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1 Resumen

Introduccion: La caries dental es una enfermedad de alta prevalencia en nifios
en Chile. Resultante de un proceso dinamico, continuo y complejo, involucra
colonizacion bacteriana sobre las estructuras dentarias, influyendo factores del
hospedero y del medio bucal tales como habitos dietéticos, aspectos
relacionados con la saliva como concentraciones de fluoruros presentes en la

cavidad oral, influencias ambientales y sociales.

La importancia de la saliva en la prevencién de caries es bastante reconocida.
El rol potencial los péptidos antimicrobianos como la beta-defensina humana 3
(HBD-3), contenida en ella han sido objeto de multiples investigaciones por su
estructura y funciones que ofrecen posibles aplicaciones farmacéuticas dada su
demostrada  actividad antibacteriana en contra de patdgenos orales,

incluyendo a S. mutans.

Con esta nueva comprension de las interacciones microbianas en la cavidad
oral, ha comenzado a existir un interés en los enfoques que inhiben
selectivamente a los patégenos orales o modulan la composicién microbiana de

la placa para el control de la patogénesis microbiana en la comunidad.

Entre ellos los probidticos, microorganismos vivos que al ser administrados en
cantidades adecuadas confieren beneficios al hospedero, ha sido un método
popular para la modulacion de estas comunidades y de esta forma ofrece un
nuevo de acercamiento preventivo para el control de caries basado en el

concepto de cambios de la ecologia del biofilm oral.

Objetivo: Establecer el efecto del consumo de leche con y sin lactobacilos en

la concentracion salival de Defensina Humana 3 a tres meses plazo.

Materiales y Método: Se realiz6 un ensayo clinico controlado randomizado

por clusters triple ciego en 36 nifios y nifias preescolares de la fundacién



INTEGRA de entre 2 y 3 afios durante 3 meses. Todos ellos sanos desde un
punto de vista de salud general, con o sin lesiones de caries cavitadas al inicio
del estudio y con el consentimiento informado firmado y aceptado por sus

padre y/o apoderados.

Se asigno un grupo control y otro experimental que recibié 100 mL de leche

descremada con 107 UFC/gr Lactobacillus rhamnosus LRHO08.

Se realizaron al inicio y a los 3 meses plazo examenes clinicos de deteccion de
lesiones de caries y toma de muestras de saliva para detectar HBD-3 par test
de ELISA

Los indices de caries fueron calculados mediante la determinacion de los
promedios y correspondientes medidas de dispersion. Estos se compararon a
través del test t de student. La incidencia de caries fue calculada como el
incremento en el indice ceod en cada grupo de intervencion y se compararon
por el mismo test estadistico, ajustado por edad y género. El analisis de los
datos se realiz6 con el programa estadisticos STATA.

Resultados: Se incorporaron al estudio 36 nifios matriculados en los jardines
seleccionados pertenecientes a la fundacion INTEGRA, cuyos apoderadas
asintieron con el consentimiento informado y cumplian con los criterios de
inclusion. El 64% de la muestra era femenina y 36% masculina, con un
promedio de 3 afios de edad. Luego del primer examen clinico (T0), se
ajustaron los grupos de estudio en 44% libre de caries y 56% con presencia de

lesiones de caries.

Los datos se ajustaron a la presencia o no de lesiones de caries entre los
grupos experimental consumidor de probiéticos y el control. Estos muestran
diferencias en la concentracion salival de beta defensina humana 3 entre TO y
T1. Los individuos libres de caries del grupo experimental mostraron un
aumento considerable en los valores de la misma, superior a cualquier otro

subgrupo de la muestra



En tanto a los individuos con presencia de caries tanto en el grupo
experimental como el control, disminuyeron su concentracion salival de HBD-3
en casi la mitad de su valor para el grupo experimental y a un tercio para el

control entre T1 y la medicion basal TO.

Al realizar un test para andlisis de muestras no paramétricas (Test de Mann-
Whitney), entre los grupos experimental y control ajustado por presencia de
caries sus resultados si bien evidencian diferencias en la concentracion de

HBD-3 en saliva, no son estadisticamente significativas (p<0,01).

Conclusion: No existen diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de beta defensina humana 3 en preescolares que consumen
regularmente leche enriquecida con probidticos en sus jardines infantiles

después de tres meses de seguimiento.

2 Marco teoérico

2.1 Laenfermedad de Caries

La caries dental es una enfermedad de alta prevalencia a nivel mundial.
Resultado de un proceso dinamico, continuo y complejo, involucra colonizacion
bacteriana sobre las estructuras dentarias, influyendo factores del hospedero y
del medio bucal tales como habitos dietéticos, aspectos relacionados con la
saliva como concentraciones de fluoruros presentes en la cavidad oral,
influencias ambientales y sociales altamente complejas que se pueden resumir
en factores conductuales y socioeconémicos (Hicks y Cols, 2003; Fejerskov,
2004)



El principal signo de la enfermedad son las lesiones de caries, producidas por
la desmineralizacién progresiva y localizada de los tejidos duros del diente
debido a la baja del pH provocada por la metabolizacién de los azlcares

fermentables presentes en el biofilm (Fejerskov y Kidd 2003).

2.2 Epidemiologia de la caries en Chile

En Chile, la caries temprana de la infancia es un problema de salud publica. El
Ministerio de Salud de Chile evidencia que en la region Metropolitana los
nifios de 2 afos de edad tienen una prevalencia de caries de alrededor de 17%
y un indice ceod de 0,54, 48% para los nifios de 4 afios de edad con un indice
ceod de 2,32 (MINSAL, 2007).

A nivel nacional, la prevalencia de caries en nifilos de 6 afos alcanza un 70% y
de mas del 60% a los 12 afios en 1992 y 2007 (MINSAL, 2007), leve descenso
en los indicadores explicado por el reemplazo de piezas deciduas afectadas

durante la denticion mixta de segunda fase.

2.3 Componente bacteriano de la enfermedad de caries

El biofilm esta conformado por células bacterianas adheridas y cohesionadas
sobre un sustrato celular o inerte, involucrando un proceso de transformaciones
fisicas, quimicas y biologicas bacterianas, influyendo sobre la expresion
genética y variabilidad fenotipica de la comunidad bacteriana involucrada.
(Hojo. K'Y Cols, 2009).

La patogenicidad del biofilm sobre la bacteria oportunista en estado plantdnico

radica en dos principios:



e Capacidad de amplificar su resistencia antimicrobiana.

e Proteccion contra los mecanismos de defensa del propio hospedero.

La placa bacteriana dental es un tipico ejemplo de biofilm, y explica la etiologia

de la cariogénesis (Lazar V, 2010).

Las bacterias cariogénicas tales como Streptococcus mutans y Streptococcus
sobrinus son las responsables de la desmineralizacion del diente debido a su
habilidad de producir &cido. Adicionalmente, son capaces de sobrevivir en este
ambiente a pH bajo (Bowen y Koo, 2011). Microorganismos del grupo S.
mutans han sido identificados como el principal patdégeno involucrado en el
desarrollo de las caries, sin embargo, en los Ultimos afios se ha descrito que la
microflora en la superficie del dental cambia con el desarrollo de la lesion de
caries desde una predominancia de streptococci no mutans y Actinomyces spp,
a una dominancia de S. mutans y otras bacterias no mutans, incluyendo

lactobacilli y Bifidobacterium spp. (Takayashi y Nyvad, 2011).

