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RESUMEN

La caries dental es una enfermedad multifactorial donde interactian bacterias,
conductas dietéticas e higiénicas, condiciones ambientales orales y determinantes
sociales, entre otros. Es la enfermedad oral de mayor prevalencia y la principal
causa de pérdida dentaria, por lo que su prevencion y tratamiento es de gran
importancia en el ambito de la salud publica.

La prevencion y control de dicha enfermedad puede ser lograda mediante la
reduccion de los factores patdgenos y/o aumento de los factores protectores.
Dentro de estos mecanismos, se ha investigado el uso de los probioticos,
microorganismos vivos que al administrarse a un hospedero en cantidades
adecuadas, le confieren beneficios a su salud. En el ambito de la caries dental,
han demostrado tener un efecto positivo, disminuyendo la incidencia de lesiones
de dicha enfermedad, sin haberse clarificado el mecanismo de accién por el que
actian. EIl principal probiético utilizado es el Lactobacillus spp. que han sido
aislados desde numerosos ambientes siendo considerados parte de la microbiota
nativa humana. Lactobacillus spp. son mediadores tardios de la progresion de la
lesion de caries debido a sus pobres propiedades de adhesion por lo que no
aumentan la incidencia de nuevas lesiones pero poco se sabe sobre el efecto que
podrian tener en lesiones preexistentes.

En el presente estudio se realiz6 un andlisis secundario a una base de
datos obtenida mediante un ensayo clinico comunitario controlado aleatorizado,
triple ciego donde la intervencion consistio en suministrar a nifios de jardines
infantiles leche enriquecida con suplementos probiéticos y evaluar la progresion de
las lesiones de caries en comparacion con el grupo control que no recibié dicho
alimento. Las mediciones se realizaron mediante criterio ICDASII.

Los resultados obtenidos no establecen diferencias estadisticamente
significativas en la progresion de lesiones de caries entre ambos grupos por lo que
se concluye que no existen diferencias significativas en la progresion de lesiones de
caries en nifios que consumen regularmente leche suplementada con probioticos

versus los nifios que no consumen probidticos.



MARCO TEORICO
CARIES DENTAL

La caries dental es una enfermedad multifactorial que se inicia con cambios
microbioldgicos en el biofilm dental siendo influenciado por la dieta, los habitos de
higiene, el cepillado, capacidad buffer de la saliva y el sistema inmune del
hospedero, entre otros (Simén-Soro et al., 2013). Involucra una secuencia dinamica
de interacciones entre el diente y el biofilm que pueden ocurrir sobre o dentro de la
superficie del diente. Este proceso involucra un cambio en el balance entre los
factores protectores y los factores de riesgo en favor de la desmineralizacion de la
estructura dentaria a través del tiempo (Fontana et al., 2010). Dicha patologia ha sido
descrita como una enfermedad cronica de avance lento en la mayoria de los
individuos. Es una enfermedad rara vez auto limitada y, sin tratamiento, la caries
dental avanza hasta que el diente esta totalmente destruido. La progresion de la
lesiébn es representada en una escala lineal que va desde pérdida mineral inicial
ultraestructural hasta destruccion total del diente afectado (Takahashi y Nyvad,
2008). Los signos de la desmineralizacion se observan en los tejidos duros dentarios
pero el proceso de la enfermedad se inicia mucho antes, dentro del biofilm que

recubre las superficies dentarias (Selwitz et al., 2007).

