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1. RESUMEN

Introduccion: La caries dental es una enfermedad multifactorial que
constituye un gran problema de salud publica. Es debido a esto que es ampliamente
investigada y los esfuerzos de la comunidad cientifica se han visto orientados a
encontrar estrategias de intervencibn que apunten a la estabilizacion del
microambiente por sobre la eliminacion completa de la microbiota residente de la
cavidad oral. Es en esta linea terapéutica que surgen los probioticos, que ya han
demostrado mdltiples beneficios en su aplicacion en otros sistemas del cuerpo como
el gastrico, respiratorio y genitourinario, como una alternativa de terapia biolégica

capaz de modular el microbioma hacia un estado de eubiosis compatible con salud.

Objetivo: Establecer diferencias en la microdureza superficial de bloques de
esmalte humano en un modelo in vitro de caries entre los que se les administra

probiotico Lacticaseibacillus rhamnosus GG y aquellos a los que no se les aplica.

Metodologia: Se simulé un ambiente cariogénico sobre bloques de esmalte
usando un modelo de caries in vitro monoespecie de Streptococcus mutans durante
5 dias. El primer grupo correspondié al control negativo y no recibié tratamiento
alguno posterior a la formacion de la biopelicula de S. mutans, el segundo grupo fue
el control positivo y fue expuesto a bafios de sacarosa 4 veces al dia, el tercer grupo
se tratd como grupo experimental y recibi0 el tratamiento de probiotico
Lacticaseibacillus rhamnosus GG una vez por dia, posterior a la exposicién a
sacarosa. El contenido mineral de los bloques de esmalte fue evaluado mediante

prueba de microdureza superficial de Vickers (HV) posterior a la exposicion.

Resultados: Los valores de microdureza superficial del grupo de bloques de
esmalte expuestos a probidticos Lacticaseibacillus rhamnosus GG resultaron
mayores que los del grupo que solo fue expuesto a sacarosa y menores que los del

grupo que no recibié tratamiento posterior a la formacion de biopelicula.

Conclusion: Lacticaseibacillus rhamnosus GG tiene la capacidad de inhibir
en la desmineralizacion de la superficie del esmalte. El modelo de caries planteado

es util para el estudio de probidticos y sus efectos en la formacion de lesiones de



caries in vitro, ya que exhibe la capacidad de generar lesiones de caries e incorporar
el uso de los probidticos en las exposiciones, generando diferencias en los valores
de microdureza superficial entre las muestras expuestas a probioticos y aquellas

gue no fueron expuestas.



2. INTRODUCCION

La caries dental es una enfermedad mediada por biopeliculas, modulada por
azucares, multifactorial, no transmisible y dinamica, que conduce a la
desmineralizacion y remineralizacion de los tejidos duros del diente (Selwitz y cols.,
2007), la cual se produce por un desbalance del microbioma oral (Simon-Soro y
Mira, 2015). Representa la enfermedad oral mas prevalente a nivel mundial (James
y cols., 2018) y a nivel nacional (Ministerio de Salud, 2019). La teoria de placa
ecoldgica establece que en condiciones de eubiosis la microbiota con potencial
patogeno se encuentra presente en pequefias cantidades, y que frente a cambios
en el ambiente que producen estrés ecolégico se producen cambios en el
microbioma, favoreciendo a especies patdégenas en desmedro de la microbiota
comensal y promoviendo la degradacién de la estructura dentaria (Kilian y cols.,
2016). Las estrategias mas comunes para la prevencion de la aparicion de nuevas
lesiones de caries corresponden al control de la ingesta de azlcar, el uso de
agentes fluorados y el control de los microorganismos mediante métodos quimicos,
mecanicos y biolégicos. Es este control biolégico en el que se plantean los
probioticos como un mecanismo de modulacién de la biopelicula no invasiva y sin

efectos adversos (Twetman, 2018).

Los probidticos son definidos por la Organizacion Mundial de la Salud como
“microorganismos vivos que, cuando son administrados en cantidades adecuadas,
confieren efectos beneficiosos al hospedero” (Philip y cols., 2018). Actualmente se
encuentran en varios de los alimentos que consumimos y son usados en diversas
industrias, como la alimentaria, la ganaderia y, sobre todo en la industria biomédica,
mediante la “bacterioterapia” que consiste en la incorporacion de una cepa
especifica al microbioma con la finalidad de producir una regulacion especifica de

los patobiontes (Fierro-Monti y cols., 2017).

La evidencia cientifica demuestra que el uso de probidticos ha tenido
importantes efectos en el tratamiento de enfermedades disbidticas del tracto
digestivo, enfermedades respiratorias, enfermedades urogenitales, alergias,
intolerancia a la lactosa, e incluso cancer (Picard y cols., 2005; Sanders, 2008;



Sanchez y cols., 2015; Poorni y cols., 2019; Lee y cols., 2019; Martinovi¢ y cols.,
2020). A nivel oral, se han estudiado cepas de Lacticaseibacillus rhamnosus,
administradas con distintos vehiculos, y se ha evidenciado un efecto positivo en la
prevencion de las lesiones de caries, infecciones por Candida spp.y enfermedades
periodontales (Sahay cols., 2012; Bizzini y cols., 2012; Twetman y cols., 2017).

El objetivo del presente estudio es establecer un modelo in vitro para el
estudio del potencial de los probiéticos de inhibir la desmineralizacion de la
estructura dentaria con la finalidad de encontrar nuevas alternativas preventivas o
terapéuticas para abordar la enfermedad de caries desde una perspectiva

ecologica.
3. MARCO TEORICO
3.1 Caries dental.

Segun la Federacion Dental Internacional (FDI) la caries dental se define
como una enfermedad crénica no transmisible(Twetman, 2018; Pitts y cols., 2021),
la cual se encuentra fuertemente asociada a factores socioecondomicos, y al
resultado de la interaccion de factores genéticos, fisioldégicos, ambientales y
conductuales (Pitts y cols., 2021) con las bacterias acidogénicas/aciduricas del
microbioma oral (Philip y cols., 2018). Producto de esta interaccion, los patobiontes
producen una mayor cantidad de acidos organicos los cuales alteran el proceso de
remineralizacion dentaria, degradando los cristales de hidroxiapatita que conforman
la fase mineral de los tejidos dentarios (Selwitz y cols., 2007; Kilian y cols., 2016;
Philip y cols., 2018).

Las enfermedades orales son aquellas que presentan la mayor prevalencia
a nivel mundial y segun el analisis del Global Burden of Disease Study (GBD)
realizado por James y cols. en 2018, las lesiones de caries son la enfermedad mas
prevalente de las que se presentan en la cavidad oral (James y cols., 2018). En
Chile, segun los datos de la Encuesta Nacional de Salud 2016 — 2017 (ENS), las

lesiones de caries cavitadas se presentan en un 54,6% de la poblacién (Ministerio



de Salud, 2019); estos datos demuestran que las lesiones de caries constituyen un

relevante problema de salud publica, tanto a nivel nacional como internacional.
3.2 Caries dental segun un enfoque ecoldgico.

En la cavidad oral se presentan condiciones que predisponen a la
colonizacion de una gran diversidad de microorganismos, describiéndose mas de
700 taxones que conforman la microbiota oral, los cuales se agrupan formando
biopeliculas que, segun sus condiciones, presentan predileccion por organizarse a
nivel de surco gingival o bien a nivel coronal de la superficie dentaria (Simén-Soro y
Mira, 2015; Kilian y cols., 2016; Twetman, 2018; Thurnheer y Paqué, 2021). Pese a
esta elevada colonizacion y complejos niveles de organizacién bacteriana, la
presencia de un gran numero de bacterias no implica necesariamente un estado de
enfermedad, ya que en gran parte nuestra microbiota residente establece una
relacion de mutuo beneficio con su nosotros, un estado de equilibrio llamado
eubiosis, en el cual incluso los patobiontes se encuentran presentes (Selwitz y cols.,
2007; Kilian y cols., 2016; Philip y cols., 2018; Marsh, 2018). Sin embargo, este
equilibrio puede alterarse por agentes externos, como el consumo de azucar, la
disminucién del pH o la escasez del flujo salival, que causan un estado de estrés
ecoldgico, que desencadena la dishiosis entre el hospedero y la microbiota oral en
el que se ven favorecidas las bacterias acidogénicas y acidofilas en desmedro de
las especies comensales que contribuyen a mantener el equilibrio del microbioma
(Rosier y cols., 2014; Simon-Soro y Mira, 2015; Kumar y Mason, 2015; Kilian y cols.,
2016; Philip y cols., 2018; Twetman, 2018; Pitts y cols., 2021).

Cuando se produce este estado disbidtico las bacterias con potencial
patogénico aumentan su actividad metabdlica, degradando azlcares y produciendo
acidos organicos, los cuales producen una disminucién del pH, es decir, un ataque
acido a los tejidos duros del diente, alterando el normal equilibrio entre el proceso
de degradacion y formacion de mineral en la superficie dentaria, favoreciendo la
desmineralizacion del tejido dentario (Selwitz y cols., 2007; Kilian y cols., 2016;
Philip y cols., 2018).



3.3 Manejo terapéutico de las lesiones de caries.

Esta perspectiva ecoldgica de la enfermedad de caries en la que se entiende
como una enfermedad disbiotica, ha impactado significativamente en la forma en
que tratamos la enfermedad y las lesiones de caries, pasando desde una
perspectiva invasiva que contemplaba realizar necesariamente un tratamiento
restaurador o rehabilitador (Frencken, 2017; Schwendicke, 2019), a una odontologia
minimamente invasiva (OMI) que busca mantener o restablecer el estado de
eubiosis a través del control de los factores que puedan ser controlados tanto por el
profesional como por el paciente (Frencken, 2017; Twetman, 2018). Para apuntar a
restablecer este equilibrio perdido se han implementado en los Ultimos afios terapias
para la prevencion de las lesiones de caries, como el uso de fluoruros, la
modificacion de las conductas alimentarias, el control mecanico de las biopeliculas
bacterianas y terapias biolégicas como la modulacion del microbioma a través de
antisépticos orales y el uso de pre y probiéticos (Glenn y Glenn, 1994; Simoén-Soro
y Mira, 2015; Philip y cols., 2018; Twetman, 2018; Pitts y cols., 2021).

