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RESUMEN
 
Objetivo: Comparar in vitro la actividad antibacteriana y el efecto citotóxico de los polialcoholes (Xilitol E-967, Sorbitol E-420, Manitol E-421) sobre el Streptococcus mutans  (ATCC® 35668™).
Materiales y Métodos: El presente estudio fue experimental in vitro. Para determinar el efecto antibacteriano se utilizaron placas de Brain Heart Infusion Agar (BHI) inoculadas con la cepa de bacterias Streptococcus mutans (ATCC® 35668™) y sometidas con diferentes concentraciones de los polialcoholes Xilitol (E-967), Sorbitol (E-420), Manitol (E-421). La concentración mínima inhibitoria (MIC) y el efecto antibacteriano fue evaluado mediante el método de microdilución. El efecto citotóxico (CC50) de los polialcoholes fue evaluado frente a línea celular MDCK mediante la prueba colorimétrica del MTT.
Resultados: El efecto antibacteriano se observó a las 72 horas, donde el Polialcohol Xilitol tuvo efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus mutans hasta la concentración 1x10-5 con 0 UFC hasta la concentración, mientras que el Sorbitol   y el Manitol tuvieron UFC en todas las concentraciones. La CMI del Polialcohol Xilitol fue 1x10-5. En la evaluación de la viabilidad celular de los tres olialcoholes, el resultado fue mayor de 85% en todas las concentraciones.
Conclusiones: El polialcohol Xilitol presentó mayor efecto antibacteriano comparado  con los polialcoholes Sorbitol y Manitol. Respecto a la citotoxicidad de los polialcoholes, ninguna presentó toxicidad a nivel celular en las concentraciones evaluadas.
Palabras Claves: Azúcar, Xilitol, Manitol, Sorbitol, antibacterianos, Streptococcus mutans, pruebas inmunológicas de Citotoxicidad.
 
 
ABSTRACT
 
 
Objective: The aim of this study is to compare in vitro the antibacterial activity and the cytotoxic effect of polyalcohols (Xylitol E-967, Sorbitol E-420, Mannitol E-421) on the bacterial strain Streptococcus mutans (ATCC® 35668 ™).
Materials and Methods: The present study was experimental in vitro. To determinate the antibacterial effect was used Cerebral Heart Infusion Agar (BHI) plates with differents concentrations of polyalcohols (Xylitol E-967, Sorbitol E-420 and Mannitol E-421) inoculated with strains of Streptococcus mutans (ATCC® 35668 ™). The minimum inhibitory concentration (MIC) and the antibacterial effect was evaluated by the microdilution method. The cytotoxic effect (CC50) of the polyalcohols was evaluated against the MDCK cell line by the MTT colorimetric test. 
Results: The antibacterial effect was observed after 72 hours, the Xylitol polyalcohol had antibacterial effect on strains of Streptococcus mutans up to the concentration 1x10-5 with 0 colony forming units (CFU), while Sorbitol and Mannitol had countless CFU in all concentrations. The MIC of the Xylitol Polyalcohol was 1x10-5. In the evaluation of the cell viability of Xylitol, Sorbitol and Mannitol, the result was greater than 85% in all concentrations.
Conclusion: Xylitol polyalcohol showed a higher antibacterial effect than Sorbitol and Manitol polyalcohols. Regarding the cytotoxicity of the polygons, none presented toxicity at the cellular level.
Keywords: Xylitol, Sorbitol, Mannitol Dehydrogenases, Anti-Bacterial Agents, Streptococcus mutans, Cytotoxicity Tests, Immunologic.
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CAPITULO 1: INTRODUCCIÓN
 