Sobre la etiologia de la enfermedad han existido mdltiples teorias.
Histéricamente, se ha postulado que las condiciones del hospedero, los nutrientes
y las bacterias, serian los Unicos factores influyentes en su desarrollo ya que estas
Gltimas permitirian la produccion de &cidos orgéanicos y la consecuente
desmineralizacion dentaria. Segun dicho modelo, los 3 elementos debian estar
presentes para la iniciacion y progreso de la enfermedad por lo que la remocion de
cualquiera de éstos llevaria a una intercepcion del progreso de las caries
(Harrison, 2003). Actualmente, la etiologia de esta enfermedad resulta mejor
explicada a través de un modelo multifactorial, donde la asociacion de mdltiples
caracteristicas y condiciones del individuo son responsables de la
desmineralizacion dentaria (Fontana et al., 2010). La caries dental se forma a

través de una compleja interaccion en el tiempo de bacterias acidogénicas y
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carbohidratos fermentables, y muchos otros factores del hospedero incluyendo los
dientes y la saliva (figura 1) (Selwitz et al., 2007). Se plantea ademas, que la
caries dental es una patologia endégena causada por el cambio de la relacién
simbidtica de mutualismo a parasitismo del ecosistema microbiologico, es decir,
son las mismas bacterias orales que se encuentran comunmente en nuestro
organismo, las que comienzan a aprovechar los nutrientes para su beneficio y

nuestro perjuicio (Takahashi y Nyvad, 2011).

Biofilm cariogénico
+

Carbohidratos
fermentables

Desmineralizacion

Diente . Diente
sano - con caries
Remineralizacion

Saliva
+*
Fluoruros
+

Control de placa
+

Control de dieta

Figura 1: Diagrama del proceso de caries como un flujo regular entre

desmineralizacion y remineralizacion (Selwitz et al., 2007).

La teoria ecoldgica de placa es el modelo mas aceptado para explicar el
origen, proceso y desarrollo de la caries dental. Dicho modelo establece una
interaccion entre el biofilm oral y el ambiente, de tal manera que un ambiente
inductor de caries caracterizado por altos niveles de carbohidratos fermentables y
mala higiene, predispone a cambios en la composicion del biofilm en favor de
especies microbianas mas aciduricas, acidofilicas y acidogénicas (Beighton 2009).
Dicha teoria establece que el biofilm es un ecosistema microbiano dinamico en
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que las bacterias con potencial cariogénico son claves para mantener la
estabilidad dinamica. La adaptacion microbiana a ambientes acidos y posterior
supervivencia de bacterias con potencial cariogénico en ambientes de pH bajo
determina la desestabilizacion de la homeostasis del biofilm facilitando el cambio
del balance desmineralizacion/remineralizacion de “ganancia de mineral” a pérdida
de mineral” (Takahashi y Nyvad, 2011). Dentro de los factores de riesgo se
incluyen factores fisicos, biol6gicos, ambientales, del comportamiento y de estilo
de vida tales como alto conteo de bacterias cariogénicas, flujo salival inadecuado,
exposicion a fluoruros insuficientes, mala higiene oral, dieta inadecuada y pobreza
(Figura 2) (Selwitz et al., 2007).

Esqguema de factores determinantes de la caries dental

Conductas higiénicas
Capacidad buffer salival
Ingreso

Composicion Clearence
salival salival

Fluoruros | llempo Dieta  Sellantes

Especies S Antimicrobianos

microbianas
Educacion Actitudes

Tasa de flujo salival

Conductas dietéticas

Figura 2: Interaccion a través del tiempo de distintos factores influidos por los

determinantes sociales de la salud (Selwitz et al., 2007).



El punto clave en la pérdida del balance esta en que solo cuando el
resultado acumulativo de la des- y remineralizacion produce pérdida de mineral en
el tiempo, la lesién de caries podria producirse y desarrollarse. Por el contrario, Si
el resultado es ganancia de mineral se produce aposicion mineral en la superficie
dentaria y la detencion del desarrollo de las lesiones existentes (Takahashi y
Nyvad, 2008). Por lo tanto, el proceso puede ser detenido en cualquier momento
(Fontana et al., 2010).