La modulacién del microbioma oral busca fomentar el equilibrio entre los
microorganismos residentes y el hospedero, promoviendo estados de salud
favorables (Twetman, 2018). Sin embargo, la accién inespecifica de los antisépticos
orales es capaz de afectar de igual manera a organismos patobiontes y a aquellos
que traen beneficio para la salud del hospedero, generando una desestabilizacion
del microbioma que puede dar paso a infecciones por organismos oportunistas o a
otros efectos clinicos indeseados (Glenn y Glenn, 1994; Simén-Soro y Mira, 2015;
Twetman, 2018), motivo por el que se recomienda que el uso de antisépticos orales
debe ser siempre indicado por el profesional por periodos cortos de tiempo, en bajas
concentraciones y en conjunto al adecuado control mecanico de la biopelicula; y no
como una terapia de prevencion en si misma (Simén-Soro y Mira, 2015; Twetman,
2018). Producto de esta falencia de los antisépticos orales se ha propuesto el uso
de probidticos como una terapia preventiva, ya que han demostrado la capacidad
de alterar selectivamente el microbioma mediante la adicion de cepas bacterianas

especificas, las cuales modulan el ambiente en uno mas saludable y balanceado



(Sanders, 2008; Simén-Soro y Mira, 2015; Fierro-Monti y cols., 2017; Twetman,
2018; Twetman y Jgrgensen, 2021).

3.4 Probiéticos

Los probidticos son definidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
y la organizacion de las naciones unidas para la alimentacién y la agricultura (FAO)
como “microorganismos vivos que, cuando son administrados en cantidades
adecuadas, confieren efectos beneficiosos al hospedero” (Food and Agriculture
Organization of the United Nations. y World Health Organization., 2006; Sanders,
2008; Sanchez y cols., 2015; Rodriguez y cols., 2016; Philip y cols., 2018) y
actualmente forman parte importante de nuestra vida, debido a su presencia en una
gran variedad de procesos, son ampliamente usados en la industria alimentaria, la
ganaderia, la agricultura y en la industria biomédica (Food and Agriculture
Organization of the United Nations. y World Health Organization., 2006; Sanchez y
cols., 2015).

Fueron propuestos como agentes de salud por primera vez en 1907 por el
microbidlogo ucraniano Ilid Méchnikov, quien en su trabajo ganador del premio
Nobel sefialé que “la dependencia de los microorganismos intestinales con respecto
a los alimentos hace posible adoptar medidas para modificar la flora de nuestro
organismo y sustituir los microbios nocivos por microbios utiles” (Food and
Agriculture Organization of the United Nations. y World Health Organization., 2006)
y acufié el término “probibtico” a partir de las palabras en latin Pro y Biotos,

literalmente, “a favor de la vida” (Philip y cols., 2018).

En la industria biomédica los probi6ticos se presentan como una alternativa
preventiva y para el tratamiento de enfermedades de origen disbiético (Picard y
cols., 2005; Sanders, 2008; Christensen y Briggemann, 2014; Sanchez y cols.,
2015; Poorni y cols., 2019; Lee y cols., 2019; Martinovi¢ y cols., 2020), y son
especialmente utilizados e investigados en enfermedades del tracto digestivo como
colon irritable (O’Mahony y cols., 2005; Whorwell y cols., 2006; Hidalgo-Cantabrana

y cols., 2017; Yao y cols., 2021), aunque también para enfermedades del sistema



respiratorio (Lim y Shin, 2020; Budden y cols., 2022), enfermedades urogenitales
(Brubaker y Wolfe, 2017), alergias (Eslami y cols., 2020), intolerancia a la lactosa,
colitis asociada a antibioticos (Selinger y cols., 2013), e incluso como alternativa
preventiva y terapéutica para canceres gastrointestinales, hepaticos y mamarios
(Reddy y Rivenson, 1993; Singh y cols., 1997; Zhang y cols., 2012; Any cols., 2020).

Esta modulacion del microambiente es realizada por parte de los organismos
probidticos a través de diversos mecanismos, siendo el mas importante la formacion
de biopeliculas que colonizan los tejidos epiteliales, compiten por los nutrientes e
impiden la agregaciéon de microorganismos patobiontes (Lin y cols., 2018;
Maldonado Galdeano y cols., 2019; Zommiti y cols., 2020; Yadav y cols., 2022). La
colonizacion de organismos probiéticos como Streptococcus termophilus vy
Lactobacillus acidophilus puede resultar beneficiosa para fortalecer la unién epitelial
mediante la fosforilacion de las proteinas involucradas en la adhesion celular
epitelial presentes en la zona occludens, como la actinina y la ocludina (Resta-
Lenert, 2003)

Otra forma relevante a través de la cual los probiéticos modulan el
microbioma es mediante la inmunomodulacion, ya que se ha demostrado la
capacidad de los organismos probiéticos de influir en la respuesta inflamatoria y la
respuesta inmune, principalmente mediante la estimulacion de las células
dendriticas en la produccion de citocinas, estimulando asi la diferenciacion y
supervivencia de los linfocitos T (Eslami y cols., 2019) . Se ha descrito que
Bifidobacterium animalis y Bifidobacterium longum pueden estimular la liberacién de
interferon gamma (IFN-y) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) por parte de las
células dendriticas, mientras que Bifidobacterium bifidum puede activar linfocitos
Th17 a través de la liberacion de interleucina 17 (IL-17) (Baba y cols., 2008).

Ademas, se ha evidenciado la capacidad de los probiéticos de producir
sustancias capaces de inhibir el crecimiento bacteriano como son los acidos
organicos como el acido acético y acido lactico que poseen capacidad inhibitoria
sobre bacterias Gram negativo como Helicobacter pylori (Maldonado Galdeano y
cols., 2019), acidos grasos de cadena corta como butirato y acetato que disminuyen



los niveles de inflamacion y mejoran la union celular y la integridad de la barrera
epitelial (Eslami y cols., 2020), también se producen otros compuestos con
capacidades antimicrobiales como anhidrido carbonico, peréxido de hidrégeno,

acetaldehido, acetoina, diacetilo y bacteriocinas (Yadav y cols., 2022).

Las bacteriocinas son pequefias proteinas o péptidos que son sintetizados
por los ribosomas bacterianos y que poseen propiedades antimicrobianas en
espectros variables, sin embargo, se ha descrito que poseen la capacidad de afectar
especies de los géneros Listeria, Clostridium, Staphylococcus, Bacillus, entre otros
(Dai y cols., 2021; Fathizadeh y cols., 2022). Estas bacteriocinas actuan de dos
formas principalmente, la primera de ellas es atacando la membrana celular del
microorganismo, ya sea con una proteina blanco-especifica o mediante perforacion;
mientras que la segunda es mediante la destruccion directa de componentes
distintos a la membrana celular, pero igualmente importantes en el ciclo de vida del
microorganismo, como pueden ser enzimas que participan de la replicacion del
material genético (Dai y cols., 2021). Algunas de las bacteriocinas descritas que son
fabricadas por probiéticos son: Lactacina B que es producida por L. acidophilus,
Bifidocina B por B. bifidum NCFB, Plantaricina por Lactiplantibacillus plantarum,
Nisina por Lactococcus lactis (Maldonado Galdeano y cols., 2019) y Pentocina por

Lactiplantibacillus pentosus (Dai y cols., 2021)

Debido a este potencial de los probiéticos en la prevencion y tratamiento de
enfermedades disbioticas es que se han comenzado a investigar como alternativas
de tratamiento para las principales enfermedades crénicas de la cavidad oral que
presentan un origen disbidtico, las enfermedades periodontales y la enfermedad de
caries, mostrando resultados favorables (Saha y cols., 2012; Bizzini y cols., 2012;

Twetman y cols., 2017; Zaura y Twetman, 2019). .

Respecto a las enfermedades periodontales la evidencia demuestra el efecto
positivo del consumo de probioticos sobre estas, obteniendo como resultado la
disminucién en los parametros clinicos de la enfermedad periodontal en pacientes

usando cepas de Levilactobacillus brevis CD2 (Riccia y cols., 2007),



Limosilactobacillus reuteri cepas DSM17938 y ATCC PTA5289 (Teughels y cols.,
2013) y Ligilactobacillus salivarius WB21 (Shimauchi y cols., 2008)

En lo que respecta al uso de probidticos para la prevencion y el tratamiento
de caries, se han realizado estudios mediante modelos in situ y ensayos clinicos,
tanto en nifios como en adultos evaluando la accion de L. rhamnosus, L. reuteri,
Lacticaseibacillus paracasei, B. animalis subsp. lactis, B. animalis, por periodos de
dias, semanas y meses, realizando recuento de Streptococcus mutans como
principal indicador de resultados (Cagetti y cols., 2013; Laleman y cols., 2014;
Hoffmann y Daniels, 2017; Twetman y cols., 2017; Coqueiro y cols., 2018), siendo
menos los estudios que utilizan el desarrollo de caries como indicador (Hasslof y
Stecksén-Blicks, 2020).

En 2001, Nase utilizé una cepa de probioticos L. rhamnosus GG (LGG)
(10° UFC/mL) en 595 nifios de 1 a 6 afios, utilizando como vehiculo para su
administracion leche fermentada durante 7 meses, obteniendo como resultado una
disminucion significativa en el riesgo cariogénico por parte del grupo experimental
(Nase y cols., 2001).