En la actualidad, en diversos países subdesarrollados, la caries dental aún es considerada una de las enfermedades más frecuentes en la cavidad oral; está definida como una enfermedad infecciosa, multifactorial y azúcar dependiente. [1-4] El principal microorganismo presente en la caries dental es el género Streptococcus fundamentalmente las especies mutans. [5] El Streptococcus mutans obtiene energía a través del sustrato (sacarosa, glucosa, fructosa o lactosa) que es ingerido en la dieta, su capacidad genética le permite romper las moléculas de hidratos de carbono y azúcares simples, generando ácidos que producen la desmineralización del esmalte dental. [6-9]
En odontología, uno de los procedimientos principales para evitar esta desmineralización, que conlleva a la lesión cariosa, es la remineralización con flúor (barniz, neutro, etc). [10-11] Actualmente, se está implementado el consumo de polialcoholes como sustitutos del azúcar en la dieta. [12,13] Estos son alcoholes polihídricos con varios grupos hidroxilo derivados del azúcar, que evitan y disminuyen la producción de ácidos en el metabolismo de microorganismos presentes en la cavidad oral, en contraste con azúcares comunes; son azúcares-alcoholes utilizados ampliamente en la industria alimentaria para la elaboración de golosinas, edulcorantes y otros. [12-14]
Hay más de cien tipos de polialcoholes, básicamente se diferencian uno del otro en el origen del monosacárido del que provienen. [13-15] Los polialcoholes más usados en los alimentos y los más recomendados generalmente para pacientes diabéticos, obesos y con riesgo de caries son el Xilitol (xilosa), Sorbitol (glucosa) y Manitol (manosa). [12-19]
Si bien es cierto, se han estudiado los posibles efectos de estos polialcoholes dentro de productos como enjuagues bucales o gomas de mascar en personas, [20-22] existen pocas investigaciones in vitro que evalúen el efecto antibacteriano de los polialcoholes Sorbitol y Manitol sobre Streptococcus mutans, esta investigación permite tener un control de la cepa así como del medio en el que se reproduce o inhibe, esto nos da un resultado más exacto y disminuye el margen de error con respecto a los ensayos in vivo, debido a que la saliva y las bacterias presentes en la cavidad oral son variables, diferentes en cantidad y metabolismo. [23-25] 
 
El propósito de este estudio fue determinar in vitro el efecto antibacteriano y citotóxico de los polialcoholes, Xilitol (E-967), Sorbitol (E-420), Manitol (E-421) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC® 35668).
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPITULO 2: OBJETIVOS
 
 
 
Objetivo General
 
Comparar in vitro la actividad antibacteriana y el efecto citotóxico de los polialcoholes (Xilitol E-967, Sorbitol E-420, Manito E-421) sobre Streptococcus mutans (ATCC® 35668™)
 
Objetivos Específicos
 
1.    Determinar in vitro la actividad antibacteriana y CMI de los polialcoholes (Xilitol E-967, Sorbitol E-420, Manito E-421) sobre Streptococcus mutans (ATCC® 35668™)
2.   Determinar el efecto citotóxico de los polialcoholes (Xilitol E-967, Sorbitol E-420, Manito E-421) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPITULO 3: MATERIALES Y MÉTODOS
 
Diseño de estudio
 
El estudio fue experimental in vitro, tuvo como unidad de análisis una placa inoculada con el polialcohol (Xilitol E-967, Sorbitol E-420 y Manitol E-421) sobre la cepa del microorganismo Streptococcus mutans (ATCC® 35668™). El tamaño muestral fue determinado mediante la fórmula estadística de comparación de medias en el software estadístico Stata® 12.0 utilizando los datos de la prueba piloto. (Anexo 1)
 