Desde un punto de vista bioquimico, el proceso de desarrollo de la caries es
mas complejo. Procesos metabdlicos estan constantemente ocurriendo en el
biofilm como resultado de la actividad microbiana y lo que se refleja en constantes
fluctuaciones del pH de la placa (Takahashi y Nyvad, 2008). El proceso de
formacién de la caries se describe en 3 etapas: inicialmente existe estabilidad
dinamica donde predominan bacterias con potencial cariogénico pero donde las
condiciones ambientales de pequefias acidificaciones infrecuentes permiten
mantener la ganancia de mineral. Si la dieta es rica en azlcares o el flujo salival
€S muy escaso para neutralizar la produccién de acidos, la disminucion del pH del
biofilm se vuelve mayor y frecuente, mejorando la acidogenicidad de las bacterias
con potencial cariogénico, resultando en el establecimiento de un ambiente mas
acido. De mantenerse estas condiciones ambientales en el tiempo, se establece
una etapa acidirica donde aumentan las bacterias cariogénicas y las
acidificaciones son prolongadas y severas permitiendo una mayor
desmineralizacion y establecimiento de la patologia. La acidificacion ambiental es
la principal causa de los cambios feno- y genotipicos que ocurren en el biofilm

durante el proceso de caries (Takahashi y Nyvad, 2011).
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EPIDEMOLOGIA

Las enfermedades bucales son las mas comunes de las enfermedades

cronicas del ser humano constituyendo un importante problema de salud publica

por su alta prevalencia, impacto en los individuos y sociedad y el costo de su

tratamiento. Su impacto en la calidad de vida de los individuos se observa en

términos de dolor, malestar, limitacion y minusvalia social y funcional (Sheiham,
2005; MINSAL 2010).

Dentro de las patologias de mayor carga a nivel mundial, donde se estudian

291 condiciones, la de mayor prevalencia es la caries dental no tratada en dientes

permanentes como se observa en la tabla 1 (Marcenes et al., 2013).

Tabla 1: Prevalencia global de condiciones el 2010 (Marcenes et al., 2013).

Ranking | Condicion N° de afectados
1 Caries dental no tratada en dientes permanentes 2.431.636.000
2 Dolor de cabeza tipo tensional 1.431.067.000
3 Migrafia 1.012.944.000
4 Enfermedades cutaneas por hongos 985.457.000
5 Otras enfermedades cutaneas y subcutaneas 803.597.000
6 Periodontitis severa 743.187.000
7 Pérdida de audicion leve 724.689.000
8 Acné vulgar 646.488.000
9 Dolor lumbar 632.045.000
10 Caries dental no tratada en dientes temporales 621.507.000
36 Pérdida dentaria severa 158.284.000

11




Ademas de la patologia con la mayor carga, dentro de las condiciones
presentes se encuentran la periodontitis severa y la caries dental no tratada en
dientes temporales entre las 10 mas prevalentes y la pérdida dentaria severa en el
lugar 36. Dichas patologias en conjunto afectan a 3.954.614 personas.

La caries dental se presenta en toda la poblacién iniciandose en los
primeros afios de vida y presentando un importante incremento con la edad. En
nuestro pais, la prevalencia varia de 16,8% a los 2 afios hasta casi el 100% en la
poblacién adulta. La severidad, medida mediante el nUmero de dientes afectados,
también incrementa conforme se envejece: en los primeros afios con un ceod
(indice que mide el nimero de caries en piezas dentales temporales, representa la
sumatoria de piezas temporales cariadas, extraidas y obturadas (WHO, 2013)) de
0,53 debido principalmente a piezas afectadas por lesiones de caries y un COPD
(indice que mide el numero de caries en piezas permanentes, representa la
sumatoria de piezas permanentes Cariadas, Obturadas y Perdidas (WHO, 2013))
de 0,5 a los 6 afios hasta 19,7 en la poblacion adulta, siendo la principal causa de
pérdida de dientes y ratificando el alto dafio que existe en la poblacion (MINSAL
2011). El dificil acceso a la atencion dental, disponibilidad inadecuada de medidas
preventivas, como fluoracién suplementaria y sellantes dentarios, y el bajo
conocimiento de la importancia de la salud oral son factores contribuyentes para el

dafio a la salud oral en personas jévenes (Kagihara et al., 2009).
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MICROBIOLOGIA

