500 325 325 tubo C
F 250 325 325 tubo E
G 125 325 325 tubo F
H 25 400 100 tubo G
I 0 400 0

4. Vortear

5. Tomar una alicuota de 25ul

6. WR (ul): 200

7. Mezclar por 30 segundos.

8. Incubar 30 min a 37°C en oscuridad

9. Tomar 100 ul de la muestra y poner en una placa de pocillos

. Leer en el lector de microplacas (espectrofotdmetro NanoQuant) a 562 nm.
. Posterior a la obtencidn de los resultados de absorbancia a partir de la

concentracion conocida de la curva de albumina, se debe calcular en la
planilla de Excel la concentracion de proteinas de las muestras.
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Anexo N°5: Electroforesis
1.- Preparacion de geles
INDICACIONES GENERALES

Para la preparacion del gel de poliacrilamida al 12%, debe seguir las indicaciones
del fabricante:

Como moldear sus geles rapidamente

Esta gula riplda |lustra coémo moldearun gal Individual con TGX da Blo-Rad ™y TGX Staln-Free™ FastCast™ kits
de acrilamida con placas de vidrio Blo-Rad da 1,0 mm.

Fara moldear varkes geles con estos kits con places de vidrio Bio-Rad de 1,0 mm, mubipligus las cantkiades sigulantes.

por el nimero de gales que desee. Para obtaner informaciin sobre el vao de oires configuraciones dea fundickin,
consulte la Tabla 2 en el maneal de instrucciones.

Resalvor Resploer 10% AFS TEMED Salucitn
Im aml 3apl dpl resolver
& mil

Lignar hasta 0,51
o

dobaje de la
parin inferior ce
bos digntes dol
poing

o

8570 » 1§

Eolucion
stagker I mi

]

Llgrar hasly arrika

‘.

Polmerizacion

o £ 3 Tir

- 3 6

Tire del peine haciz arnba
sara simnar HInI-F?‘é'];EAHD‘Tlm calds
e
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Preparacion de reactivos para electroforesis:
1.- Preparacion de Buffer reductor SDS:
Materiales:
3.55 ml de agua destilada
1.25 ml de TRIS-HCL 0,5 M, pH 6.8
2.5 ml de glicerol
2.0 ml 10% (peso/volumen) SDS
0.2 ml 0,5% (peso volumen) de azul de Bromofenol.
9.5 ml de volumen total

Almacenar a temperatura ambiente. Afiadir 50 ul de B-mercaptoetanol a 950 ul de muestra
buffer antes de su uso. Diluir las muestras al menos 1:2 con la muestra buffer y calentarla a
95 °C por 4 min.

2.- Preparacion de buffer de corrida 10X, 1 litro, pH 8,3.
Para un litro se debe tener: 30,3 gr de Tris Base

144,0 gr de glicina

10 gr de SDS.

Posterior a esto, lo obtenido se disuelve y se lleva el volumen de 1 litro con agua destilada.
No se debe ajustar con &cido o base. Conservar a 4°C. Si se producen precipitaciones
calientes a temperatura ambiente antes de usar. Alternativamente se puede usar tampdn de
ejecucion de electroforesis 10x Tris/ Glicina/ SDS en el cubo de 5 litros (catalogo Biorad
#161-0772).

Uso: diluir 50 ml de stock 10x con 450 ml de agua desionizada para cada ciclo de
electroforesis. Mezclar bien antes de usar

3.- Preparacion de APS al 10% (Peso/volumen) preparado del dia:

100 mg de persulfato de amonio se disuelve en 1ml de agua destilada
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3.- Para la realizacion del calculo de la preparacion de la muestra para realizar la
electroforesis se debe realizar:

a) La cuantificacion de la concentracion de proteinas

b) Mediante dicha concentracion realizar el calculo de la cantidad de muestra a utilizar,
dependiendo de la cantidad de ug de proteinas que se requiera, utilizando la siguiente
formula: 15 mg x 1000 / concentracion de proteinas

¢) Calcular la cantidad de buffer de 4x, mediante la siguiente formula: muestras a usar /3

d) Calcular la cantidad de buffer al 2x (35- buffer 4x - muestras a usar)

e) Se debe agregar la mitad de agua destilada y la mitad de buffer al 2x para completar la
cantidad para buffer 1x a utilizar.

f) Elevar la temperatura de las muestras a los 95°C

g) Cargar mediante micropipeta los pocillos del gel con la cantidad de uL de muestra
requeridos.
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4.- PREPARACION DE BUFFER 2x y 4x:

Product Information

Catslog & Description

Premixed Sample Buffers

1610737 2x Lasimimili Sampla Bulfer, 20

) im
1610747 d4x Lassmemli Sampla Buffer, 10 mi

1610710 Z-Morcapboothamnsd, 25 mi
1610738 Mative Sampls Bufter, 30 m

161-0738 Tricine Sampla Buffar, 30 mi
161-0767 5x Muchkso Ackd Samgbks Buller, 10 mil
161-0768 TBE-Lvea Sampds Bufler, 200m
1610763 [EEF Samphs Bulffer, 30 m

1610764 Zymogram Samplo Bulfer, 20 mi

Premixed Bufiers

1610732 10x TrisGkcine™S0S5, 11
1E10772 10x TrisGkcine™S05, 51
1610734 M0x TrisiGhycing, 1 L
1610771 T10E TrismiGhycing, 5L

Bip-Rad Laboraiores. inc.
2000 Alfresd Mobel Dr., Hercukes, CA Q4587 USA
510-741-1000

AD0E0TE Fere J

Introduction
Bio-Had's Lasrmnmill samphs buffers ans besead on

fthe rmasthod of Lasrmnmill {1970]. The wses of Lasmimli

sarmple buffers sreunss optimal band resolution
when preganng protens for SOS-PAGE with
Trig~ghycire-S0E rurming buffer.

Formulations

2x Laesmmb B5.8 mid Tns-HCL, pH 8.8
sample buffer  26.3% jwdy glyosml

21% 505

0.0 % brormopbenol blus
dx Lasmmb 277 B mb Triz-HCl, pH &8

sample buffer  44.4% (w5 ghoerol

4.4% LDE
0.02% brormopbenol blus
Storage Baormn terrperatues

Shedf life 2 years from date of

manuiaciue

2x Laemmli Sample
Buffer
Catalog #161-0737

4x Laemmli Sample

Buffer
Catalog #161-0747

Instructions for Lee

1.

Add Reducing Agent

To oblain a inal 1x concertration ol 355 mild
Z-mercaptaethanal

2x Laemmli sample buffer: Sdd 50 il of
Z-mesncaptosthanal per 560 pl

dx Laemmli sample bufier: Add 100

of 2-mercapiosthancd per 900 .

Abemaifeay, add dithiothretal [DTT or Claand’s
ressgent) 10 & findl 1x conceriration of S0 mid.
Mole: For best results, do not slore sample
buler wdth 2-mercapboethanol

Dilute Sample

2x Laemmli sample bufier: Diute 1 part
sarmple with 1 pert 2x Lasmrnl sample boffer:
dx Laemmii sample buffer: Diute 3 pars
sarrphe with 1 port 4x Lassmrnl samphe buffer:
ko =armpks bullsr can be added if recessany.

Relomnce
Lssarrarvil L0 (D0 . Cliierugpin o structorsd ool duri T
EEw iy ol W D o Bartareeyrage T4 Males 227, B20-HR5
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TGX™ and TGX Stain-Free™ FastCast™
Acrylamide Kit and Starter Kit Instruction Manual

TGX and TGX Stain-Free FastCast acrylamide kits are solutions for hand casting gels for SDS-PAGE or PAGE use. The unique
formulation enables:

* Ability to cast resolving and stacking gels at the same time and start running your gels in as little as 30 min

*  Ability to conduct electrophoretic runs as fast as 20 min (at 300 V) without damage to the handcast gels

= Efficient protein transfers onto blot in as little as 3 min (using the Trans-Blot® Turbo™ blotter)

e 1 year of shelf life at room temperature (22-28°C) for acrylamide solutions and up to 4 weeks at 4°C for cast gels
*  Stain-free visualization of proteins in your gel or blot in less than 5 min with TGX Stain-Free kits

*  Ability to monitor your electrophoresis and transfer steps without additional staining using TGX Stain-Free kits

Table 1. Approximate number of gels per kit.

Mini Gels (~9 x 7 cm) Midi Gels (~13 x 9 cm)
1.0 mm 1.0 mm
Mini-PROTEAN® 0.75 mm L.omm .5 mm Criterion™
Glass Plates Glass Plates Glass Plates
Cassettes Cassettes
Starter Kit 11 gels 19 gels 13 gels 9 gels 6 gels
Kit 55 gels 95 gels 65 gels 45 gels 30 gels

When casting different numbers of gels, prepare the solutions according to Table 2 and follow the instructions.