Luego, en 2009, Stecksén realiz6 un ensayo clinico aleatorizado en el que
administr6 durante 12 meses una combinacion de leche fermentada por
L. rhamnosus LB21 (107 UFC/mL) fortalecida con flGior (2,5 mg/L) a 248 nifios entre
1y 5 afos, obteniendo una menor prevalencia e incidencia de caries en el grupo
intervenido, no obstante, no se presentd una diferencia significativa en el recuento
de S. mutans ni de lactobacilli. Sin embargo, en este estudio es imposible determinar
el potencial de L. rhamnosus para la prevencion de caries, ya que la disminucién de
las lesiones de caries puede asociarse a la exposicion al fldor y a sus ya

demostradas propiedades remineralizadoras (Stecksén-Blicks y cols., 2009).

En 2016, Rodriguez y colaboradores realizaron un ensayo clinico
aleatorizado en que se administré a 261 nifios entre 2 y 3 afios leche suplementada
con L. rhamnosus SP1 (107 UFC/mL) durante 10 meses, obteniendo como resultado

una incidencia de lesiones de caries significativamente menor en el grupo



experimental, corroborando asi los resultados obtenidos por Nase en 2001

(Rodriguez y cols., 2016).

Otro indicador utilizado para evaluar la efectividad de los probiéticos fue
utilizado por Wattanarat y colaboradores en 2015, quienes evaluaron los niveles de
Péptido de Neutréfilos Humano 1-3 (HNP1-3), el cual es una pequefia molécula
cationica con propiedades antimicrobianas que se encuentra en la saliva y se ha
visto asociada a sujetos libres de caries (Tao y cols., 2005). En este estudio se
administré leche suplementada con L. paracasei SD1 (108 UFC/mL) a 246 nifios por
12 meses, obteniendo como resultado que el grupo probiético mostré un aumento
significativo de HNP1-3 en saliva, una disminucion en el recuento de S. mutans y

una disminucion de la incidencia de caries (Wattanarat y cols., 2015).

Entre 2019 y 2020, en la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile
(FOUCH) los estudios realizados por Colil, Azan y Seguel utilizaron cepas de L.
rhamnosus SP1 (108 UFC/mL) de forma tépica y sistémica en un modelo in situ, en
los que se pudo constatar que los blogues de esmalte expuestos a sacarosa y
probioticos presentaban una mayor densidad mineral y microdureza superficial,
ademas de una morfologia superficial menos porosa cuando se comparaban con
aguellos bloques de esmalte que habian sido expuestos Unicamente a sacarosa
(Azan, 2019; Colil, 2019; Seguel, 2020).

También en la FOUCH, las investigaciones in situ realizadas por Aliaga y
Naveillan en 2020 y por Tobar en 2022 demostraron la capacidad de L. rhamnosus
SP1 (108 UFC/mL) para atenuar la progresion de la desmineralizacion del esmalte
dentario en procesos de caries ya iniciados (Aliaga, 2020; Naveillan, 2020; Tobar,
2022).

3.5 Modelos para el estudio de caries in vitro.

Un modelo de estudio se define como un experimento o prueba para analizar
los eventos bioldgicos y/o quimicos responsables o asociados a un determinado
efecto. Los modelos de desmineralizacion-remineralizacion exploran los

mecanismos moleculares y fisiolégicos con los cuales diversas sustancias producen
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cambios en los dientes (Yu y cols., 2017). El uso de estos modelos para el estudio
de caries nos entrega herramientas valiosas para investigar los procesos de una
forma méas econdmica, rapida, y evitando parcialmente las limitaciones éticas
asociadas a la experimentacién clinica (Sgnju Clasen y @Gaard, 1999), facilitando
la orientacion de estrategias de prevencién o tratamiento de la enfermedad de caries
de una forma eficiente al estudiar sus diversos aspectos por separado (Ten Cate,
2015).

Un modelo de estudio debe cumplir con la necesidad de capturar y reproducir
los elementos esenciales del fendmeno a investigar, ser robusto, reproducible y
confiable comparado al sistema para el que esté disefiado (Ten Cate, 2015). Para
el estudio de caries se han utilizado modelos in vitro o de laboratorio, in vivo o
modelos animales, y modelos in situ en humanos (Marsh, 1995). En 2017 Yu y cols.
realizaron una medicion al respecto de cuales eran los modelos mas utilizados para
el estudio de caries, obteniendo que los mas utilizados son los modelos in vitro, que
comprenden un 84% del total de los estudios que se encontraban indexados entre
2014y 2016 en la Web of Science; le seguian los estudios in situ con un 15%, siendo
los menos utilizados los modelos in vivo, comprendiendo solo el 1% (Yu y cols.,
2017).

Los modelos in-vitro permiten estudiar de forma separada las distintas
variables que influyen en el proceso de formacion de caries, controlando cada
aspecto por separado (Zero, 1995), lo que nos entrega una alta precision y
sensibilidad. Los modelos de caries in vitro se clasifican, segun el agente
desmineralizante, en dos grandes grupos, cada uno con sus propias clasificaciones:

modelos quimicos y modelos de biopeliculas.
3.5.1 Modelos de caries in vitro quimicos

Los modelos quimicos son aquellos que emulan el proceso de la caries a
través del uso directo de agentes acidos y soluciones buffer para estimular los
procesos de desmineralizacion y remineralizacion, respectivamente (Yu y cols.,

2017). Segun el estudio de Yu y cols. los modelos quimicos representan el 87% de
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los modelos in vitro, y estos a su vez se subdividen en modelos de mineralizacion
simple en el 62% de los casos y modelos de pH ciclico en el 38% restante (Yu y
cols., 2017).

Los modelos de mineralizaciéon simple son aquellos en que se utilizan acidos
organicos de pH bajo, como acido lactico o acido acético, o geles de silice (Moron
y cols., 2013; Skucha-Nowak y cols., 2015), para producir lesiones por
desmineralizacion en tejidos dentarios o discos de hidroxiapatita. Posteriormente se
produce la saturaciobn de minerales en el medio, ocasionada por accién de los
acidos, y con esta saturacion mineral se genera un estado de balance dinamico en
el proceso de desmineralizacidon-remineralizacion (Skucha-Nowak y cols., 2015; Yu
y cols., 2017). Estos modelos son ampliamente utilizados debido a que requieren
menos tiempo y pasos en el experimento, sin embargo, las lesiones obtenidas en
estos modelos, aunque aceptables, han demostrado tener una mayor pérdida

mineral que las lesiones de caries naturales (Schwendicke y cols., 2015).

Por otra parte, los modelos de pH ciclico se basan en el mecanismo
propuesto por Ten Cate y Duijsters en 1982 para investigar el efecto del Fluoruro de
Sodio y su potencial remineralizante, en este procedimiento a sustratos dentarios
se les realizan periodos de exposicion a soluciones de bajo pH y luego a soluciones
remineralizantes, con la finalidad de replicar los procesos de desmineralizacion-
remineralizacion en una forma mas fiel a como ocurre en la boca (Ten Cate y
Duijsters, 1982).

Pese a que ambos modelos quimicos cumplen con la capacidad de generar
lesiones a los tejidos duros de similares caracteristicas a las lesiones de caries,
carecen de un elemento que es crucial en la enfermedad de caries, la presencia de

microorganismos (Bowden, 1995).

3.5.2 Modelos de caries in vitro de biopeliculas

Los modelos de biopeliculas son aquellos en los que se inducen lesiones de
caries utilizando microorganismos cariogénicos que forman biopeliculas en tejidos

duros mediante la exposicién a azUcares fermentables (Amaechi y cols., 2019).
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Representan una importante herramienta para el estudio de agentes
antimicrobianos, asi como de las propiedades mismas de la biopelicula y su
metabolismo (Ccahuana-Vasquez y Cury, 2010; Amaechi y cols., 2019). También
se han utilizado para investigar los distintos efectos del fltor en la remineralizacion
de los tejidos dentarios (Ccahuana-Vasquez y Cury, 2010; Giacaman y cols., 2012;
Cavalcanti y cols., 2014; Botelho y cols., 2016) Segun el andlisis de Yu y cols. los
modelos de biopeliculas representan un 13% del total de los estudios in vitro (Yuy
cols., 2017).

Los modelos de biopeliculas se pueden clasificar segun diferentes criterios.
Segun la composicién de biopelicula se pueden encontrar modelos monoespecie o
multiespecie, segun la duracion del modelo se clasifican en modelos de corto y largo
plazo, segun la forma de exposicion a azucar se dividen en modelos de exposicién
continua o exposicion intermitente, y segun el flujo del medio se separan en modelos
estaticos o dinamicos. Cada una de estas clasificaciones tiene a su vez distintas
subclasificaciones mas especificas segun el procedimiento especifico del modelo
en cuestion (Maske y cols., 2017).

El modelo de caries in vitro planteado y validado por Ccahuana-Vasquez y
Cury en 2010 presenta ciertas ventajas que lo hacen particularmente util para la

investigacion con biopeliculas:

o Se encuentra validado en primera instancia para el uso de clorhexidina
(Ccahuana-Vasquez y Cury, 2010), y posteriormente ha sido validado en el estudio
de los efectos del fluoruro en la desmineralizaciéon (Fernandez y cols., 2016), el
efecto antimicrobiano del hierro (Ribeiro y cols., 2012) y otros productos naturales
(Peraltay cols., 2017), y los efectos de la dieta y su potencial cariogénico (Giacaman
y cols., 2012; Mufoz-Sandoval y cols., 2012; Cavalcanti y cols., 2014; Botelho y
cols., 2016).

o Usa sustrato dentario para la evaluacién de desmineralizacién (Ccahuana-
Véasquez y Cury, 2010).

o Las exposiciones a azucar son intermitentes, simulando los periodos de

“festin y hambre” que presentan las biopeliculas en el medio oral, realizando
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exposiciones periddicas controladas a sacarosa, con la finalidad de simular la
exposicion real a carbohidratos y ciclos de pH que se producen en la cavidad oral
asociadas a la ingesta de alimentos; a diferencia de modelos en los que S. mutans
se encuentran expuestos de forma constante a carbohidratos y, por ende, la
biopelicula se encuentra constantemente sometida a estrés &cido (Ccahuana-
Véasquez y Cury, 2010).

o El sustrato dentario se encuentra suspendido mediante alambres en su
pocillo y no en el fondo, lo que favorece una formacién adecuada de la biopelicula,
ademas de facilitar otros procesos como la medicién de pH u otros indicadores de
actividad de la biopelicula, remocion del medio, entre otras (Ccahuana-Vasquez y
Cury, 2010; Amaechi y cols., 2019).