El biofilm oral estd compuesto por gran niumero de especies bacterianas vy,
cada una de éstas, por multiples cepas con diferencias feno- y genotipicas. Toda
esta diversidad es desconocida y vuelve muy complejo el estudio del biofilm
(Beighton, 2009). El biofilm oral se caracteriza por adherirse a las superficies,
heterogenicidad estructural, interacciones interespecies complejas y tener una
matriz polimérica extracelular, lo que genera un ambiente totalmente diferente al
que lo rodea. Una de sus caracteristicas mas importantes es que las bacterias
orales que crecen dentro de él, frecuentemente expresan fenotipos diferentes a las
de su forma planctonica (Hojo et al.,, 2009). La presencia de bacterias y de
carbohidratos fermentables como glucosa, sacarosa y fructosa en los dientes
permite la produccion de sustancias acidas cuyos protones disuelven los cristales
de hidroxiapatita del esmalte, dentina y cemento. La desmineralizacion continua
provoca la cavitacion dentaria del esmalte y al progresar llega a la capa de mayor
contenido organico, la dentina, aumentando la velocidad de la destruccion
(Kaggihara et al., 2009).

Dentro de las bacterias presentes en el biofilm oral se pueden encontrar
Streptococcus, Actinomyces, Haemophilus, Neisseria, Veillonella, Lactobacillus,
Bifidobacterium y muchas otras que poseen diferentes potenciales cariogénicos
dependiendo de su capacidad de fermentacion de azlucares y formacién de acidos.
(Marsh, 1994).

Muchas investigaciones han identificado a S. mutans como el mayor
patogeno de la caries dental. Esto debido a que son frecuentemente aislados de
lesiones de caries y poseen las caracteristicas propias de una bacteria
cariogénica. Sin embargo, estudios han demostrado que S. mutans no esta
necesariamente relacionado con los biofilms asociados a caries, especialmente en
etapas no cavitadas. Dentro de los colonizadores iniciales se encuentran
principalmente S. sanguis, S. oralis, S. mitis y Actinomyces, con baja cantidad de
S. mutans, por lo que en ausencia de éste y de Lactobacillus son los

colonizadores tempranos los que inician la desmineralizacién (Takahashi y Nyvad,
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2011). Estas especies aparecen en la cavidad oral generalmente después de la
erupcion dentaria y se convierten en habitantes habituales de ella (Hojo et al.,
2009).

Cuando las condiciones empeoran y la lesion progresa, Lactobacillus,
Bifidobacterium y S. mutans aumentan su presencia, demostrando que la
existencia de microbiota bacteriana en los dientes varia de acuerdo a la evolucion
de la lesion de un dominio de Streptococcus no-mutans y Actinomyces al dominio
de S. mutans y otras bacterias potencialmente cariogénicas (Takahashi y Nyvad,
2011). La caries dental aparece como un proceso de 2 etapas en la cual interviene
una sucesion de microorganismos donde la lesion en esmalte esta dominada por
organismos acidogénicos que fermentan los carbohidratos generando Ia
desmineralizacion. Luego de lo cual, al alcanzar la dentina, la comunidad cambia

significativamente y es predominantemente proteolitica (Simén-Soro et al., 2013).

De esta forma, se ha demostrado que la composicién bacteriana varia
segun el tejido afectado ya que muestras de biofilm del esmalte sano presentan
alta diversidad bacteriana mientras que las lesiones de mancha blanca presentan
el menor dentro de las muestras de caries, junto a las muestras de dentina y de
dentina profunda. La mayor diversidad microbiana del biofilm del esmalte, sugiere
que las bacterias de ambientes cariogénicos son un pequefio grupo dentro de la
comunidad bacteriana y que las cavidades representan nichos que solo bacterias
especializadas son capaces de colonizar. El hecho de que la menor diversidad se
encuentre en las lesiones del esmalte indica que es el nicho mas riguroso,
sugiriendo que el ambiente acidico probablemente actla reduciendo el nimero de

especies capaces de prosperar en las caries del esmalte (Simén-Soro et al., 2013).