2.4 Modelo de caries y su enfoque terapéutico de enfermedad de caries

Numerosas investigaciones buscan identificar factores de riesgo de la caries
dental asi como también identificar los componentes inmunes que pueden
proteger contra la caries o evitar su desarrollo. Esto, porque el modelo de
tratamiento quirdrgico de la caries, que involucra la remocion del tejido
desmineralizado e infectado, no elimina el factor bacteriano dentro del modelo
actual de caries. Por ello, los desafios terapéuticos actuales apuntan a
desarrollar esa linea, dada la demostrada incapacidad de los antibiéticos y
antimicrobianos en suprimir la infecciébn totalmente. La posibilidad de
repoblacion de la cavidad oral con patégenos levanta serias dudas sobre la
eficacia de las terapias clasicas en la eliminacion del causal bacteriano, asi
como tampoco garantiza ninguna selectividad dentro de sus efectos, dejando la
ventana abierta a que los patégenos restantes puedan repoblar las superficies
del diente (Mauli y Cols, 2012).



2.5 Componente Salival como factor protector

El sistema de defensa salival juega un importante rol en la mantencion de la
salud de en la cavidad oral y en la prevencion de caries (Van Niuw y Cols,
2004). Los atributos protectores de la saliva, tales como su capacidad buffer y
el flujo mecanico, asi como también los componentes del sistema inmune
innato, funcionan colectivamente para mantener el balance entre salud y
enfermedad. La importancia de la saliva en la prevencion de caries es bastante
reconocida. El rol potencial de las proteinas salivales y dentro de éstas, los
péptidos antimicrobianos, han sido objeto de multiples investigaciones
(Phattarataratip y Cols, 2011).

2.6 Péptidos antimicrobianos salivales

Los péptidos antimicrobianos son antibidticos naturales que entregan una
primera linea de defensa en contra de un amplio espectro de patégenos, que

incluyen bacterias Gram + y Gram-, virus y hongos (Zasloff, 2002 ;Ganz, 2003).

Estos péptidos son un importante componente de la respuesta inmune innata,
la cual contiene los mecanismos protectores que forman la primera linea de
defensa capaz de reaccionar rapidamente y eliminar los potenciales patégenos
(Underwood y Bevins, 2010).

Particularmente, su importancia en la cavidad oral se fundamenta en su efecto
sobre la microflora bacteriana presente en un alto nimero todo el tiempo,
protegiendo estructuras dentarias y mucosas. Muchas son las razones que

responden a esto:

e Amplio espectro antimicrobiano.
e Sinergismo y co-expresion con otros antimicrobianos en saliva.
e Estimulacion del sistema inmune adquirido, mejorando las funciones y

produccion de IgA e IgG.



Luego, los antimicrobianos orales proveen una verdadera barrera antibiética

natural, previniendo la formacién de biofilm (Dale and Cols, 2006).

Existen 3 principales familias de péptidos antimicrobianos, definidas por la
composiciébn aminoacidica y por su estructura tridimensional (Abiko y Kaky,
2003):

1. Catelicidinas o LL-37. Son péptidos alfa helicoidal sin cisteina (Bals y
Wilson, 2003). Sélo una catelicidina ha sido identificada en humanos, la cual es
un péptido antimicrobial de 18kDa. Este péptido es expresado por neutroéfilos y
tejido epitelial, especialmente en la cavidad bucal y en el tracto respiratorio. Su
funcion es quimiotaxis y estimulacion de monocitos, células T, neutrofilos y
mastocitos (Gordon, 2005).

2. Histatinas. Moléculas peptidicas con una inusual proporcién de amino
acidos especificos (De Smet y Contreras 2005; Ganz, 2003). Las histatinas
comprenden una familia de proteinas catibnicas de bajo peso molecular
producidas y secretadas por la glandula parétida, submandibular y sublingual.
Las histatinas generalmente exhiben actividad apoptética en distintas cepas
microbianas y una potente actividad antifingica, especialmente contra Candida
Albicans (Edgerton y Cols, 2000).

3. Defensinas. Péptidos con tres puentes disulfuro (Joly y Cols, 2004;
Bartie y Cols, 2008). Las defensinas juegan un importante rol en la inmunidad
humana debido a su variada expresion y su presencia tanto en tejidos sanos,
como infectados o inflamados (Ganz, 2003). Estas moléculas se presentan
dentro del rango micromolar y son ampliamente expresadas por epitelios asi

como por neutréfilos (Ganz, 2004).



2.7 Defensinas salivales

El principal mecanismo por el cual las defensinas ejercen su accion
antibacteriana es por la permeabilizacion de la membrana, la cual en bacterias
provoca la inhibicion de la sintesis de RNA, DNA y proteinas (Ganz, 2003). La
interaccion de las defensinas con sus células blanco esta dada por la atraccion
electrostatica que se establece entre éstas. Su carga positiva interacciona con
la membrana celular bacteriana dada la fuerte carga negativa que le entregan
sus componentes, tales como el LPS en bacterias Gram negativas,
polisacaridos en bacterias Gram positivas y los fosfolipidos propios de la

membrana en el caso de ambas (Gomes y Fernandes, 2010).

En general las defensinas son expresadas en respuesta a la presencia
de microorganismos y son responsables de la migracion de células del sistema
inmune innato (Diamond y Cols, 2009), activan la via clasica del complemento
y tienen el potencial de modular la respuesta inflamatoria a través de la
regulacion de la expresion de citoquinas y de moléculas de adhesion. Estos
péptidos pueden funcionar como nexo entre la inmunidad innata y adquirida ya
que provocan la quimiotaxis de linfocitos T, células dendriticas inmaduras y
potencia la produccién de anticuerpos (Tani y Cols, 2000). Evidencia de
aguello es que miembros de la familia de las defensinas exhiben estructuras
similares a las citoquinas liberadas por interaccién con patégenos, generando
actividad quimiotactica. Especificamente las B defensinas poseen un potente
efecto en este sentido, reclutando células T de memoria, células dendriticas
inmaduras, neutréfilos, mastocitos y monocitos dependiendo del tipo de
defensina, diferenciandose su efecto en base a la estructura de disulfuros que
posea (Diamond G y Ryan LK, 2001).

Las defensinas pueden ser divididas en a y B defensinas, y el interés que ha
generado su estudio esta basado en su potente actividad antibacteriana, que
tiene ventajas en relacion a los antibiéticos comunes, siendo capaces de actuar
en contra de algunos patdégenos que han desarrollado resistencia antibiética (
Hancock, 2001).