Aunque este sea un modelo estatico, debido a que el medio no se mueve
durante los procesos de la biopelicula, el caldo es renovado periddicamente durante
el experimento y el ataque &cido tampoco es constante, por lo que se puede

considerar un modelo ciclico (Amaechi y cols., 2019).
3.6 Métodos para evaluar microdureza superficial

La dureza representa la resistencia de un cuerpo a rayones y/o la
indentacion. Las pruebas de dureza son aquellas que miden la resistencia a la
penetracion de la superficie de un material por parte de un objeto duro (Askeland y
Wright, 2016). Al momento de realizar una prueba de dureza, nuestro resultado es
la huella dejada por este indentador sobre el material, cuanto mayor sea en
extension o profundidad, menor dureza presenta la superficie del cuerpo analizado
(Callister y Rethwisch, 2018).

Existen distintas pruebas de dureza que varian segun la carga efectuaday el
material utilizado para realizar la indentacion (Askeland y Wright, 2016), por este
motivo ciertas pruebas se recomiendan para materiales o condiciones especificas,
como serian las pruebas de microdureza superficial de Knoop y de Vickers, en las

que se utilizan pequefios diamantes de forma piramidal para realizar indentaciones
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microscépicas, haciendo necesario el uso de un microscopio para la realizacion del
ensayo (Askeland y Wright, 2016; Callister y Rethwisch, 2018).

La prueba de dureza de Vickers, abreviada como HV, se realiza ubicando la
muestra a analizar sobre una plataforma, luego se ajustan los parametros de tiempo
y fuerza (F), se ajusta el microdurometro usando el microscopio y luego se aplica la
carga. Posterior a la indentacion, se miden las diagonales (d) y se aplican a la

ecuacion de microdureza de Vickers:

HV: Dureza de Vickers.

1,8544 X F F: Fuerza aplicada.
= d% Promedio de las

dz diagonales al cuadrado

Los valores obtenidos usando el ensayo de microdureza de Vickers se han
correlacionado con la cantidad mineral del tejido dentario (Davidson y cols., 1974)
Ademas, se ha utilizado como prueba en diversos estudios en los que se ha
sometido esmalte a modelos de desmineralizacién-remineralizacion (Jara, 2017;
Padilla, 2018) y ha sido usado para evaluar el tejido dentario sometido a agentes
desmineralizadores (Collys y cols., 1992; Tobar, 2022). La versatilidad de su uso la
ha convertido en una técnica muy recurrente para evaluar cambios en el esmalte

gue se reflejan en su contenido mineral.
3.7 Planteamiento del problema.

Entendiendo la enfermedad de caries como un serio problema de salud
publica actual, con consecuencias que a largo plazo pueden resultar irreparables y
de un alto costo tanto para las personas como para los estados, se hace necesario
buscar alternativas que nos permitan un adecuado manejo de la enfermedad
mediante la prevencion y el tratamiento de esta, especialmente en estadios

tempranos.

El cambio de paradigma en la forma en que entendemos y abordamos la
enfermedad de caries nos obliga como odont6logos no sdlo al desarrollo de nuevos
materiales para la restauracion o la rehabilitacion, sino también a buscar formas

costo efectivas para prevenir la formacion de futuras lesiones, aca es donde juega
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un rol decisivo entender los procesos bioldgicos que llevan al desequilibrio del
microbioma oral y enfocar nuestros esfuerzos en la blusqueda de terapias de tipo
biolégico que no dafien nuestro ecosistema oral, sino que busquen impulsar la
predominancia de especies beneficiosas para el hospedero por sobre las con
potencial patogénico. Es en este contexto que se postula a los probiéticos LGG
como una terapia preventiva de la enfermedad de caries, ya que su potencial como
terapia bioldgica ha sido demostrado en otros sistemas como el digestivo,
respiratorio y genitourinario. Sin embargo, para poder verificar la capacidad de los
probioticos en el control de la enfermedad de caries se hacen necesarios estudios
clinicos, los cuales llevan un alto costo asociado, por lo que un estudio previo in vitro
para evidenciar el potencial se vuelve crucial para evaluar la inversion en futuros

ensayos clinicos.

Nos hemos propuesto resolver la siguiente pregunta de investigacion:
¢ Existen diferencias en la microdureza superficial entre bloques de esmalte
expuestos a probidticos LGG y aquellos no expuestos en un modelo de

desmineralizacion microbioldgico in vitro?
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4. HIPOTESIS

Bloques de esmalte humano tratados con sacarosa y probidticos LGG
presentan mayores valores de microdureza superficial cuando se comparan con

bloques de esmalte tratados Unicamente con sacarosa.

5. OBJETIVO GENERAL

Establecer diferencias en la microdureza superficial de bloques de esmalte
humano en un modelo in vitro de caries entre los que se exponen a probidtico LGG

y aquellos a los que no se les expone.
6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la microdureza superficial de bloques de esmalte humano que

se les expone a probioticos LGG en un modelo in vitro de caries.

- Determinar la microdureza superficial de bloques de esmalte humano

expuestos Unicamente a sacarosa.

- Determinar la microdureza superficial de bloques de esmalte humano no

expuestos a sacarosa.

- Comparar la microdureza superficial de los bloques de esmalte humano del

grupo experimental y los grupos control.
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7. METODOLOGIA

Este es un estudio experimental in vitro en el que se utilizé6 una adaptacion
del modelo de caries descrito por Ccahuana-Vasquez y Cury en 2010, en el que se
llevé a cabo la simulacion de un ambiente cariogénico en blogues de esmalte
humano, previa formacion de una biopelicula monoespecie de S. mutans, los cuales
fueron expuestos 4 veces al dia a bafios de sacarosa al 10% y una vez al dia a L.
rhamnosus GG de manera topica, por instilacion, para el grupo experimental, en
caso del control positivo sélo se expuso a bafios de sacarosa 10%, mientras que el
control negativo, no fue expuesto a sacarosa ni probidticos. Los bloques de esmalte
se obtuvieron de terceros molares incluidos y fueron evaluados a través de prueba

de dureza de Vickers posterior a la exposicion.
7.1 Obtencion de la muestra

Para el célculo de tamafio muestral se tomé en consideracion la microdureza
superficial como variable primaria de estudio, con los siguientes aspectos: desviacion
estandar 28.9, riesgo alfa de 0,05 y un riesgo beta de 0,2 en un contraste unilateral,
estimado una tasa de pérdidas de seguimiento del 5%, por lo cual se necesitan 10
bloques para cada grupo haciendo necesario un total de 30 bloques de esmalte.

Las muestras se obtuvieron a partir de terceros molares incluidos (nunca
expuestos al medio oral), proporcionados voluntariamente por pacientes sometidos
a exodoncia por indicacion de ortodoncia en el “Instituto Nacional de Ortodoncia”.
Los donantes firmaron un consentimiento informado aprobado por el comité de ética
de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (Anexo N°1). Los terceros
molares donados fueron examinados individualmente para seleccionar aquellos que
no presentaran anomalias, dejando de lado aquellos dientes que presentaran
defectos en el esmalte, desmineralizaciones o fracturas. Aquellos molares
seleccionados permanecieron en una solucion de timol 2% refrigerados a 5°C para

conservarlos hasta el momento de su uso.
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Los molares seleccionados fueron limpiados de posibles restos de tejido
periodontal usando instrumental manual de periodoncia, jacquette y curetas gracey

3/4, y luego fueron almacenados en la solucion de timol 2% vy refrigerados a 5°C.
7.2 Preparacion de los bloques de esmalte

Utilizando instrumental rotatorio de alta velocidad con piedra de diamante de
grano azul de forma aguja (ISO 806.314.166.524.012) se realizaron cortes
abarcando la totalidad de las caras mesial y distal de cada molar, con la finalidad de
obtener las superficies menos convexas de las piezas dentarias. Posteriormente,
usando instrumental de baja velocidad y disco de carburo de silicio (carburundum),
con abundante refrigeracion, se realizé el desgaste necesario para obtener bloques
de esmalte con sustento dentinario adyacente de 3x3x3 mm (Figura 1), los cuales
fueron posteriormente almacenados de forma unitaria en tubos de microcentrifuga
de 2 mL con solucion de timol 2%, rotulados y conservados a 5°C, transcurrida una

semana se realizd una nueva inspeccion visual para descartar aquellas muestras

gque presentaran dafos o defectos estructurales del esmalte.

Figura 1. Proceso de corte de muestras. a) Rectificacion de bordes con abundante

refrigeracion. b) Blogue recortado a aprox. 3x3 mm con sustento en dentina.
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7.3 Montaje de las muestras.

Utilizando alambre de ortodoncia de diametro 0,8 mm se confecciond un
armazon metalico para cada bloque de esmalte, estas estructuras metélicas
permitieron mantener los bloques de esmalte en suspension al interior de pocillos
de placas de polietileno para cultivo Los bloques fueron adheridos por la cara
dentinaria, utilizando adhesivo universal (One Coat Bond SL, Coltene) y resina
compuesta fluida (Filtek™ Supreme Flowable, 3M™), esto fue realizado en el
laboratorio preclinico de la FOUCh. Para este procedimiento no se realizé grabado
acido con la finalidad de no perjudicar la estructura del esmalte.

Figura 2. Blogue de esmalte montado adherido a su alambre.