Procedimientos
 
Para la realización del estudio, se utilizaron cepas de Streptococcus mutans comerciales de la colección ATCC© (American Type Culture Collection). La cepa fue adquirida de la casa comercial GenLab S.A.C (Lima-Perú) y cultivada según las indicaciones del fabricante. Los cultivos bacterianos fueron realizados siguiendo los protocolos de bioseguridad II del Laboratorio de Biología Molecular y Celular de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas (UPC) y del Instituto de Investigación Nutricional (IIN).
Para la preparación de placas se utilizó 14.1 g del medio Brain Heart Infusion (BHI) obtenido de la casa comercial Belomed S.A.C (Lima-Perú), envasado hasta 300 ml con agua destilada en una botella de vidrio estéril. Posteriormente, la mezcla fue llevada a la autoclave a 121°C durante 15 minutos. Transcurrido ese tiempo, el medio fue retirado de la autoclave y cuando alcanzó una temperatura entre 55-60°C se procedió a verter el contenido en placas estériles de 10 cm de diámetro (25 ml del medio TSA agar por placa aprox.). Todas las placas se guardaron en una cabina de flujo laminar.
Por otro lado, se realizó la preparación de los polialcoholes Xilitol  (SUPELCO®, Estados Unidos), Manitol (SIGMA-Aldrich®, Estados Unidos), Sorbitol (SUPELCO®, Estados Unidos), en tubos Eppendorf (Eppendorf AG®, Alemania) a la concentración de trabajo de 1g/ml. Para lo cual, se realizó el siguiente procedimiento: se pesó 0.25 gr de cada polialcohol en la balanza analítica (Denver Instrument M-220D, Alemania) y se disolvió en 250 µl en agua destilada estéril  libre de impurezas, la mezcla fue homogeneizada hasta disolver todas las partículas. 
Se prepararon diluciones seriadas en tubos eppendorf de cada uno de los polialcoholes y el control positivo (Clorhexidina); las muestras fueron diluidas con Solución Salina Fosfato 1X (PBS 1X). Para lo cual se utilizó la solución de trabajo (1gr/ml), llamada también solución Stock, y se realizaron diluciones seriadas de 1/10 (10 diluciones que oscilan entre 1 a 1x1011). Inmediatamente, se colocó cada concentración en las placas petri preparadas con agar y se incubaron por 72 horas.
Finalmente, se agregó 20 µl de inóculo bacteriano a cada una de las placas con las diferentes concentraciones de polialcohol y se colocaron en la cabina de flujo laminar por 72 horas. Transcurrido el tiempo,  se procedió a contar las unidades formadoras de colonia (UFC) con el método de conteo. Los experimentos fueron realizados por triplicado y para la recolección de datos se utilizó Microsoft Excel.
Para la evaluación del efecto citotóxico (CC50) se utilizó la técnica colorimétrica MTT basada en la reducción de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio bromuro (MTT) por las enzimas mitocondriales. Para ello, se utilizó la línea celular MDCK  obtenida de la ATCC©  (American Type Culture Collection).
La prueba fue realizada en una microplaca para cultivo celular de 96 pocillos estéril. En cada pocillo se cultivaron 1x104 células/pocillo en 200 µL de medio (placas de 8 mm de diámetro, Falcon Plastics, Oxnard, CA). Las muestras fueron incubadas a 37ºC en una atmósfera húmeda al 5% de CO2 durante 24 horas. 
Posteriormente, se agregó a cada pocillo 100µl de los polialcoholes a diferentes concentraciones que oscilan en el rango de 10 a los 800 µg/mL. Como control positivo del crecimiento o viabilidad celular se utilizó 100 µl de medio de cultivo.
El cultivo fue incubado a 37ºC en condiciones de CO2, durante 3 días y la morfología celular fue inspeccionada cada 24 horas con ayuda de un microscopio invertido. Posteriormente, se adicionó 20µL de solución de MTT (3 mg/mL resuspendida en buffer fosfato (PBS 1X)) a cada pocillo y las muestras fueron incubadas a 37 ºC durante 3 horas a temperatura ambiente, cubiertas de la luz con papel platino. Transcurrido este tiempo, el medio fue  cuidadosamente removido y obtuvo los cristales de formazán, los cuales se diluyeron con 200µL DMSO (Dimetil Sulfóxido). 
 
Finalmente, la viabilidad celular fue calculada como porcentaje de la absorbancia obtenida en cada pocillo vs el control de células no tratadas. Los valores de absorbancia (570nm) fueron medidos en un lector de ELISA (Biorad). El CC50 fue determinado utilizando un programa de computadora Pharm/PCS. Para confirmar los resultados obtenidos con la prueba de MTT, las monocapas se evaluaron microscópicamente para evidenciar cambios morfológicos
 
Plan de análisis
 
Los datos se analizarán mediante el programa estadísticos Stata® versión 12.
Se obtuvo frecuencias para determinar las unidades formadoras de colonias por cada concentración y para cada polialcohol. 
 