2.8 Alfa defensinas

Las a-defensinas son péptidos de 29 a 35 aminoacidos y son mas cortos que
las B-defensinas las cuales constan de 38 a 42 residuos (Raj y Dentino, 2002),
ricos en aminoacidos cationicos, lo cual les entrega una carga neta positiva
(Ganz, 2003).Ambas familias contienen 6 residuos conservados de cisteinas,
unidos mediante enlaces disufuro. La estructura terciaria de estos péptidos
consiste en 3 hojas beta antiparalelas, las cuales se encuentran constrefiidas
por los residuos de cisteina (Ganz, 2003).Las diferencias entre las familias se
basa en el largo y el plegamiento de la cadena peptidica, la localizacion y la
posicion de los residuos de cisteina en la secuencia aminoacidica y en los
puentes disulfuro, los cuales son responsables del emparejamiento de cisteinas
(Gomes y Fernandes, 2010).

Las a-defensinas son expresadas por neutréfilos humanos y células
Paneth (células especializadas de la mucosa intestinal). Los neutrofilos
producen a-defensinas 1 a 4 (HPN-1 a HPN-4), mientras que la5y 6 (HD-5y
HD-6) son producidas por las células intestinales (Wu y Cols, 2004), y en el
tracto genitourinario (Svinarich y Cols, 1997). En saliva total han sido
identificadas las a-defensinas HPN-1, 2 y 3 (Goebel y Cols, 2000), donde
tienen como funcién la muerte no oxidativa de microorganismos. Han sido
identificadas en el fluido crevicular donde son producidas por los neutréfilos
que migran desde el torrente sanguineo a la cavidad bucal (Abiko y Kaky,
2003). Este flujo de neutrofilos es necesario para la salud periodontal y
defectos en la funcion y quimiotaxis de éstos estan asociados a enfermedad

periodontal en nifios (Putsep y Cols, 2002).

Por otro lado, las beta defensinas HBD1-3, son producidas por las células
epiteliales y han sido detectadas en glandulas salivales, encia, lengua y
mucosa bucal (Harder y Cols, 2001). HBD1 es expresada constitutivamente
(Sahasrabudhe y Cols, 2000), aunque también puede ser inducida, mientras
las HBD2 y 3 son generalmente expresadas en bajos niveles, in vivo, bajo

condiciones normales y tienen expresiéon inducible ya sea por estimulacion por
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componentes bacterianos o por mediadores inflamatorios (Harder y Cols,
2001; Dhople y Cols, 2006). Estudios in vitro usando lineas celulares y cultivos
primarios confirman esta induccion y han identificado numerosas vias de
sefales de transduccion responsables de ésta. En general, se ha observado
que la HBD2 y 3 son inducidas in vitro en células epiteliales de mucosa y encia

en respuesta a la mayoria de los patégenos orales (Diamond y Cols 2008).

2.9 Betadefensinas

La expresion de las beta defensinas puede ser por estimulacion directa por los
patdbgenos orales y también pueden ser inducidas por citoquinas pro-
inflamatorias que incluyen IL1B3, TNFa y IL-17, que son producidas en
respuesta a la invasion bacteriana, por lo tanto, ellas funcionan como agente
antibiotico directo para mantener la homeostasis bacteriana de la cavidad
bucal, y pueden naturalmente prevenir la colonizacion de patégenos (Diamond
y Cols 2008; Diamond y Cols, 2009).

Entre las beta-defensinas humanas identificadas, la HBD-3 es de
especial interés por estructura, funciones y también para posibles aplicaciones
farmacéuticas. Su habilidad de exhibir actividad antibacteriana a
concentraciones fisiolégicas de sal en contra de Gram+ y Gram- (Wu y Cols,
2003), que esta determinado por que presenta la mayor carga positiva en
relacion a las beta defensinas 1 y 2 (Schibli y Cols, 2002). Adicionalmente
interviene en la inmunidad innata y en la inmunidad adaptativa, ya que participa
en funciones bioldgicas como la quimio atraccién, conectado ambas respuestas
inmunes (Wu y Cols, 2003), las cuales son ventajas biolégicas con respecto a

otras beta defensinas.
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Por otro lado, el analisis de la expresion del gen de HBD-3 en distintos
organos por RT-PCR, muestra fuerte expresion de su mRNA en piel, traquea,
lengua y amigdalas, pero menos frecuencia de expresion en glandulas

salivales.

2.10 Alfay beta defensinas salivales y su relacion con caries

Se ha tratado de relacionar los niveles de alfa defensinas con el riesgo de
caries. En un estudio realizado en 149 nifios de 11 a 15 afios, se midieron
niveles de HPN1-3 en saliva no estimulada, donde niveles significativamente
altos de estos péptidos fueron encontrados en pacientes con caries, por lo
tanto, bajos niveles de HPN1-3 podrian representar un factor biol6gico que
contribuye a la susceptibilidad de caries, pero este resultado no es del todo
concluyente por las limitaciones metodoldgicas del estudio presentadas por el
autor (Tao y Cols, 2005). Es por esto que se hace fundamental conocer cuél es
la relacion de estos péptidos con las enfermedades orales, ya que pueden
complementar el diagndstico de riesgo caries y adicionalmente ser utilizados

como agente terapéuticos, tanto las a como las  defensinas.

En cuanto a las beta defensinas salivales, estudios in vitro utilizando HBD-3
recombinante, han demostrado que este péptido posee actividad antibacteriana
en contra de patdgenos orales, incluyendo a S. mutans, donde la mayor accion
bactericida la ejerce en contra de anaerobios, siendo menor en aerobios (Song
y Cols, 2009), a diferencia de otros estudios donde la HBD-3 tiene efecto
bactericida en contra del 100% aerobios y de la mitad de los anaerobios (Joly
y Cols, 2004). En otros estudios in vitro S. mutans tiene un alta susceptibilidad
a HBD-3 (Ouhara y Cols, 2005).

El biofilm oral al ser expuesto in vitro a la accion de HBD-3, resulta en un
aumento del nimero de bacterias muertas, mayor que cuando se tratan con

clorhexidina o hidréxido de calcio (Lee y Cols, 2013). Zhu et al encontraron que
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HBD-3 no solo inhibe la formacién y maduracion del biofilm, sino que también
reduce el biofilm preexistente en las superficies de implantes de titanio,
inhibiendo la sintesis de polisacérido al nivel de transcripcion de genes (Zhu y
Cols, 2013).

En vista de los estudios realizados es necesario conocer en mayor
profundidad cual es la real relacion de HBD3 con el biofilm oral y si existe
relacion como predictor del riesgo de caries. El interés en el analisis de estas
interacciones ha aumentado notablemente en los dltimos afios, con la finalidad
de ser utilizado para prevenir y controlar condiciones orales y médicas, dado
que el proyecto del microbioma humano ha aportado ideas tales como que los
biofilms dentro y fuera del cuerpo han co-evolucionado con la humanidad, y

desempeiian un importante papel en el mantenimiento de la salud.

2.11 Inmunomodulacién y Bacterioterapia

Con esta nueva comprension de las interacciones microbianas en la cavidad
oral, ha comenzado a existir un interés en los enfoques que inhiben
selectivamente a los patdgenos orales o0 modulan la composicién microbiana de
la placa para el control de la patogénesis microbiana en la comunidad. En los
altimos afos, la microbiologia oral se ha convertido en un area importante para
desarrollar nuevas tecnologias que podrian ser Gtiles para la gestion de otras

comunidades microbianas favorables para la salud bucal (Twetman, 2012).