Luego de unido cada bloque a su armazén metalico, se depositd en un tubo
centrifuga de 50 mL con 20 mL de agua destilada, al interior del cual fue esterilizado
en autoclave a 120°C por 20 minutos y posteriormente mantenido hasta el momento
de iniciada la fase experimental.

7.4 Preparacion de medios y reactivos.

Para las etapas siguientes del estudio se realizdé una planificacion de los
medios de cultivo y reactivos a utilizar, por lo que, segun indicaciones del fabricante,
se prepararon mdultiples placas de agar TYCS (Triptona, Levadura, Cisteina,
Sacarosa) y agar MRS en campana de flujo laminar, a modo de disminuir el riesgo
de contaminacién. También se preparé caldo de Infusion Cerebro Corazon (BHI, por

sus siglas en inglés Brain Heart Infusion), caldo BHI adicionado con glucosa 0,1 mM
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(BHI+G), y sacarosa 10%, los cuales fueron esterilizados en autoclave; ademas, se

dispensaron y esterilizaron volimenes de agua destilada y de suero fisioldgico.
7.5 Estudios de viabilidad y cocultivo de L. rhamnosus GG y S. mutans.

Previo al inicio de la fase experimental se realizaron estudios con la finalidad
de demostrar la viabilidad y la capacidad de L. rhamnosus GG (Vivera®, Merck)
(5 x 10° UFC) de coexistir con S. mutans.

Para el estudio de viabilidad se realiz6 la preparacion del probiético comercial
Vivera®, un sobre de probidtico se reconstituyé en 200 mL de agua, de esta
preparacion se tomaron 100 puL y se sembrd en césped en agar MRS, medio
selectivo para el crecimiento de bacterias de la familia Lactobacillaceae, como
Lacticaseibacillus spp., ademas se sembré 100 pL en
3 mL de caldo BHI. Ambas siembras se incubaron en ambiente de microaerofilia en
la incubadora ZDP-A2080 (Zicheng, China) a 37°C; una vez transcurridas 24 horas
se evidencio crecimiento de colonias de LGG en el agar MRS, y un aumento en la

turbidez del caldo, por lo que se procedié a continuar con los estudios de cocultivo.

Para los estudios de cocultivo se utilizé la siembra previa de LGG en conjunto
con la cepa ATCC 25175 de S. mutans perteneciente al cepario de la Dra. Patricia
Palma Fluxa del Laboratorio de Microbiologia e Inmunologia Oral (LabMIO) de la
FOUCHh. Desde un cultivo de S. mutans criopreservado en glicerol 100% a -80°C se
extrajeron 100 uL, los cuales fueron sembrados en césped en agar TYCS y luego
se incubo en ambiente de microaerofilia por 24 horas, transcurrido dicho tiempo, al
evidenciar formacién de colonias se traspasaron 5 colonias a 3 mL de caldo BHI

para nuevamente ser incubado en ambiente microaerofilo por 24 horas.

Transcurridas 24 horas posteriores a la siembra en caldo y habiendo
evidenciado crecimiento en caldo BHI tanto de LGG como de S. mutans, ambos
cultivos fueron igualados en turbidez a 0,5 McFarland mediante espectrofotometria
utilizando el espectrofotometro UV-VIS de haz dividido Halo RB-10 (Dynamica,
Australia) utilizando caldo BHI como blanco y una longitud de onda de 600 nm

(Figura 3a).
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Una vez igualados ambos cultivos a 0,5 McFarland se sembraron 100 pL de
cada uno en 3 mL de caldo BHI (Figura 3b) y se incubaron en ambiente de
microaerofilia a 37°C por 24 horas, tras lo cual, evidenciado el crecimiento de
microorganismos en caldo se homogeneizd y se realiz6 la siembra de 100 pL del
cultivo en agar MRS y en agar TYCS, para evidenciar la presencia de LGG y
S. mutans, respectivamente, ambas siembras fueron incubadas en ambiente

microaerofilo a 37° por 24 horas, posteriormente se les realizé andlisis morfolégico

macro y microscopico para comprobar que fueran LGG y S. mutans.

Figura 3. Proceso de homogeneizacion a 0,5 McFarland. a) Adicion de caldo BHI para
lograr turbidez requerida. b) Caldos homogeneizados a 0,5 McFarland, de izquierda a

derecha S. mutans, LGG, mezcla de S. mutans y LGG, y control de cultivo.
7.6 Obtencion y procesamiento de la saliva.

Para la formacion de la biopelicula los bloques de esmalte fueron
previamente inmersos en saliva humana para generar pelicula salival adquirida. La
saliva fue donada voluntariamente por tres individuos libres de enfermedades
sistémicas, libres de caries, no fumadores, sin consumo de antibidticos en los
altimos tres meses y que no habian ingerido liquidos o alimentos al menos 2 horas
antes de la recoleccion, ademas de haber realizado una adecuada higiene oral. La
saliva de los tres fue mezclada, obteniendo un pool de saliva con la finalidad de
minimizar posibles diferencias que se pudieran presentar en la composicion de la

saliva a la que se expondrian los bloques posteriormente.
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La saliva donada fue centrifugada a 4500 RPM por 20 minutos a 4°C en la
centrifuga Megafuge™ 8R (Heraeus™, Thermo Scientific, Alemania), luego se
extrajo el sobrenadante y se procedi6 a filtrarla utilizando filtros tipo Syringe Filter
de 0,22 um marca EDLAB ® CA. El filtrado se realiz6 manualmente aplicando fuerza
controlada sobre el émbolo de la jeringa (Figura 4) y una vez terminada se realizé
la siembra de 100 pL de saliva filtrada en una placa de agar sangre para
posteriormente incubarla por 24 horas a 37°C en condiciones de microaerofilia y
otros 100 pL fueron sembrados en una placa de agar sangre que fue incubada en
condiciones aerobias por 24 horas a 37°C.

Figura 4. Filtrado manual de saliva utilizando filtros 0,22 um y presién manual.

El proceso de filtrado se realiz6 hasta que no se evidenciaran colonias de
microorganismos en el agar sangre; una vez obtenida saliva sin presencia de
microorganismos se almaceno refrigerada a 4°C hasta el momento de su utilizacién

en la formacion de la biopelicula.
7.7 Formacién de la biopelicula de S. mutans.

Para la formaciéon de la biopelicula monoespecie de S. mutans se utilizé la

cepa ATCC 25175 proporcionada por la Dra. Patricia Palma de LabMIO.
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En una placa de agar TYCS se inocul6 100 pL provenientes de un cultivo
liquido de S. mutans ATCC 25175 criopreservado a -80°C en glicerol 100%. La
placa sembrada se incub6 por 24 horas a 37°C en condiciones de microaerofilia.
Una vez obtenidas colonias de S. mutans se realizO un analisis micro y
macromorfolégico para constatar la pureza del cultivo y la compatibilidad
macromorfolégica con colonias de S. mutans. Estas colonias se resembraron en
caldo BHI estéril y se incubaron a 37°C en condiciones de microaerofilia por 48

horas. Esta preparacion corresponde al in6culo bacteriano.

Transcurridas 48 horas el in6culo bacteriano fue ajustado mediante
espectrofotometria a 0,5 McFarland, a través de la adicion de nuevo caldo BHI

estéril hasta lograr una absorbancia de 0,125 a 600 nm de longitud de onda.

En placas de polietileno para cultivo celular de 12 pocillos fue dispensada la
saliva filtrada y ubicados los bloques de esmalte con su armazoén, tras esto fueron
llevados a la incubadora a 37°C por 30 minutos y agitados manualmente cada 3

minutos, para la formacion de pelicula salival adquirida
En paralelo, en un frasco estéril se realizdé una preparacién conteniendo:

e 125,75 mL de caldo BHI con glucosa 0,1 mM.
e 14,38 mL de sacarosa 10%.

e 6,88 mL de suspension de S. mutans ajustada a 0,5 McFarland.

Esta preparacion fue dispensada en 3 placas de cultivo, usando 10 pocillos
por placa, distribuidos segun el tratamiento desmineralizador que recibirian, siendo
P1 el grupo control negativo, P2 el control positivo y P3 el grupo experimental
probiotico. Se dispensaron 4 mL por pocillo y posteriormente se ubicaron los
bloques de esmalte previamente tratados con la saliva filtrada para la formacion de
la biopelicula de S. mutans. Posteriormente las placas fueron incubadas en

condiciones de microaerofilia por 36 horas a 37°C.
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7.8 Proceso de desmineralizacion.

Los grupos control positivo y experimental probidtico (P2 y P3,
respectivamente) fueron expuestos a un tratamiento desmineralizador consistente
en la inmersion en sacarosa 10% durante 5 minutos 4 veces al dia por 5 dias, con
el objetivo de lograr una zona de desmineralizacidon compatible con una lesion de
caries dental no cavitada. Adicionalmente, el grupo experimental fue tratado con
probidticos LGG mediante instilaciéon durante la primera inmersion del dia. Por su
parte, el grupo control negativo (P1) solo recibié la renovacién del caldo BHI con
glucosa 0,1 mM. Todos estos procedimientos fueron siempre realizados en

campana de flujo laminar.

Al iniciar el primer dia de exposicion se dispensé 4 mL de caldo BHI con
glucosa 0,1 mM estéril en los pocillos de nuevas placas de cultivo celular para P1,
P2 y P3. Las muestras fueron traspasadas a estos nuevos pocillos con medio de
cultivo fresco previo a la exposicion a sacarosa 10% con la finalidad de mantener
cepas bacterianas activas. Luego, se dispensaron 4mL de sacarosa 10% estéril en
los pocillos de una nueva placa de cultivo estéril (PSac) y también se dispensaron
4 mL de NaCl 0,9% estéril en los pocillos de otra placa de cultivo estéril (PSu).
Ademas, en un frasco estéril se preparé el probidtico LGG, diluyendo el sobre de
liofilizado en 200 mL de suero fisiolégico estéril.