The starter kits enable mixing the stacker A and B and resolver A and B solutions without calculation and casting at least 10

Mini-PROTEAN gels at one time.

Note: After adding APS and TEMED to the resolver solution mixture, casting should be started immediately and combs inserted within 8-9 min. To ensure sufficient

time to insert combs, do not cast more than 10 gels at one time.

Table 2. Casting preparation volumes.

1.0 mm 0.75mm 1.0 mm 1.5mm 1.0 mm
Mini-PROTEAN Bio-Rad Bio-Rad Bio-Rad Criterion
Empty Cassettes Glass Plates Glass Plates Glass Plates Empty Cassettes
(n =gels) (n =gels) (n = gels) (n=gels) (n =gels)
Stacker Resolver Stacker Resolver Stacker Resolver Stacker Resolver Stacker Resolver
Resolver A - 3.5mlixn - 2mlxn - 3mlxn - 4mlxn - 6mlxn
Resolver B - 3.5mixn - 2mlxn - 3mlxn - 4mlxn - 6mlxn
Stacker A 1mixn = 1mixn - Imlxn = 1.5mlxn - 1.5mlxn =
Stacker B I1mlxn - Imlxn - Imlxn - 1.5mixn - 1.5mlxn -
Total Volume 2mlxn 7mlxn 2mlxn 4mlxn 2mlxn 6mlxn 3mlxn 8mlxn 3mlxn 12mlxn
TEMED 2ulxn 35uxn 2ulxn 2ulxn 2ulxn 3plxn 3ulxn 4plxn 3ulxn 6ulxn
10% APS 10 ulxn 35ulxn 10 xn 20 plxn 10 pllx n 30plxn 15ulxn 40 plxn 15ulxn 60 pl x n

Instructions

1. Prepare resolving gel acrylamide solution by combining equal volumes of resolver A and B solutions (see Table 2).
Note: To use all the solutions from the starter kits, pour 40 ml resolver B solution directly into the larger amber bottle containing 40 ml resolver A solution.
2. If using the Mini-PROTEAN plastic cassettes, they should be held vertically for gel casting. Use the single-row AnyGel™
casting stand (catalog #165-4131) to stabilize the cassette during casting. For Bio-Rad handcast glass plates, use the
Mini-PROTEAN Tetra cell casting stand (catalog #165-8051 or #165-8052) to stabilize the plates during casting.

3. Add the required volume of TEMED and freshly made 10% APS to the combined resolver solution and mix well. Use an
appropriate pipet to steadily dispense the solution into the cassette. Do not let bubbles form or solution mix with air. Fill the
cassette to 0.5-1 cm below the bottom of the teeth on the comb. Immediately prepare and pour the stacking solution as
directed in the next steps.

Note: Insert a comb and mark the cassette to ensure the resolving solution is poured to the desired distance below the comb.
Note: For the combined resolving gel solutions from the starter kits, add 40 pl of TEMED and 400 pl of freshly made 10% APS.

4. Prepare stacking gel acrylamide solution by combining equal volumes of stacker A and B solutions (see Table 2).

Note: To use all the solutions from the starter kits, pour the 15 ml stacker B solution directly into the larger amber bottle containing 15 ml stacker A solution.

5. Add required volume of TEMED and freshly made 10% APS to the combined stacker solution and mix well. Pipet solution
down the middle of the cassette, filling to the top of the short plates. Apply slowly and steadily to prevent mixing with the
resolving solution. Align and insert the comb in the cassette carefully to prevent air from being trapped under the comb teeth.

Allow the gel to polymerize for 30-45 min before electrophoresis.
Note: For the combined stacking gel solutions from the starter kit, add 30 pl of TEMED and 150 pl of freshly made 10% APS.
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1. The cast gels can be covered with a paper towel
wetted with deionized water and stored in a zipper
sealed plastic bag at 4°C for up to 4 weeks.

2. Follow the guideline below for gel electrophoresis,
stain-free imaging, and western blot transfer. Refer to
the Mini-PROTEAN Precast Gels Instruction Manual
and Application Guide (#1658100) for details on
running, handling, and other applications of TGX and
TGX Stain-Free gels.

Use Laemmli sample buffer (with or without reducing
agents such as BME) to prepare samples for loading
and 1x Tris/glycine/SDS running buffer to run the TGX
gels.

Table 3. Running conditions for handcast TGX or TGX Stain-Free
SDS-PAGE gels in the Mini-PROTEAN Tetra cell.