Envista y considerando a la caries como una enfermedad que dentro de su
totalidad posee un componente infeccioso, cobra sentido apelar a terapias
preventivas inmunoldgicas para su control, idea que aun no esta comprobada
del todo. Bajo dicha légica, se recurren a métodos de inmunizacién activa y/o

pasiva para lograr dicho efecto. Activa, en cuanto trata de inducir anticuerpos
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anti S. Mutans antes de la erupcién dentaria, y pasiva, cuando se administra
por medio de alimentos de preferencia infantiles probidtico. Esta tltima es de la
cual se tiene mas evidencia respecto a sus avances (Pereira Ay Cols, 2010).

Entre ellos, el enfoque probiodtico ha sido un método popular para la modulacion
de estas comunidades y de esta forma un nuevo acercamiento preventivo para
el control de caries basado en el concepto de cambios de la ecologia del biofilm

oral (Xuesong He y Cols, 2009).

2.12 Los Probioticos

Los probidticos se definen como microorganismos vivos los que al ser
administrados en cantidades adecuadas, confieren beneficios al hospedero
(Guarner y Cols, 2005). Hay mdultiples tipos de probidticos, pero los
ampliamente usados e investigados en medicina son Lactobacillu spp,
Bifidobacterium spp y Saccharomyces boulardii (Sazawal et. al., 2006). Una
formulacién aproximada de 108 bacterias probidticas por gramo o mililitro con
una ingesta de 1.5-2 dl. Por dia es recomendada, y los productos de consumo
diario deben ser sin azucar y endulzados sélo con endulzantes naturales (Petti
y Cols, 2008).

Nuestro cuerpo contiene mudltiples nichos ecoldgicos microbiolégicos. Las
bacterias pueden ser eliminadas de la cavidad oral por una serie de
circunstancia que origina un desbalance en la misma. Esto puede producirse
por el consumo de antibidticos, drogas, alcohol, estrés o exposicion a
sustancias toxicas, etc. En casos como estos, la perdida de ciertos grupos
bacterianos deja la compuerta abierta a que competidores dafiinos dafien
nuestra salud oral. Los probiotico beneficiarian el establecimiento temporal de
colonias beneficiosas, simil a las caracteristicas y funciones de la flora natural,
dando tiempo a la repoblacion de esta ultima de la cavidad oral. Por esto los

probidticos son llamados “correctores de ecosistema” (Mauli y Cols, 2012).
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2.13 Mecanismos de accion probiotica

Se han propuesto diversos mecanismos de accion para los probidticos a nivel
de la salud general, entre ellos destacan la competicion directa con bacterias

patégenas a nivel intestinal, la inmunomodulacion y mejora de la inmunidad.

Los potenciales mecanismos de accion de los probioticos contra bacterias

patdgenas son:

1. Co-agregacion y la inhibicién del crecimiento.

2. Produccién de bacteriocina y de peréxido de hidrégeno.

3. Exclusién competitiva a través actividad antagénica sobre la adhesién y
la nutricion.

4. Inmunomodulacion.

Por consiguiente, la composicion y la actividad metabdlica de la biopelicula oral
pueden ser modificadas temporalmente. Los efectos de las bacterias
probioticas parecen ser cepa especifica, y no puede ser aplicadas directamente
a otras cepas. Por otra parte, las mismas cepas pueden tener un efecto
diferente en cada individuo (Koll-Klais, 2005).

2.14 Vias de administracion probiotica

Los probioticos se pueden utilizar como una medida de auto-aplicacién por via
oral proporcionados por los diferentes vehiculos en una de las cuatro formas
béasicas:(i) como una cultura se concentran afadido a las bebidas (por ejemplo
el jugo de frutas), (i) inoculadas en fibra prebidtica que promueven el
crecimiento de bacterias probiodticas, (iii) inoculadas en los alimentos lacteos o
productos lacteos (por ejemplo, bebidas de leche, yogur, queso) y (iv) como
células liofilizadas, secos envasados como suplementos dietéticos
(comprimidos, goma de mascar). El consumo diario de productos lacteos,

parece ser la forma mas natural de la ingestion de las bacterias probiéticas,
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teniendo en cuenta los beneficios nutricionales de estos alimentos (Twetman y
Stecksen-Blicks, 2008).

Evaluar cuan adecuado puede ser el vehiculo de administracion de un
probidtico es esencial. Muchas de las formas en que naturalmente
encontramos los probidticos son por medio de productos fermentados
derivados de la leche (Garima Y Cols, 2012).

2.15 Probidticos y control de caries

En la actualidad, la evidencia sugiere que los probiéticos se pueden aplicar al
control de la caries dental (Nase y Cols, 2001;.Comelli y Cols, 2002;.Meurman,
2005;Caglar y Cols, 2005; He y Cols, 2009; Tanzer y Cols, 2010). Muchos
estudios clinicos reportan efectos de reduccion del desarrollo de caries con el
uso de probidticos. Los probiéticos cominmente usados son acidogénicos y
tienen la capacidad de disolver estructuras dentarias como el esmalte y
dentina. Sin embargo, se ha visto que pocas cepas de lactobacilos participan
en la caries, y las que lo hacen intervienen en el progreso de la misma mas que
en la iniciacion (Garima y Cols, 2012). Los lactobacilli son considerados
bacterias cariogénicas, pero estudios in vitro y estudios clinicos fundamentan

efectos beneficiosos en la salud oral (Badet, 2008).

Los lactobacilos son bacterias altamente acidogénicas y aciduricas, y crecen
de manera 6ptima bajo condiciones ligeramente &cidas. Se les considera una
parte normal de biofilm oral y comprenden aproximadamente el 1% de las
especies que pueden cultivarse. Las bifidobacterias, por otra parte, se
producen solo en cantidades diminutas en la biopelicula oral normal (Twetman,
2012). En particular, los géneros de Lactobacillus y Bifidobacterium, pueden
ejercer efectos beneficiosos en la cavidad oral mediante la inhibicion de
Streptococcus y Candidas (Meurman 2005). Los probiéticos han sido probados

en contra de miembros especificos de la microbiota, a menudo Streptococcus
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mutans (Beighton 2009), debido al papel central de estos microorganismos en
la caries dental (Loesche, 1986, Tanzer y Cols, 2001; He y Cols, 2009).

La administracion de Lactobacillus reuteri y Lactobacillus rhamnosus GG
sugiere el descenso de los recuentos salivales de Mutans Streptococci (MS)
(Caglar 2006;,Nase 2001) y recientemente un estudio demostré in vitro la
coagregacion lactobacillus/MS especialmente de Lactobacillus paracasei y L.

rhamnosus (Lang 2010).

Méas aun, un estudio clinico randomizado y controlado con 7 meses de
seguimiento muestra una reduccion de la incidencia de caries en un grupo de

nifios que consumieron leche con L. rhamnosus (Nase 2001).

El més reciente estudio clinico se desarrollé en Suecia, con un seguimiento de
21 meses y el consumo regular de leche suplementada con L. rhamnosus LB21
y fluoruros, este estudio reporté una reduccidén en la incidencia de caries en
niflos preescolares, como también beneficios adicionales a la salud general,
tales como menor nimero de dias con tratamiento antibiético (Stecksén-Blicks
y Cols, 2009).