Para las muestras de P2 la exposicion se realiz6 sumergiendo cada bloque
durante 5 minutos en sacarosa 10% en su pocillo correspondiente en PSac (Figura
5). Transcurridos los 5 minutos cada muestra fue lavada mediante 3 inmersiones en
suero fisioldgico dispensado en PSu y posteriormente fue devuelta a su pocillo
correspondiente en P2 (Figura 5). Para las muestras de P3 el tratamiento
desmineralizador se realiz6 igual hasta el lavado con suero fisiolégico, posterior al
lavado cada muestra fue expuesta a probiético LGG mediante la instilacion de 10

gotas en la superficie del esmalte durante la primera exposicion del dia (Figura 6).

El procedimiento de exposicion a sacarosa 10% y posterior lavado se realizé

4 veces por dia durante 5 dias en horarios preestablecidos (Figura 7). Terminada
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cada exposicion las tres placas eran incubadas en ambiente microaerdfilo hasta la

siguiente exposicion.

3 Inmersiones y se regresa
a su pocillo en P2

P2 PSac PSuy

12 exposicion: luego del
uero se expone a

3 Inmersiones y se regresal - )
y 9 L -~ mediante

22,32y 42exposicion: | 00 __-==""_ "=~ ~
-
a su pocillo en P3

P3 PSac PSu

Figura 6. Esquema de exposicién de las muestras del grupo experimental probiético
(P3).
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Pasos previos Dia-2 Dia-1 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 (final)

\ I\ A
|

s

S. mutans
ATCC25175

Reactivacion

B Estudios de Viabilidad y Cocultivo.
Filtrado de Saliva.
[l Formacién de pelicula adquirida.

[] Formacion de biopelicula. Incubacion de muestras en BHI+G, sacarosa 10% vy
suspension S. mutans.

Preparacion de nuevas placas P1 ,_PZé/ P3 con caldo BHI+G. Siembra de muestras en
agar TYCS. Medicién pH. Preparacién de suspensionde LGG

l Preparacion de Psac y Psu.
B Exposicion de muestras a sacarosa 10% y LGG (P3).

[l Cambio de caldo BHI+G en pocillos de P1, P2 y P3. Siembra de muestras en agar TYCS
y M.R.S. Medicién de pH. Preparacion de suspensionde LGG

B Limpieza y almacenamiento de muestras.

Figura 7. Esquema resumen del protocolo experimental para la formacion de

biopeliculay tratamiento desmineralizador de las muestras.
7.9 Andlisis de viabilidad y pureza de los cultivos.

Para corroborar la viabilidad de los indculos bacterianos en cada pocillo se
realizaron controles microbioldgicos, sembrando en placas de agar TYCS previo a
la primera exposicidon; ademas, este procedimiento fue realizado al finalizar el quinto
dia, previo al desmontaje del modelo. A partir del segundo dia y sélo para P3 se
incorporé la siembra en agar MRS siguiendo la metodologia previamente descrita,
para constatar no solamente la viabilidad de S. mutans mediante el cultivo en agar
TYCS, sino también la del probidtico LGG en agar MRS. Todas estas siembras

fueron incubadas por 24 horas en microaerofilia.

Para el analisis de la pureza de los cultivos se realiz6 analisis
macromorfolégico de las colonias sembradas usando la lupa estereoscopica,
mientras que para el andlisis micromorfologico se realizaron tinciones Gram de frotis
obtenido directamente del caldo de un pocillo aleatorio cada una de las placas de
cultivo celular y fueron observadas al microscopio Axiostar Plus (ZEISS®,

Alemania). También se realiz6 tincibn Gram de frotis obtenido de una colonia de
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aquellas crecidas en agar TYCS obtenidas a partir de la siembra del caldo de cada
uno de los pocillos.

7.10 Acidogenicidad de la biopelicula.

Cada mafana se realizo la medicién del pH del caldo BHI+G que seria
desechado para P1, P2 y P3. Esta medicion se realizo utilizando el pHmetro de
sobremesa Orion Star™ A211 (Thermo Scientific™) en el caldo que habia sido
extraido desde cada una de las placas de cultivo celular.

7.11 Remocion de la biopelicula y almacenamiento de las muestras

Una vez terminado el proceso de desmineralizacion, al fin del quinto dia, las
muestras fueron lavadas usando cepillo de dientes suave, clorhexidina 0,12% y
agua destilada estéril. Una vez limpias las muestras, fueron retiradas de su armazén
metélico y almacenadas en tubos de microcentrifuga de 2 mL con agua destilada
estéril, rotuladas y almacenadas hasta el momento de realizar las mediciones de

microdureza (Figura 8).

Figura 8. Bloque de esmalte previo y posterior a la remocién de la biopelicula.
7.12 Medicion de microdureza superficial

La medicién de microdureza superficial de Vickers fue realizada utilizando el
durémetro Duramin (Struers, EE. UU.) en el Laboratorio de Metalografia y

Microdureza del Departamento de Ingenieria Quimica, Biotecnologia y Materiales
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de la Facultad de Ciencias Fisicas y Mateméticas de la Universidad de Chile (Figura
9).

Figura 9. Microindentador Duramin de Struers (EE. UU.).

Se realizaron 3 indentaciones en el bloque de esmalte empleando una carga
de 1,96 N durante 15 segundos. Una vez realizada la indentacion se utilizo el
microscopio del microdurometro para determinar las dimensiones de las diagonales
del rombo obtenido (Figura 10), determinada la medida de ambas diagonales se
obtuvo el valor de HV por cada indentacion, el cual fue registrado en una hoja de
célculo de Microsoft® Excel® y posteriormente se realizo el calculo de un promedio

de los tres valores obtenidos.

Figura 10. Imagen de la superficie previo y posterior a la indentacion.
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7.13 Analisis estadistico de valores de dureza superficial.

Los valores promedios obtenidos por la prueba de microdureza superficial
fueron registrados en hojas de célculo utilizando el programa Microsoft® Excel® y
usando el mismo programa se realizé el célculo del promedio y la desviacién
estandar de los valores promedio obtenidos para cada grupo de exposicion.
Posteriormente fueron procesados utilizando el programa STATA para el analisis
estadistico de los datos, en el cual se le aplicé al total de la muestra la prueba de
Shapiro-Wilk para corroborar que los datos siguieran una distribucién normal. Una
vez comprobada la normalidad de los datos se realizé una prueba de Analisis de la
Varianza ANOVA para determinar si existian diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos estudiados, posteriormente se utilizé una prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni para determinar entre qué grupos

especificos se presentd una diferencia estadisticamente significativa.
8. RESULTADOS
8.1 Estudios de viabilidad y cocultivo L. rhamnosus GG y S. mutans.

Las pruebas de viabilidad del probiético LGG fueron positivas, ya que la
siembra en agar MRS gener6 un crecimiento en césped (Figura 11) cuyo analisis

morfolégico macro y microscépico resultaron compatibles con LGG (Figura 12).

Figura 11. Crecimiento en césped de LGG en agar MRS. Fotografia de las placas
transcurridas 24 horas desde la siembra de 100 pL de suspension probittica en agar MRS.
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Figura 12. Colonias de LGG observadas en lupa estereoscdpica.

Tras los estudios de cocultivo se demostr6 que una vez inoculados
simultaneamente en caldo BHI estéril en igualdad de condiciones de turbidez,
ambas especies bacterianas, S. mutans ATCC 25175 y L. rhamnosus GG eran
capaces de coexistir, pudiendo posteriormente crecer ambas en sus respectivos
medios selectivos luego de su incubacion en conjunto como se puede apreciar en

las figuras 13y 14.

Figura 13. Colonias de S. mutans y LGG en agar posterior a incubacién conjunta en

caldo BHI. a) Colonias de S. mutans en agar TYCS. b) Colonias de LGG en agar MRS.
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Figura 14. Colonias de estudios de cocultivo observadas en lupa estereoscdpica.
a) Colonias de S. mutans en agar TYCS. b) Colonias de LGG en agar MRS.

8.2 Formacion de la biopelicula en los bloques de esmalte.

Mediante inspeccion visual se constaté la formacion de una placa
blanquecina de aspecto rugoso en la superficie de los bloques de esmalte
transcurridas 36 horas de la inoculacion de S. mutans en las placas de cultivo. Con
el paso de los dias dicha placa se fue extendiendo, abarcando también la superficie
del alambre inmersa en el caldo BHI+G (Figura 15).

Figura 15. Biopelicula de S. mutans en los bloques de esmalte y alambres.
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Ademas, se pudo observar crecimiento bacteriano, mediante un evidente
aumento en la turbidez de los caldos de los pocillos a medida que pasaban los dias,
pudiendo evidenciar depositos de S. mutans en el fondo de los pocillos de la placa

de cultivo, asi como LGG en suspension en los pocillos del grupo experimental

probiético P3 (Figuras 16).

Figura 16. Placas de cultivo con crecimiento bacteriano. a) Placa 2 (P2) en el segundo
dia de exposicion. b) P2 al quinto dia de exposicion, se observa mayor turbidez en los
caldos. c) Placa 3 (P3) al segundo dia de exposicion, se observa mayor turbidez por LGG

en suspension. d) P3 al quinto dia de exposicion, se evidencia una mayor turbiedad.
8.3 Analisis de viabilidad y pureza de los cultivos.

Las pruebas de viabilidad y pureza de los cultivos fueron positivas para todos
los caldos. El primer control, transcurridas 36 horas posterior a la inoculacion,
mostrd un leve crecimiento bacteriano tras su incubacién por 24 horas en ambiente
microaerdfilo (Figura 17a). Sin embargo, los dias siguientes, una vez iniciadas las
exposiciones periddicas a sacarosa 10% se pudo evidenciar un mayor crecimiento

bacteriano en el agar (Figura 17b).
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Figura 17. Control de viabilidad de S. mutans en caldo BHI+G de los pocillos. a) Primer
control a las 36 horas de la inoculacion. b) Control a los 5 dias.