 
 
Consideraciones éticas
 
El presente estudio experimental in vitro que compara la actividad antibacteriana y citotóxica de los polialcoholes (Xilitol E-967, Sorbitol E-420, Manitol E-421) sobre las bacterias Streptococcus mutans  (ATCC® 35668™) no presenta ninguna implicancia ética ya que se realizará sobre seres inanimados. Se recibió carta de exoneración del estudio por el Comité de ética de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas (UPC).
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPITULO 4: RESULTADOS
 
El polialcohol Xilitol no presentó Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en la concentración stock y desde la concentración 1x10-1 hasta 1x10-5. En las concentraciones 1x10-6 hasta 1x10-11 se observó crecimiento bacteriano entre 70 y 630 UFC. La concentración mínima inhibitoria (CMI) de Xilitol es de 0,00001 g/ml. 
(Tabla 1)
Por otro lado, los polialcoholes Sorbitol y Manitol presentaron >10,000 unidades formadoras de colonias (UFC) en la concentración stock y desde las concentraciones 1x10-1 hasta 1x10-11. No se obtuvo resultados en la CMI. (Tabla 1)
 
No existe efecto citotóxico en los tres polialcoholes respecto a las concentraciones evaluadass. Sin embargo, el Xilitol tuvo mayor viabilidad celular en la concentración 1x10-4 con 100%, seguido por Sorbitol en la concentración 1x10-2 con 98%, y por último el Manitol con 96%. (Gráfico 1)
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                      
 
	Tabla 1
 
 Evaluación  in vitro del efecto antibacteriano de los polialcoholes Xilitol (E-967), Sorbitol (E-420), Manitol (E-421) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC® 35668)
 

	Concentración (g/ml)    
	Bacterias + Clorhexidina
(10xUFC/ml)
	Bacterias+Xilitol  
(10xUFC/ml)                
	Bacterias+Manitol 
(10xUFC/ml)                
	Bacterias+Sorbitol
(10xUFC/ml)                

	1
	0
	0
	>10,000
	>10,000

	1x10-5
	0
	0
	>10,000
	>10,000

	1x10-2
	0
	0
	>10,000
	>10,000

	1x10-3
	0
	0
	>10,000
	>10,000

	1x10-4
	0
	0
	>10,000
	>10,000

	1x10-5
	0
	0
	>10,000
	>10,000

	1x10-6
	0
	70
	>10,000
	>10,000

	1x10-7
	0
	100
	>10,000
	>10,000

	1x10-8
	0
	390
	>10,000
	>10,000

	1x10-9
	0
	460
	>10,000
	>10,000

	1x10-10
	0
	570
	>10,000
	>10,000

	1x10-11
	950
	630
	>10,000
	>10,000


 
[image: https://lh4.googleusercontent.com/bJttYfFWD3v3K5eS9q3TE3De4mI_R0gipugU2VopODBa0ZWQST46bFhy-g3XnJ8UOLfTuRZ240za0RzWIYxfE50UnQfZzvk9ZPwYdtYoXAVMBpVjtC42u9Px6f92ojurdm2ov598jDvGhbJJ-g][image: ]
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPITULO 5: DISCUSIÓN
 
El azúcar es uno de los principales factores de riesgo de la caries dental [1-4] y el principal microorganismo causante es el Streptococcus mutans [5] el cual produce ácidos cuando metaboliza el azúcar, provocando la desmineralización del esmalte dental y ocasionando una cavidad. [6-9] Por tal motivo, recientemente en odontología se está investigando a los polialcoholes, que son sustitutos del azúcar. [12-14] En este estudio se determinó in vitro el efecto antibacteriano y citotóxico de 3 polialcoholes utilizados en la industria alimentaria, estos son el Xilitol (E-967), Sorbitol (E-420), Manitol (E-421) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC® 35668). 
 