Se puede concluir que los probidticos tienen un importante rol en la prevencion
de las enfermedades dentales, en especifico de la caries. Sin duda alguna,
esto se presenta como una efectiva via terapéutica futura, en una época donde
el desarrollo creciente de la resistencia antibiética se presenta como problema.
La colonizacion si se desarrolla a edad temprana, puede prevenir esta
relevante patologia pediatrica. Antes del establecimiento de esta medida
preventiva, existen aun dudas sobre cual es el mejor probidtico en la cavidad
oral, dosis y momento de dosis, asegurando una disponibilidad mantenida en el
medio oral, costo efectivo y facil de administrar, para lo cual se requieren

estudios longitudinales futuros (Garima y Cols, 2012).

En sintesis, considerando los efectos que los probidtico tienen sobre la salud

oral y valorando los efectos directos que estas tienen sobre la placa dental,
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produciendo antimicrobianos, interfiriendo sobre las proteinas y células que
forman el biofilm compitiendo por sustrato, asi como actuando indirectamente
sobre el control de la cavidad oral, regulando la permeabilidad mucosa,
generando presion selectiva sobre el desarrollo de la flora oral y modulando
efectos sobre la funcion inmune sistémica como mejorando la inmunidad local
(Mauli y Cols, 2012), es donde es necesario establecer si existen diferencias en
la expresion de beta defensina humana 3 al incidir como variable el consumo
de probioticos durante un plazo predefinido, 3 meses para nuestra propuesta

investigativa, y compararlo con un grupo control.

3 HIPOTESIS

Existen diferencias en la expresion de beta defensina humana 3 en
preescolares que consumen regularmente leche enriquecida con probidticos

en sus jardines infantiles después de tres meses de seguimiento.

4 OBJETIVO GENERAL

Establecer el efecto del consumo de leche con y sin lactobacilos en la

concentracion salival de Defensina Humana 3 a tres meses plazo.

5 OBJETIVOS ESPECIFICOS
5.1 Objetivo especifico 1

Determinar expresion inicial y a 3 meses plazo de Beta Defensina

humana 3 en grupo control.
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5.2 Objetivo especifico 2

Determinar expresion inicial y a 3 meses plazo de Beta Defensina

humana 3 a grupo experimental.

5.3 Objetivo especifico 3

Comparar la expresion de Beta Defensina huma 3 inicial y a 3 meses

plazo entre grupo control y experimental.

6 METODOLOGIA

Tipo de estudio e Intervencién

Ensayo clinico controlado randomizado por clusters triple ciego. Los nifios
asignados al grupo experimental recibieron 100 mL de leche descremada con
107 UFC/gr Lactobacillus rhamnosus LRHO08. La leche fue adquirida por el

grupo investigador y despachada a los jardines infantiles regularmente.

La cepa probidtica utilizada fue proporcionada por la empresa Clerici Sacco,
Italia. Su utilizacion (LHRO08) se determind ya que mediante una comparacion
previa de los fingerprints de DNA utilizando técnicas moleculares de
caracterizacion, RAPD-PCR y Rep PCR, se demostré que Lactobacillus
rhamnosus GG y Lactobacillus rhamnosus LRH08, presentan el mismo patrén
de amplificacion, indicando que son la misma cepa (Instituto di Microbiologia -

Centro Ricerche Biotecnologiche—Universita Cattolica del Sacro Cuore).
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Las educadoras de los jardines infantiles fueron instruidas respecto al
monitoreo del consumo de leche por los nifios. Ademas se realizaron
capacitaciones a las manipuladoras de alimentos de cada jardin para que
pudieran cumplir con la labor de preparar la leche segun lo indicado por el
fabricante. Un libro de registro fue mantenido en cada centro educacional para
registrar la asistencia de los nifios, o la ausencia debido a enfermedad y
cuando el nifio consumidé o no la leche. Este libro se utilizé finalmente para

valorar la adherencia a la intervencion.

La leche experimental y la leche de control fueron consumidas solamente
durante 5 dias de la semana y no durante los fines de semana, feriados o
periodos de vacaciones. Los nifios del grupo control recibieron 100 ml de leche
descremada sin el probidtico antes descrito. Ambos productos tenian las

mismas caracteristicas organolépticas para evitar sesgo de seleccion.

6.1 Poblacion Objetivo y Muestra

La poblacion objetivo fue la poblacién de nifios y nifias de 2 a 3 afios de edad
que asistian a educacion preescolar en establecimientos dependientes de la
fundaciéon INTEGRA de la region metropolitana. A estos jardines infantiles
asisten principalmente nifios que pertenecen a familias en situacion de pobreza

y/o vulnerabilidad social.

6.1.1 Aspecto ético

El presente estudio fue presentado ante el comité de ética de la Direccion de
investigacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile para su

aprobacion.

Adicionalmente, antes de comenzar la intervencién, se presentd un documento
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de consentimiento informado a los padres y/o responsables de los nifios y
nifias, el cual informaba sobre las implicancias y objetivos de esta investigacion
(Anexo n°1).

6.1.2 Criterios de inclusién

Niflos y nifias sanos desde un punto de vista de salud general con o sin
lesiones de caries cavitadas al inicio del estudio y con el consentimiento

informado firmado y aceptado por sus padre y/o apoderados.

6.1.3 Criterios de exclusion

Nifios y niflas con alteraciones sistémicas de cuidado y/o que presenten
intolerancia a la leche o alergia a alguno de los componentes de las leches
experimentales y/o placebo, o que sus padres y/o apoderados no firmaran o

aceptaran el consentimiento informado.

6.1.4 Construccién de grupos de investigacion

Este estudio clinico controlado fue randomizado por clusters, por lo que fue
necesario ajustar el tamafio de muestra ante la variabilidad intraclusters. La
decision de randomizar de esta forma es de tipo operativa, ya que existe un
gran riesgo de contaminar el estudio si las educadoras y/o manipuladoras de
los alimentos en los jardines infantiles se confundian en la entrega de las
leches experimentales o placebos a los nifios de sus cursos. Al aleatorizar por
curso, todo el curso consumio ya sea la leche experimental o placebo,

minimizando la posibilidad de equivocacion.

Los diferentes jardines fueron asignados de manera aleatoria a los grupos de
intervencién y control, mediante sorteo de numeros aleatorios. La condicion de
pertenencia al grupo control o intervencion fue dada por un cédigo de colores y

un monitor independiente revelo el significado del cédigo una vez que los datos
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fueron analizados.

Los examinadores clinicos, los investigadores, las familias, los nifios y quienes
analizaron los datos estuvieron ciegos al grupo de estudio al que fueron

asignados.

Para la construccién de los clusters se considerd un coeficiente intra clase
(ICC) de 0,01, tomando en cuenta que no existen antecedentes de ICC para
incidencia de caries dental en esta poblacion de estudio y la imposibilidad de

realizar un estudio piloto debido al tiempo necesario y el costo asociado.

6.2 Coordinacion de trabajo de campo

Un coordinador de trabajo de campo dentro del equipo, mantenia contacto
permanente con los jardines infantiles, supervisando la entrega adecuada de
las leches con y sin probidticos, ademas de fiscalizar el consumo de las leches
por parte de los nifios y la asistencia a clases de los preescolares, entre otras

labores.