A partir del segundo control el caldo del grupo experimental probiético fue
sembrado y se pudo observar crecimiento bacteriano de colonias cuya

macromorfologia resulté compatible con L. rhamnosus (Figura 18).

Figura 18. Siembra del caldo BHI+G de los pocillos de P3 en agar MRS.
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Al observar al microscopio frotis de los caldos de los pocillos de los grupos
controles negativo y positivo se evidenciaron cocaceas Gram positivo agrupadas en
cadenas o pares, mientras que en el caldo del grupo experimental probidticose pudo
evidenciar largas cadenas de bacilos Gram positivo ademas de cocaceas Gram
positivo. En el frotis obtenido del cultivo en agar TYCS se pudo evidenciar cocaceas

Gram positivo levemente alargadas agrupadas en cadenas o pares (Figura 19).

Figura 19. Imagenes de microscopia aumento de 100X. a) Frotis obtenido de una colonia
crecida en agar TYCS a partir de la siembra del caldo BHI+G de los pocillos el dia 1.
b) Frotis obtenido directamente del caldo de un pocillo al azar del grupo control positivo
(P2). c¢) Frotis obtenido directamente del caldo de un pocillo al azar del grupo experimental

(P3), en el que se pueden observar largas cadenas de bacilli Gram positivo.

8.4 Mediciones de pH.

El pH promedio de las muestras del control negativo fue de 5,2, para las
muestras del control positivo fue de 4,76, y para las muestras del grupo experimental

probiotico fue de 4,76, valores en detalle se presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Promedios de pH de las placas de cultivo.

pHdial pHdia2 pHdia3 pHdia4 pHdias Pr?irrr:zldlo
P1
(Control 4,2 5,2 5,2 54 6,0 5,2 +0,64
negativo)
P2
(Control 4,3 50 4,9 4,7 4,9 4,76 +0,28
positivo)
P3 (LGG) 4,2 5,0 4,9 4,8 4,9 4,76 £0,32

Promedio final = desviacién estandar

8.5 Resultados de pruebas de microdureza de Vickers.

Los valores obtenidos en el ensayo de microdureza superficial de Vickers
fueron de 192,6 HV para el grupo control negativo, 128,4 HV para el control positivo,
151 HV para el grupo experimental probiético. Los valores detallados se presentan
en la Tabla 2.

Tabla 2: Valores de microdureza superficial.

Cantidad de b dio (% Desviaciéon Estandar
muestras romedio (x) (O)

Control 10 192,6 HV 26,545 HV
negativo

Control 10 128.4 HV 16,286 HV
pOSlthO

Probhidtico

Lo, 10 151.1 HV 21.399 HV

HV: Unidades de Vickers
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El resultado de la prueba de Shapiro — Wilk en el software STATA determind
que la muestra presentd una distribucion normal, posteriormente el resultado del
analisis de la varianza ANOVA demostrd que entre los grupos si se presentaba una
diferencia estadisticamente significativa. Finalmente, a través de la prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni se obtuvo que al comparar el grupo control
negativo tanto con el control positivo como con el grupo experimental se
presentaban diferencias estadisticamente significativas (p<0,01), sin embargo, al
comparar el grupo control positivo con el grupo experimental probidtico la diferencia
no era estadisticamente significativa (p=0,083) (Figura 20).

300 = | X: Media
* —: Mediana
*
250 - - : Diferencia estadisticamente
significativa.
*
. : Diferencia estadisticamente
200 ' ' no significativa
e: VValor fuera de rango
2 10 —
100 J l
£ +
50
0

Control Positivo  Probidtico LGG  Control Negativo

Figura 20. Gréfico con valores de microdureza superficial de Vickers para los tres
grupos. Las cajas y bigotes abarcan el rango completo de los valores promedio obtenidos

por cada bloque. Se observa la relacion estadistica entre los grupos.
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9. DISCUSION

En este estudio se buscé determinar el efecto del probidtico
Lacticaseibacillus rhamnosus GG sobre la formacion de lesiones de caries. Para
esto se realizé un modelo de caries in vitro monoespecie de S. mutans sobre
bloques de esmalte humano que permitio desmineralizar la superficie del esmalte,
el cual fue expuesto periédicamente a sacarosa y, en caso del grupo experimental,

a probidtico LGG.

Para la investigacion se utilizo el probidtico comercial Vivera® debido a que
su formulacion contempla Unicamente L. rhamnosus GG y maltodextrina, a modo
de preservante. Ademdas, es un producto comercial de facil acceso, que se
encuentra disponible en el mercado para el consumo inmediato, y esta aprobado
por las instituciones regulatorias pertinentes, lo que facilita su indicacion por parte
del odontdlogo para la prevencion o tratamiento de lesiones de caries. En los
experimentos de viabilidad y cocultivo, se demostré que LGG se encuentra viable
en el liofilizado, evidenciado por el gran numero de unidades formadoras de colonias
de LGG crecidas en el medio de cultivo, asi como también la capacidad de coexistir

con S. mutans.

En este estudio la microdureza superficial de Vickers se utilizé como
indicador de desmineralizacion debido a su ya demostrada correlacion con la
cantidad de mineral de los tejidos dentarios (Davidson y cols., 1974; Collys y cols.,
1992; Tobar, 2022). Al comparar los valores de microdureza superficial de los
bloques que fueron expuestos al modelo de desmineralizacion con aquellos que no
se expusieron, se pudo obtener una medicién cuantitativa que permitio establecer

diferencias entre los distintos grupos.

En el presente estudio se evidencio que la exposicion al modelo in vitro
monoespecie de S. mutans generd una disminucién en los valores de microdureza
superficial de los bloques de esmalte expuestos a sacarosa al comparar con los
valores de aquellos que no se vieron expuestos a sacarosa. Ademas, se pudo

evidenciar que los bloques de esmalte expuestos a sacarosa en los grupos control
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positivo y grupo experimental probiético presentaron zonas de desmineralizacion,
con cambios en la textura y color de la superficie del esmalte, la cual adquirié un
tono blanquecino opaco y poroso, compatible con el cddigo 2 del International

Caries Detection and Assessment System (ICDAS II) (Gugnani y Pandit, 2011).

Con respecto a la investigacion del efecto del probiotico LGG en la formacion
de lesiones de caries se pudo evidenciar una diferencia en la microdureza superficial
de aquellos bloques de esmalte que fueron tratados con probiéticos LGG durante la
formacién de la lesion de caries in vitro, cuando se le compara con aquellos que no
recibieron el probidtico al ser expuestos a sacarosa, lo que sugiere un efecto

protector ante el surgimiento de nuevas lesiones de caries.

En 2014 Schwendicke describié en un estudio in vitro de boca artificial que L.
rhamnosus GG presenta propiedades cariogénicas (Schwendicke y cols., 2014), lo
gue se contrapone con lo evidenciado en la presente investigacion. Por otra parte,
los estudios in situ realizados por Azan en 2019, Colil en 2019 y por Seguel en 2020,
evidenciaron la capacidad de L. rhamnosus SP1 de prevenir la formacion de
lesiones de caries en una linea de investigacion convergente en la que se logro
comparar los efectos del probiético L. rhamnosus SP1, un clon de LGG, al aplicarlo
de forma sistémica y topica sobre la progresion de lesiones de caries, demostrando
una disminucion de la progresion de lesiones de caries a traves de la evaluacion de
la microdureza superficial y la densidad mineral mediante MicroCT (Azan, 2019;
Colil, 2019; Seguel, 2020).

De igual forma, en el ensayo clinico de Rodriguez y cols. en 2016 se
evidencio que al administrar leche suplementada con probiéticos L. rhamnosus SP1
en una poblacion infantil por 10 meses se redujo significativamente la incidencia de
caries en el grupo expuesto al probidtico (Rodriguez y cols., 2016). Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Sandoval y cols., quienes en 2021 administraron
probioticos L. rhamnosus SP1 a infantes durante 10 meses, demostrando que la
ingesta regular de probioticos en preescolares de alto riesgo cariogénico disminuye
la incidencia de lesiones de caries y la concentracion salival de B-defensina humana
3 (hBD-3) (Sandoval y cols., 2021).
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Este efecto protector por parte de LGG podria ser explicado a través del
efecto de las bacteriocinas Enterocina de clase lic y Carnocina-CP52, ambas
producidas por LGG y que en el estudio realizado por Fan en 2023 han demostrado
tener efecto inhibitorio sobre S. mutans ATCC 25175 en forma individual y sinérgica
(Fan, 2023). Ademaés, la investigacion realizada por Tahmourespour en 2019
sugiere que el biosurfactante producido por L. rhamnosus posee propiedades
antiadhesivas y antiagregantes sobre S. mutans, lo que podria disminuir el potencial

cariogénico de la biopelicula de S. mutans (Tahmourespour y cols., 2019).

Respecto a los valores de pH obtenidos, el descenso inicial del pH en todas
las placas se explica producto de la sacarosa utilizada en la formacion de la
biopelicula y su metabolizacion por parte de S. mutans, en los dias posteriores. La
placa del control negativo presenté un aumento progresivo en sus valores de pH,
acercandose cada vez mas al neutro. Los valores de pH entre la placa del control
positivo y la placa del grupo experimental probiotico fueron similares entre si, esto
se puede explicar debido a la naturaleza aciddfila y acidogénica de LGG
(Schwendicke y cols., 2014), sin embargo, no hay investigacién concluyente al
respecto de la capacidad de LGG de metabolizar la sacarosa, ligando sus
propiedades acidogénicas principalmente a su naturaleza como microorganismo
fermentador y a su capacidad de generar acido lactico (Schwendicke y cols., 2014;
Segers y Lebeer, 2014; Capurso, 2019).