Existen estudios, que han comprobado el efecto antibacteriano del Xilitol sobre el microorganismo Streptococcus mutans. [18] Sin embargo, existen escasas investigaciones que evalúen el efecto antibacteriano in vitro de los polialcoholes Manitol y Sorbitol sobre este microorganismo; ya que la mayoría de estudios enfocan su valor energético, solubilidad en agua y el poder de edulcorante en comparación a la sacarosa. [12-14]
 
Existen diferentes técnicas que se utilizan para evaluar el efecto antibacteriano in-vitro, sin embargo, la técnica más empleada es la de dilución seriada por su mejor manejo y control de procesos. [25-26] La técnica más empleada es la de dilución seriada este procedimiento consiste en preparar concentraciones sucesivas del soluto a partir de una concentración stock para luego ser colocadas sobre placas agar inoculadas con uno o más microorganismos; permitiendo determinar la mínima y máxima concentración en las que obtuvo acción antibacteriana. [26-28]
En los resultados obtenidos, el polialcohol Xilitol tuvo efecto antibacteriano en la concentración stock, y desde la concentración 1x10-1 hasta 1x10-5. Según Prathibha A y col en el 2014, [18] explican que el efecto antibacteriano que presenta este polialcohol, se debe a que el microorganismo Streptococcus mutans al necesitar energía absorbe al Xilitol y crea una proteína de membrana (PTS proteína de membrana de transporte) donde lo almacena y desfosforila al Xilitol, convirtiéndolo en una molécula defosforilada, que posteriormente es expulsada sin producir energía. Por lo tanto, el Xilitol inhibe el crecimiento del Streptococcus mutans esencialmente al privarlo de energía para su proliferación.[18-22] También Desphande y col en el 2008 [19] evalúan los beneficios de este polialcohol en la disminución de la virulencia de Streptococcus mutans en diferentes presentaciones de productos para el cuidado oral.
En el caso del polialcohol Sorbitol, no se observó efecto antibacteriano en ninguna de las concentraciones; según Fu C y Dong W [28] el metabolismo del Streptococcus mutans con respecto al Sorbitol es similar al del Xilitol; sin embargo, se diferencian en que el Sorbitol se fermenta, liberando ácidos y energía para su proliferación; la producción de ácidos que se obtienen durante el metabolismo del Sorbitol por el microorganismo es menor en comparación con otros azúcares como la sacarosa, glucosa y fructosa, ya que su proceso
metabólico es más lento. Takahashi-Abbe S y col [29]  afirman que el Sorbitol tiene dos átomos de hidrógeno más en su molécula que los de glucosa o sacarosa, y estos átomos generan NADH adicional en sus reacciones, haciendo más lento el proceso de metabolización.
 
En los resultados del Manitol no se encontró efecto antibacteriano en ninguna de las concentraciones; esto es debido a que este polialcohol es un epímero de la glucosa, [30] por lo tanto el proceso metabólico podría ser similar a este azúcar. En los artículos publicados de Honeyman A y Curtiss R [31],  y de los autores Maryanski J y Wittenberger C [32] explican que la bacteria Streptococcus mutans utiliza el sistema fosfotransferasa (PEP) como vía metabólica de este polialcohol, siendo el mismo de la glucosa. 
 
Por otro lado, se realizó la evaluación de la citotoxicidad celular para hallar a qué concentración cada polialcohol presenta mayor viabilidad, esto permite elegir la concentración más adecuada para el consumo humano. En los resultados obtenidos, los polialcoholes Xilitol, Sorbitol y Manitol presenta una similar escala de no toxicidad celular, esto es debido a que estos polialcoholes son derivados de azúcares que  se encuentran en forma natural en diversas frutas y hortalizas; [12-14] el Manitol (de la manosa), el Sorbitol (de la glucosa), y el Xilitol (de la xilosa). Además estos polialcoholes han sido reconocidos por el comité Conjunto de Expertos FAO-OMS en Aditivos Alimentarios (JECFA). [15]
 
En países subdesarrollados, la caries dental es un problema que aún afecta a la mayoría de la población, esto es debido a la falta de prevención y promoción de la salud oral; [1-3] por lo tanto, es importante buscar alternativas accesibles en la prevención de la desmineralización del esmalte dental que genera la lesión cariosa. [6-9] Esta investigación nos indicaría que el uso de los polialcoholes Xilitol y Sorbitol podrían tener una repercusión positiva en el manejo preventivo de caries dental, y ser una alternativa eficaz, económica y accesible para personas con bajos recursos y ciudadanos de países que aún no presentan acceso a una cobertura odontológica.
Estos resultados son obtenidos mediante  un trabajo experimental in vitro, se considera que se deben ser tomados con cautela y de manera cuidadosa bajo las condiciones y variables de la experimentación.
 