6.3 Técnicas de recoleccion de lainformacion

6.3.1 Exa&menes clinicos

Examenes clinicos fueron realizados al inicio y a los 3 meses del estudio. Los
examenes fueron llevados a cabo por 2 equipos de odontologos clinicos con
experiencia, capacitados y calibrados en cada jardin infantil. Los examenes se

realizaron utilizando un espejo dental, una sonda OMS y luz artificial LED.

Las lesiones de caries fueron registradas siguiendo los criterios de la

Organizacion Mundial de la Salud. El incremento de caries se defini6 como la
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diferencia entre los valores de caries dental del indice ceod e ICDAS con
valores 5 y 6, al inicio de los periodos definidos de examen y los registrados a

los 3 meses de seguimiento.

El indice ceod inicial definio la condicion basal de los individuos para el calculo

de incidencia.

Test de confiabilidad inter e intra examinadores fue realizado antes de los
examenes de inicio, y a los 3 meses del estudio. Se alcanzaron valores

clasificados como buen acuerdo (rango de indice Kappa 0,61-0,8).

6.3.2 Toma de muestra

Al inicio y a los 3 meses, a cada nifio del estudio se le tom6 una muestra de
saliva con una pipeta para analisis bioquimico. Las muestras se transportaban
en un recipiente a temperatura adecuada, de manera inmediata luego de ser
tomadas, al laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile.

6.3.3 Analisis bioquimico

Los niveles de beta defensina 3 en las muestras de saliva fueron determinados
usando un kit comercial de ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas o

test de ELISA ( US Biological, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Brevemente, las muestras a evaluar y la curva estandar fueron adicionadas a la
placa recubierta con el anticuerpo de captura e incubadas por 1 hora. Luego
de 4 lavados, se agrego el anticuerpo de deteccion anti-beta defensina 3
conjugado a biotina (dilucién 1:100) y se incubo durante 1 hora. A continuacion,
se lavd nuevamente 4 veces y se tratd con la enzima HRP-estreptavidina

(1:100) durante 30 minutos. Luego de 5 lavados, se agregé el sustrato TBM y
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se dejo de 10 a 15 minutos en la oscuridad. Finalmente, se detuvo la reaccion
usando solucion de stop y se midio la absorbancia de la placa a 450nm en un
espectrofotometro. Las concentraciones mostradas se obtuvieron de una curva

estandar interna generada para cada experimento.

6.3.4 Plan de andlisis de datos

Los indices de caries fueron calculados mediante la determinacion de los
promedios y correspondientes medidas de dispersion. Los promedios de
ambos grupos se compararon a traves del test t de student. De la misma
manera, la incidencia de caries fue calculada como el incremento en el indice
ceod en cada grupo de intervencibn y se compararon por el mismo test
estadistico, ajustado por edad y género. El analisis de los datos se realizé con

el programa estadisticos STATA.

7 Resultados

Se incorporaron al estudio 36 nifios matriculados en los jardines seleccionados
pertenecientes a la fundacion INTEGRA, cuyos apoderadas asintieron con el
consentimiento informado y cumplian con los criterios de inclusion. En cuanto a
la descripcion del total de la muestra segun género, el 64% de la misma era
femenina y 36% masculina. Luego del primer examen clinico (T0), se ajustaron
los grupos de estudio en 44% libre de caries y 56% con presencia de lesiones

de caries
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Los 36 nifios del total de la muestra estudiada tenian un promedio de 3 afios de
edad al momento de la medicion (Ir a tabla 1). Dado que el plazo de la
intervencién fue de 3 meses (T1), se obvio el cambio en la edad promedio de la
muestra estudiada asi como la variacién en su ceo/icdas durante el mismo
periodo. En el tiempo basal (T0O), al realizar el diagnéstico clinico el promedio
de lesiones de caries en el total de la muestra es de 3,39 lesiones. La
diferencia encontrada en la concentracion salival de beta defensina humana 3
(pg/ml), entre la medicion basal (T0), y a tres meses plazo (T1), evidencio una
disminucién en la misma estadisticamente significativa y su distribucion fue

normal (Tabla 1).

Tabla N° 1.- Resultados clinicos y bioquimicos en el total de la muestra

Edad’ ceoflICDAS Concentracion salival Beta

Defensina Humana 3 (pg/ml)

Grupo N= 35 N=36
N=36
TO Tl Diferencia
(t0-t1)

Valores 3,05 3,39 372,00* 208,35* 163,65
total
muestra

TO= medicion basal, T1l= medicion a 3 meses. Valores expresados como medias en
picogramos por ml de solucion. Las diferencias observadas entre ambos tiempos de estudios
son estadisticamente significativas con un p<0,01(*).ceo/ICDAS: indice CEO construido con los
cédigos 5 y 6 de ICDAS. Se desconoce edad de un sujeto muestral(”

Al descomponer la muestra total en un grupo experimental consumidor de
probiodticos (16 sujetos), y grupo control (20 sujetos), nos encontramos con
gue la media de edad de ambos es cercana a los 3 afos (Tabla 2). La cantidad
de lesiones de caries ceo/ICDAS en ambos grupos no presenta diferencias
estadisticamente significativas, exhibiendo en promedio 2,39 lesiones de caries

mas en el grupo control que en el consumidor de probidticos (Tabla 2).
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El grupo control evidencia una disminucion en la concentracion de beta
defensina humana 3 al observar la diferencia en la misma durante los 3 meses
de la intervencion comparable a la mitad de su valor durante el intervalo (TO-
T1). En cuanto al grupo consumidor de probiéticos, durante el mismo plazo
muestra una diferencia de factor positivo, o que indica una disminucion en la
secrecion del péptido antimicrobiano salival durante el tiempo de la intervencion
(Tabla 2).

Tabla N° 2.- Resultados clinicos y bioquimicos en grupo experimental consumidor de
probidticos y control

" Edad* " ceol/ICDAS ~ Concentracién salival
Grupo N=35 N=36 Beta Defensina Humana 3
(pg/ml)
N=36
T0 T1 Diferencia
(to-t1)
Experimental 16 2,98 2,06 316,13 246,91°  69,27"
probidtico
Control 20 3,11 4,45 416,67 177,50° 239,19°

TO= medicion basal, Tl= medicion a 3 meses. Valores expresados como medias en
picogramos por ml de solucion. Las diferencias observadas entre los grupos de estudios no son
estadisticamente significativas con un p<0,01(*)(*). Ceo/ICDAS: indice CEQ construido con los
c6digos 5y 6 de ICDAS. Se desconoce edad de un sujeto muestral(™

Al revisar los datos ajustados a la presencia o no de lesiones de caries entre

los grupos experimental consumidor de probidticos y el control, se generaron
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cuatro grupos no equitativos en su numero de individuos desde el total de la

muestra (Tabla 3). En cada uno de ellos la edad permanece cercana a los 3

afos.
Tabla N° 3 Resultados clinicos y bioquimicos en grupo experimental consumidor de probidticos
(3 meses) y control, libre de caries y con lesiones de caries
N de Edad” ceol/lCDAS Concentracion salival Beta
Grupo individuos N=35 N=36 Defensina Humana 3
(pg/ml)
N=36
TO T1 Diferencia
(to-t1)
Experimental Libre de 6 2,89 0 182,05 303° -120,95°
probiético caries
Con 10 3,03 33 396,59  213,25°  183,33"
lesiones
de
caries
Control Libre de 8 2,99 0 144,61 123,77° 20,83°
caries
Con 12 3,19 7,41 598,08  213,32° 384,75
lesiones
de
caries