El uso de modelos de caries in vitro de biopeliculas constituye una importante
herramienta para estudiar los cambios que son capaces de producir las biopeliculas
bacterianas sobre la superficie mineral del diente (Ccahuana-Vasquez y Cury, 2010;
Cavalcanti y cols., 2014; Amaechi y cols., 2019), asi como el efecto de distintos
agentes en el proceso de desmineralizacién y en la remineralizacion de los tejidos
duros del diente (Giacaman y cols., 2012; Mufioz-Sandoval y cols., 2012; Fernandez
y cols., 2016). Se utiliza S. mutans como la Unica especie de este modelo debido a
que ya se ha validado como una especie capaz de formar biopeliculas sobre el
sustrato dentario (Ccahuana-Vasquez y Cury, 2010; Amaechi y cols., 2019) asi
como su capacidad de utilizar nutrientes caracteristicos de la dieta humana para su

propia nutricion, como la sacarosa (Cavalcanti y cols., 2014; Botelho y cols., 2016).
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Los resultados de microdureza superficial confirman la capacidad del modelo
planteado de captar y reproducir los elementos clave participes del proceso de
desmineralizacion de los tejidos orales y la capacidad de generar caries in vitro (Ten
Cate, 2015). Los datos obtenidos al comparar los grupos control con el grupo
experimental probiotico nos permiten establecer este modelo como una herramienta
para la investigacion futura de otras alternativas de probidticos o simbioticos
comerciales y su efecto sobre la formacion de lesiones de caries. Sin embargo, ain
restan factores que juegan roles importantes que es necesario mejorar en futuros

estudios.

Los modelos monoespecie presentan limitaciones debido a su incapacidad
de reproducir las complejas interacciones que se presentan entre la amplia variedad
de bacterias que componen la biopelicula dental (Cavalcanti y cols., 2014;

Fernandez y cols., 2016).

Por otra parte, aunque los datos obtenidos al comparar el grupo control
positivo con el grupo experimental no fueron datos estadisticamente significativos,
el valor obtenido (p=0,083) en la prueba de comparaciones multiples de Bonferroni
es un valor que se acerca al riesgo alfa definido (p<0,05), por lo que se sugiere que
un mayor tamafio muestral podria entregar resultados méas concluyentes al

respecto.

Ademas, pese a que la microdureza superficial de Vickers es un indicador de
pérdida de la integridad del esmalte, es importante considerar en futuros estudios el
uso de otras tecnologias, como la microtomografia computarizada, que permita
relacionar de forma objetiva una menor microdureza superficial con la disminucién

de la densidad mineral del esmalte.

Si bien este estudio entrega un marco de trabajo para el futuro de la
investigacion del efecto de los probidticos sobre el proceso de desmineralizacion
del esmalte dental, los desafios a abordar aun son variados, no solo en la
investigacion en cuanto a cepas probidticas, simbidticos o preparados multicepas a
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utilizar, sino también en lo que respecta al método de administracion y el vehiculo

utilizado para su aplicacion.

En el presente estudio se realiz6 la aplicacion del probiético 1 vez por dia
mediante instilacion directa al bloque de esmalte con biopelicula debido a que
Vivera® es un producto liofilizado que requiere preparacion con un solvente liquido
y aungue mediante instilacion si se generd una exposicion viable a LGG, que se
pudo comprobar a través de la presencia de bacterias bacilos Gram positivo en
suspension en el caldo BHI+G de los pocillos de la placa 3. La aplicacién mediante
instilacion produce una exposicion que dista mucho de aquella generada en la boca
por la forma en la que se consumen los probidticos liofilizados, los cuales no son
aplicados directamente sobre los dientes, sino que tienen un paso mas bien
transitorio por la cavidad oral. Es por esto, que para futuros estudios in vitro deben
ser evaluadas otras vias de exposicion de los bloques de esmalte al probiético,
como la inmersion de los bloques directamente en la preparacion del probiético, la
cual simularia de mejor forma el mecanismo a través del cual los probioéticos entran

en contacto con los dientes en la ingesta real.

El efecto del probidtico LGG demostrado en este estudio establece una
importante linea de investigacion en miras a determinar nuevas alternativas
terapéuticas de la enfermedad de caries, basadas en el control biologico de las
biopeliculas de S. mutans, con mecanismos de accién dirigida y que no alteren de

forma negativa el microbioma oral.
10. CONCLUSIONES

Los bloques de esmalte tratados con probidticos Lacticaseibacillus
rhamnosus GG en un modelo de caries in vitro monoespecie de S. mutans
presentan una mayor dureza superficial al ser comparados con los aquellos que no

recibieron tratamiento probiético.

Los resultados de microdureza superficial obtenidos en los distintos grupos
establecen que el modelo de caries in vitro de biopelicula monoespecie de S.

mutans es una herramienta valida para la investigacion de los procesos de
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desmineralizacion superficial del esmalte, asi como también para la

experimentacion utilizando probidticos.

El efecto del probiético LGG demostrado en este estudio establece una
importante linea de investigacion en miras a determinar nuevas alternativas
terapéuticas de la enfermedad de caries, basadas en el control bioldégico de las
biopeliculas de S. mutans, con mecanismos de accién dirigida y que no alteren de

forma negativa el microbioma oral.
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12. ANEXOS

Anexo 1: Consentimiento informado donantes de terceros molares.

h:l -
o -iA

o ™ W o

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE DIENTES PARA EL ESTUDIO DE
MECANISMO DE ACCION DE PROBIOTICOS

Titulo del Protocolo: “Efecto del consumo de probidlico Laclobaaillus rhamnosus en formalos
sistdmico y topico an & morfologla, diversidad y compasickdn dal blofim
bucal. Modelo in sty de carkes’

Investigador Principal: Dr. Gonzalo Rodriguaz Martinez

Sede de Estudio: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile - Sergio Livingsione 843 -
Indapandencia, Santiago,

Este documento de Consenfimiento Informado se aplicard a pacienies con indicacién de exiraccidn de
terceros molares, y consta de dos parles:

* Informacién (proporciona Informaciin sobra el estudo para usted),

* Formulario de Consentimnto (para firmar sl asta de acuerdo an partcipar)

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

Mi nombre es Gonzalo Rodriguez Marinez y soy académico de la Facultad de Odontologla de la
Universidad de Chile. Esloy realizando una invesligacién de la cual le proporcicnant informackiny a la
que lo invitaré a participar. No liene que decidr hoy si lo hard o no. Anfes de lomar su decisidn puede
hablar acaerca da la investigackin con cualquier parsona de su conflanza. Este proceso 58 CONOCE COMO
Consantimiento Informado y puede que contenga WMrminos que usted no compranda, por o qua ssntase
con la absoluta libertad para pregunisr sobre cualquier aspecio que le ayude aclarar sus dudas al
respeclo.

Una vez aclarada 1odas sus consuRas y despuds que haya comprenddo los objetivos da la investigacidn
y si desea participar, se le solcitard que firme esle formulario,

Justificaciéon de la Investigacion
Exisie evidencia que el consumo de probidticos es (8l en |la prevencidn de caries denial, pero se
desconace tu mecanismo de accidén,
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Objativo

El objeliva del esludio es delerminar el efecio que el consumo de probidlicos en la composicidn de la
placa denlal dependiendo si se loman o se aplcan directamenle en los dienles. Para ello se montardn en
un dispositivo acrilico trozos de dantes humanos estérias,

Beneficios

No existe ningdn tipo baneficks iInmaediato por la participacion en &l estudio ya que los dientes a utilzar
son normaimants desechados. Sin embargo, como consecuencia de esta donacion y de 1a Investigacion a
realizar so espera conlribuir a aplicaciones fuluras en el &mbito de la odonlologia.

Tipo de Intervencion y Procedimiento
Si usted decide participar los dentas que ke serdn extraldos serdn aimacenados para ser posteromanta
utilizados en el presente estudio.

Riasgos

Los dientes donados se utlizardn sdlo con el fin expuesto y no se guardard ningln registro de su
ralacion con usted como donanta, NIngun otro Bpo de estudio se realizard con s dientes Una vez
observados y descritos, los dientes serdn destruidos y eliminados siguiendo ks profocolos de

bicseguridad.
La donacién en i no presenta riesgos, ni costos adicionales para usted, y el financiamienio del proceso
quirirgico de axtracciin Sera su responsabilidad,

Criterios para seleccién de los participantes en el estudio
Los crderos de inclusidn serdn: pacientas con indicackin de extraccidn de lercaros molaras, Cuyos
tercaros molaras estén incluidos,




Anexo 2: Certificado de inscripcién proyecto FonDOR 2022/02.

DIRECCION DE
INVESTIGACION

T DIFO

CARTA - CERTIFICADO DE INSCRIPCION DE PROYECTO FONDOR

M

Santiago, 2 de mayo de 2022
Mat. Asigna Codigo FONDOR 2022/02.

Dr. GONZALO RODRIGUEZ MARTINEZ
Investigador Responsable Proyecto FONDOR
Departamento de Odontologia Restauradora
Facultad de Odontologia

PRESENTE
Estimado Dr. Rodriguez:

Informo a usted que con fecha 2 de mayo de 2022, el Proyecto FONDOR titulado:
“Efecto del Uso de Probioticos No Lactobacillus en la Microdureza Superficial y
Densidad Mineral de Esmalte en un Modelo In Vitro de Caries”, del cual usted es
el Investigador Responsable, ha quedado inscrito en la DIFO con el Cédigo
FONDOR 2022/02, autorizandose su ejecucion a partir del 3 de mayo del afio en
CUrso.

A partir de la Fecha de Registro del Proyecto, usted debe considerar el periodo de

duracion del Proyecto FONDOR de 18 meses, por lo tanto,
Fecha de Entrega Informe Final: 2 de noviembre de 2023.

Deseandole el mayor de los éxitos tanto a usted como a su Equipo de
Colaboradores, se despide cordialmente,

DR. ALFREDO MOLINA BERRIOS

Director de Investigacion
Facultad de Odontologia - Universidad de Chile

AMB/rem.

Correo electrénico: investip:

Facultad de Odontologfa de la
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