En la industria alimentaria hay una gran cantidad de polialcoholes que no han sido investigados con respecto a sus propiedades antibacterianas en la cavidad oral, se recomienda realizar investigaciones para el beneficio humano en el ámbito odontológico.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPITULO 6: CONCLUSIONES
 
El polialcohol Xilitol presentó mayor efecto antibacteriano que el polialcohol Sorbitol sobre cepas de Streptococcus mutans. 
               
El polialcohol Manitol no presentó efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus mutans.
 
Los polialcoholes Xilitol, Sorbitol y Manitol  no presentan efecto citotóxico a nivel celular en las concentraciones evaluadas.
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Anexo 2 
Ficha de recolección de datos 1
 
Actividad antibacteriana de los polialcoholes Xilitol E-967, Sorbitol E-420 y Manitol E-421 frente a Streptococcus mutans  (ATCC® 35668™) 
 
	Número
Repeticiones
	Polialcohol Xilitol
E-967
	Polialcohol Sorbitol 
E-420
	Polialcohol Manitol 
E-421

	Disco-placa
	Disco-placa
	Disco-placa

	1
	 
	 
	 

	2
	 
	 
	 

	3
	 
	 
	 

	4
	 
	 
	 

	5
	 
	 
	 

	6
	 
	 
	 

	7
	 
	 
	 

	8
	 
	 
	 

	9
	 
	 
	 


UFC= Unidades formadoras de colonias
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Anexo 3
Ficha de recolección de datos 2
 
Evaluación del efecto citotóxico (CC50) de los polialcoholes Xilitol E-967, Sorbitol E-420 y Manitol E-421 frente a línea celular MDCK mediante la técnica del MTT
 
	Número
Diluciones
(µg/ml)
	Polialcohol Xilitol
E-967
	Polialcohol Sorbitol 
E-420
	Polialcohol Manitol 
E-421

	Stock
	*
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	4
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	5
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	6
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	7
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	8
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	9
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Control positivo
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Control negativo
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 


*OD (nm)
Viabilidad celular (CC50)= ug/ml
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"Hemas recitido e protocoio de investigacién,  los documentos de soporte, los cuales han sido
revisados en detalle. Luego de esta revisién, se concluye que esta investigaciin queda
'EXONERADA (EXENTA) DE REVISION adicional por parte del Comité de Erca ¢ Investigacién
(CE) de Ia Facuitad de Ciencias de la Salud y pueden proceder con su ejecucon. La
determinacion de esta categorizacion se basa en o establecido en el reglamento del Comits.

Los investigadores deben de informar 3l Comité sobre cusiquier cambio en &l protocolo
posterior 3 este ditamen. Del mismo modo, de forma anual y desde esta fecha, los
investigadores deben enviar un breve nforme de avances al Comité y un breve nforme final
momento del cierre defntivo del estudic. Del mismo modo, ante la aparicién de cualquier
‘evento o efecto -previsible o no- que comprometa 1 integridad y bienestar de [as nidades de
‘estudio, los investigadores © 3 su equpo de investigacién durante ¢l cuso de fa
implementacicn, estos deben de ser también informados inmediatamente a este comits. €1
comité se resenva el derecho de supervisar de manera inopinada la progresidn de la
investigacién en cualquier momento y bajo cualquier modalidad. Nos permitimos recordar 3
s investigadores que la ejecucon de un proyecto de investigacin que contemple aspectos
o meritorios de 1 categorizacion de "exent de revision” e5 una grave falta a cual puede ser
sanconada con el Gerre defintivo del estudio e imposibiidad de utizar cualquier dato
recolectado o generado en el mismo.

Sinotro partiular, quedo de usted.
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Grafico 1

Evaluacion de la viabilidad celular  de los polialcoholes Xilitol (E-967), Sorbitol (E-420), Manitol
(Sorbitol E-420) sobre la linea MDCK
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