TO= medicion basal, T1= medicién a 3 meses. Valores expresados como medias en
picogramos por ml de solucidn. Las diferencias observadas entre los grupos de estudios no son
estadisticamente significativas con un p<0,01(*)(3). Ceo/ICDAS: indice CEO construido con los
c6digos 5y 6 de ICDAS. Se desconoce edad de un sujeto muestral(”

En cuanto a las diferencias en la concentracion salival de beta defensina
humana 3 entre TO y T1, los individuos libres de caries del grupo experimental
mostraron un aumento considerable en los valores de la misma, superior a
cualquier otro subgrupo presente en la descomposicion de datos extraidos de

las tablas resultantes (Tabla 3).

Cabe mencionar que si bien todos los demas valores de concentracion de
HBD-3 expresados en la tabla manifiestan disminuciones entre el tiempo basal
y 3 meses plazo, los individuos ajustados libres de caries en el grupo control

exhibieron el menor valor de variacion entre TO y T1. En tanto a los individuos
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con presencia de caries tanto en el grupo experimental como el control,
disminuyeron su concentraciéon salival de HBD-3 en casi la mitad de su valor
para el grupo experimental y a un tercio para el control entre T1 y la medicién
basal TO (tabla 3).

Al realizar un test para andlisis de muestras no paramétricas (Test de Mann-
Whitney), entre los 4 grupos resultantes, los grupos experimental y control
ajustado por presencia de caries sus resultados no muestran diferencias

estadisticamente significativas en la concentracién de HBD-3 en saliva.

8 Discusion

Si bien, al observar los resultados de la expresion de beta Defensina humana 3
en la saliva del total de los nifios durante el tiempo de estudio, evidencian una
disminucién de la concentracion de la misma semejante a la mitad de la
expresion en TO en comparacion con T1, al descomponer la muestra en
individuos pertenecientes al grupo de nifios que consumié probibticos
(experimental), y el grupo control, la tendencia a la disminucion en la
concentracion de HBD-3 salival se mantiene en ambos grupos, mas, el grupo
experimental evidencia una disminucion considerablemente menor durante el
plazo de estudio frente al grupo control que diferencia practicamente la mitad

de su valor entre el basal y los 3 meses.

Sin embargo, esta diferencia pese a estar muy cerca del valor P requerido, no
logra ser estadisticamente significativo (P=0,09). Complementado dicha idea, si
vamos a la tabla 3 donde los grupos experimental y control son ajustados a
individuos libres de caries o con presencia de caries, solo el grupo experimental
libre de caries expresé un aumento de la concentraciéon de HBD-3 durante el
plazo de estudio. Los demas grupos disminuyeron sus concentraciones, siendo

el control libre de caries el que mostro la menor variacion.
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Notamos que cada subdivision muestra una tendencia estadistica que si bien
exhibe diferencias entre los grupos, aun no logran valores que nos permitan
establecer la significancia estadistica propiamente tal. Esto nos hace pensar
que HBD-3 como péptido antimicrobiano salival juega un rol dentro de la
respuesta inmune innata actuando frente al desbalance microbiano del
ecosistema bucal bajo cierto rango habitual de concentracidén fisioldégico
micromolar, que deja de expresarse cuando la microbiota oral excede las
capacidades del sistema de hacerse cargo del factor bacteriano por si sola,
como ocurriria en la enfermedad de caries. Luego, el consumo de probidticos
contribuiria a mantener la homeostasis de este mecanismo del sistema inmune
innato cuando la enfermedad esta consolidada de tal forma que sobrepasa la

capacidad del mismo de hacerse cargo de la infeccién.

En relacion a otras patologias se sabe que elevadas concentraciones de sal en
el tracto respiratorio de pacientes con fibrosis quistica inactivarian la actividad
antimicrobiana de algunas beta defensinas (18,35), posiblemente al alterarse la
union de las defensinas a las superficies bacterianas negativamente cargadas.
Por otro lado, otras investigaciones indican que a diferencia de otras beta
defensinas, la HBD-3 no es sensible a los cambios en concentraciones

fisiolégicas de sal (Harder y cols, 2001).

Si revisamos las diferentes tablas, notamos que el grupo experimental y control
al ajustarse por presencia o libre de caries no son iguales, mas, la relacion en
cuanto numero y proporcion de individuos entre ambos grupos es similar.
Sobre esto, valoramos la representatividad de la muestra estudiada que
adicionalmente en cada uno de sus subgrupos exhibe promedios de edades
cercanas a los tres afos para los individuos de la muestra brindandonos
argumentos que sostienen la validez interna de la misma. Por otro lado, entre
los subgrupos con presencia o libres de caries tanto en el grupo experimental
como el control, existe una diferencia de 4,11 lesiones. En este sentido, existe
discusion entre la interdependencia del péptido antimicrobiano y la enfermedad
de caries. Estudios nos hablan de que la concentracion de HBD-3 salival es

altamente variable entre sujetos, sin correlacion entre activos y libres de caries
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(Phattarataratip y Cols, 2010). Otro estudio realizado en 149 nifios entre 11 y
15 afios, con y sin caries, se encontré que los niveles de HBD-3 y LL-37 en
saliva no estimulada no se correlaciona con la experiencia de caries (Tao y
Cols, 2005). Luego la diferencia entre los ceo/ICDAS de los sujetos con
presencia de lesiones de caries del grupo experimental y el control (3,3 y 7,41

respectivamente), no implicarian un sesgo en los resultados.

Si bien, nuestro trabajo encontr6 diferencias en la expresion de HBD-3 entre la
subdivision caries y libres de caries del grupo experimental, no logré ser
estadisticamente significativo, dada la limitante del acotado tiempo de estudio y
namero de sujetos de estudio de la muestra, siendo un tope de nuestra
metodologia que nos hace pensar que atendiendo dichas observaciones nos
permitirian llegar a la signicancia estadistica sin otra variable que asi no lo

permita.

Destacamos que no se presentaron efectos secundarios en el grupo
experimental relacionados con el consumo de probiéticos durante el periodo
de experimentaciéon. Esto se pudo determinar con el reporte por parte de los
apoderados, que no acusaron ningun inconveniente relacionado con la leche

ingerida por sus pupilos.