100V 200V 300 V
Low voltage Standard Rapid
Runtime 85-95 min 30-40 min 20-25 min
Lower chamber buffer 550 ml 550 ml 800 ml
volume (for 2 gels)
Lower chamber buffer 800 ml 800 ml 800 ml

volume (for 4 gels)

Note:

. When running only 1-2 gels in the Mini-PROTEAN Tetra cell, do not
leave the companion module in the tank

. Do not run different gel types (chemistry) or percentages in the same
tank at the same time

Table 4. Stain-Free gel activation using a Bio-Rad Stain-Free enabled
imager.

Gels used in Good* Best*
Blotting Sensitivity Sensitivity
Activation time 1min 2.5 min 5min

* For gels not used in blotting.
Note:
. Must activate stain-free compound in gel for stain-free blot imaging

. Stain-free activation protocols can be accessed in Bio-Rad's
Image Lab™ software

Table 5. Transfer conditions for blotting in the Trans-Blot Turbo
system.

Protocol MW, kD Time, min 2 Mini Gels or 1 Mini Gel
Name 1 Midi Gel

Standard SD Any 30 Up to 1.0 A; 25 V, constant
1.5 mm gel Any 10
High MW >150 10 2.5Aconstant 1.3 A constant
Low MW <30 5 upto 25V upto 25V
Mixed MW* 5-150 7
1Mini TGX*  5-150 3 N/A st

upto 25V

* Also accessed via Turbo navigation button.

Precision Plus Protein standards are sold under license from Life Technologies Corporation, Carlsbad,
CA, for use only by the buyer of the product. The buyer is not authorized to sell or resell this product or its
components.

Bio-Rad
Laboratories, Inc.

Ordering Information

Catalog # Description

161-0170 TGX™ FastCast™ Acrylamide Starter Kit, 7.5%
161-0171 TGX FastCast Acrylamide Kit, 7.5%

161-0172 TGX FastCast Acrylamide Starter Kit, 10%

161-0173 TGX FastCast Acrylamide Kit, 10%

161-0174 TGX FastCast Acrylamide Starter Kit, 12%

161-0175 TGX FastCast Acrylamide Kit, 12%

161-0180 TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Starter Kit, 7.5%
161-0181 TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 7.5%
161-0182 TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Starter Kit, 10%
161-0183 TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 10%
161-0184 TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Starter Kit, 12%
161-0185 TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 12%
161-0700 Ammonium Persulfate (APS), 10 g

161-0800 TEMED, 5 ml

All cell systems are 4-gel with 2 casting stands, 4 casting frames,
10-well combs, 5 short plates, and 5 spacer plates.

165-8000

165-8001

165-8006

Mini-PROTEAN® Tetra Cell and System,
0.75 mm gel thickness

Mini-PROTEAN Tetra Cell and System,
1.0 mm gel thickness

Mini-PROTEAN Tetra Cell and System,
1.5 mm gel thickness

Standards Value Pack (5 Packs)

161-0393 Precision Plus Protein™ All Blue Standards; 10-250 kD
161-0394 Precision Plus Protein Dual Color Standards; 10-250 kD
161-0395 Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Standards; 10-250 kD
161-0397 Precision Plus Protein Dual Xtra Standards; 2—250 kD
161-0396 Precision Plus Protein Unstained Standards; 10—-250 kD
161-0737 2x Laemmli Sample Buffer, 30 ml

161-0747 4x Laemmli Sample Buffer, 10 ml

161-0772 10x Tris/Glycine/SDS Buffer, 5 L

Mini-PROTEAN Empty Cassettes and Combs, pkg of 50

456-0001
456-0003
456-0005
456-0006
456-0011
456-0013
456-0015
456-0016

Mini-PROTEAN Empty Cassettes, IPG well marks
Mini-PROTEAN Empty Cassettes, 10-well marks
Mini-PROTEAN Empty Cassettes, 12-well marks
Mini-PROTEAN Empty Cassettes, 15-well marks
Mini-PROTEAN Combs, IPG well combs
Mini-PROTEAN Combs, 10-well combs
Mini-PROTEAN Combs, 12-well combs
Mini-PROTEAN Combs, 15-well combs

Criterion Empty Cassettes, pkg of 10 cassettes with combs

345-9901
345-9902
345-9903
345-9904
345-9906

Criterion Empty Cassettes, 12+2 well
Criterion Empty Cassettes, 18-well
Criterion Empty Cassettes, 26-well
Criterion Empty Cassettes, Prep+2

Criterion Empty Cassettes, IPG+1

* Please see the accessories tab on www.bio-rad.com/tetra for individual
handcast products.
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