Nuestros datos provienen del andlisis de ensayos inmunoenzimaticos de
muestras de saliva de los nifios en estudio, a sabiendas de que la literatura
sefala que la expresion de HBD-3 proviene principalmente de las estructuras
epiteliales de la cavidad oral, glandulas salivales, encias y lenguas, siendo
controversial el verdadero efecto de la influencia de la condicion inflamatoria
local en la expresion de HBD-3 dado analisis de RT-PCR que han detectado
expresion de HBD-3 en tejidos orales no inflamados y valores bajos para la
expresion del mMRNA de todas las defensinas (1 a 3) en tejidos inflamados
(Dunsche y Cols, 2002), difiriendo de otros estudios, donde la expresion de

HBD-3 es inducida por citoquinas, asi como por bacterias (Garcia y Cols, 2001;
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Harder y Cols, 2001; Jia y Cols, 2001), factor cual para el caso de esta

investigacion no fue considerada como variable

Nuestro trabajo no valoré el perfil microbiol6gico cariogénico y su influencia
sobre la expresion de HBD-3 a la hora de ajustar los grupos de la muestra, lo
cual probablemente hubiese aportado antecedentes relevantes para los
conclusiones del mismo dado el demostrado efecto de los péptidos
antimicrobianos salivales sobre el ecosistema bucal, restringiendo el

crecimiento y desarrollo de biofilm cariogénicos (Phattarataratip y Cols, 2010).

En este sentido, no esta bien definido si una disminucion en la expresion de
HBD-3 o una deficiencia cualitativa en ella podrian derivar en el éxito de
supervivencia de estos patdgenos y la progresion de la enfermedad. Estudios
in vitro indican que el desarrollo de la resistencia microbiana se produciria
cuando son expuestas a concentraciones subletales de HBD-3 (Shelburne y
cols, 2005), valor estudiado en algunos estudios mediante técnicas de dosis

letal virtual y citometria de flujo pero aun no bien definido (Nuding y cols, 2006)

Esta establecido que la via de administracion lactea es la mas adecuada para
proporcionar probidticos a los nifios dada la familiaridad del producto con la
dieta habitual de los infantes y los beneficios nutritivos propios de la misma, la
leche por si tiene un efecto sobre el ecosistema bucal que podria influir sobre la
expresion de péptidos antimicrobianos salivales que desconocemos. De
momento, la literatura ya describe para ella efectos tales como capacidad
buffer de los &cidos originados por las bacterias en la cavidad oral, posee
calcio, lactato de calcio y otros componentes organicos e inorganicos con
efecto anticariogeno y que reducen la colonizacion por patogenos (Garima y
Cols, 2012). Por otro lado, los momentos en que se proveia el probidtico fueron
seleccionados en nuestra investigacibn segun criterios practicos para la
ejecucion del mismo, en base a los horarios de asistencia y habitos de los
preescolares mas que sobre fundamentos de eficiencia en cuanta dosis y

administracion de la variable experimental probiotica.
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Si bien los resultados obtenidos no alcanzan la significancia estadistica, las
diferencias encontradas sobre la expresion de HBD-3 entre los grupos
experimental y control, no es posible saber si se deben al efecto
inmunomodulador del probiotico sobre el organismo o como consecuencia de la
disminucién del recuento celular y formacion de biofilm cariogénico que L.
rhamnosus produce. Esto dado estudios que muestran que 4 Lactobacillus,
comunmente utilizados como probidéticos, incluyendo L. rhamnosus, interfieren
con la formacion de biofilm con S. mutans in vitro (Séderling y Cols, 2010), lo

que alteraria la induccién de la expresion de HBD-3.

Se requiere mayor recopilacion de evidencia cientifica para establecer la
relacion entre el consumo de probidticos y su efecto sobre la expresion de beta
Defensina humana 3. Soélo asi determinar su valor como herramienta
predictora de riesgo de caries, complemento al diagndstico y/o agente

terapéutico.

9 Conclusiones

No existen diferencias estadisticamente significativas en la expresion de beta
defensina humana 3 en preescolares que consumen regularmente leche
enriquecida con probidticos en sus jardines infantiles después de tres meses de

seguimiento.

El grupo experimental libre de caries es el Unico grupo que mostré6 aumento en

la expresion de beta Defensina humana 3 después de tres meses plazo.

No se reportaron efectos secundarios en el grupo experimental por el consumo

regular de leche enriquecida con probioticos.

Los datos obtenidos sobre la relacion entre la concentracion salival de HBD-3 y
riesgo de caries son insuficientes para determinar su valor como herramienta

predictora de la enfermedad, asi como complemento al diagndstico.
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Se requiere mayor recopilacion de evidencia cientifica para establecer la
relacion entre el consumo de probidticos y su efecto sobre la expresion de beta
Defensina humana 3, en vista de establecer su como agente terapéutico contra
la enfermedad de caries.
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11 Anexo
N°1

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PADRES Y/0 APODERADOS

Este formulario de consentimiento informado es para padres de nifios(as) del
Jardin Infantil ..., de la comuna de..., y a quienes les vamos a invitar a participar en una
investigacion organizada por la Universidad de Chile con la participacion de la Fundacion
Integra, denominada “Efecto de bebidas lacteas enriquecidas con probidticos lactobacilos

en reduccion de incidencia de caries en nifios preescolares®”.

Este estudio tiene por objetivo evaluar el efecto del consumo de probioticos para
prevenir las caries. Queremos invitar a su hijo(a) a participar en este estudio, que
consistird en una primera etapa, en hacerles una evaluacién odontolégica basal y tomar
una muestra de saliva. Luego el jardin recibird gratuitamente bebidas lacteas con
probioticos o sin ellos por parte de SOPROLE. Ambos productos corresponden a productos
comercialmente disponibles en nuestro pais. Se decidira por azar el tipo de bebida lactea
que recibiran los jardines y por lo tanto su hijo. En una segunda etapa, los nifios seran
nuevamente revisados en el jardin (a los 12 meses y a los 24 meses) y se les solicitaran
nuevas muestra de saliva. El examen de salud es muy simple y sé6lo incluye la observacion
de los dientes. La muestra de saliva consiste en tomar saliva desde la boca del nifio y esta

sera empleada Gnicamente para analisis microbiolégicos en el marco de este estudio.

La participaciéon de su hijo(a) en este estudio, es muy importante, ya que podra
contribuir al conocimiento cientifico, y de esta manera ayudar a la salud oral de los nifios
de nuestro pais. Esto no tendra ningin costo para usted y no producird molestias a su

hijo(a).

La informaciéon que obtengamos serd conservada en estricta confidencialidad y
solo tendra acceso a ella el grupo investigador. La publicaciéon de los resultados sera
totalmente andnima. Si usted desea conocer la informacion obtenida de su hijo o pupilo
s6lo debe solicitarla por escrito en el jardin y nosotros le haremos llegar la informacion y

recomendaciones.
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La participacion en este estudio es totalmente voluntaria y si usted desea, puede

retirar a su hijo(a) en cualquier momento y no se perjudicara de ninguna manera.

Si usted requiere cualquier otra informacién puede comunicarse con los
investigadores de este proyecto: El sefior Rodrigo Cabello Ibacache, o al sefior Gonzalo

Rodriguez o al sefor Ivan Urzua al teléfono 02-9781742.

Si usted ha entendido y quiere acceder por favor escriba el siguiente texto en el

espacio establecido para esto.

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de
haber podido aclarar todas mis dudas, yo (escriba su nombre) otorgo mi consentimiento

para que mi hijo o mi hija (escriba el nombre de su hijo o hija) participe en el proyecto.

Nombre participante

Nombre del Padre/Madre Firma Fecha
o Apoderado
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