En caries dentinarias, Streptococcus y Prevotella aumentan en proporcion
mientras Neisseria y Fusobacterium disminuyen significativamente su numero.
Lactobacillus, que han sido asociados a caries dental debido a su potencial
acidogénico, solo aparecen en caries dentinarias profundas (Figura 3) (Simdn-Soro
et al., 2013). Lactobacillus spp., conocidos comunmente como lactobacilos, son
mediadores tardios de la progresion de la lesion de caries debido a sus pobres
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propiedades de adhesion, sitios retentivos y las cavidades son prerrequisitos para
su colonizacion y posterior produccién de acidos (Simark-Mattsson et al., 2007).
Aparecen durante el primer afio y estan presentes en gran namero en la saliva,
dorso lingual, mucosas, paladar duro y, en menor numero, en el biofilm dentario.
La presencia de lactobacilos en la cavidad oral depende de numerosos factores
como la presencia de los nichos necesarios, como anfractuosidades anatomicas o
aparatos ortodoncicos, para su desarrollo. Si bien su presencia ha sido
identificada, no se ha determinado que especie es la asociada a las lesiones de

caries, lo que permite pensar que no todas son dafinas (Badet y Thebaud, 2008).
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Figura 3: Composicion bacteriana del biofilm segun la profundidad de

las lesiones de caries (Simén-Soro et al., 2013). -



MECANISMOS DE CONTROL DE LA CARIES

Frente a todo lo anteriormente sefialado, existen diversas estrategias para
disminuir o detener la progresion de la caries dental: la remocion del biofilm, el uso
de fluoruros, uso de sustitutos del azucar, uso de estimulantes del flujo salival,
agentes antimicrobianos, terapias de reemplazo, etc. Estas Ultimas, también
conocidas como estrategias de interferencia bacteriana, son medidas que
permiten a ciertos miembros del ecosistema inhibir el crecimiento bacteriano de
otras especies, mejorando las condiciones del biofilm. Dentro de dichas
estrategias se describe la interferencia bacteriana o colonizacion preventiva,
donde se introduce un nuevo miembro al ecosistema que impedira la colonizacién
y crecimiento de un organismo patdégeno en el mismo nicho, y la terapia de
reemplazo o desplazamiento competitivo, donde se introduce un organismo
antagonista a otro patdgeno pre-existente con el fin de controlar el desarrollo de
este Ultimo. Estos acercamientos tienen la potencial ventaja de dar proteccion de
por vida con costos minimos y cumplimiento total de parte del hospedero una vez
qgue la colonizacién de las cepas efectoras fue realizada (Marsh et al.,, 1994).
Frente a ambos mecanismos de accion, estudios in vitro han demostrado que la
colonizacion previa es mas eficiente que el desplazamiento competitivo (Haukioja
et al., 2008).

El concepto de cambio microbiano como mecanismo para prevenir cambios
a nivel oral es importante. La bacterioterapia o control biol6gico del biofilm es un
alternativo y prometedor rumbo para combatir infecciones usando bacterias
inofensivas para desplazar microorganismos patogénicos. La modificacion
benéfica del biofilm oral puede incluir remocion o sustitucién de los elementos que
conducen a la caries dental. Alternativamente a los cambios dietarios, se pueden
realizar terapias especificamente dirigidas 0 no como probiéticos y biocidas

incluidos la clorhexidina o productos de origen vegetal (Beighton, 2009).
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PROBIOTICOS

Un probidtico es, segun la Organizacion Mundial de la Salud, un
microorganismo vivo que cuando es administrado a un hospedero en cantidades
adecuadas, le confiere beneficios a su salud (WHO/FAO, 2002). Es un suplemento
microbiano que afecta beneficiosamente al hospedero mejorando su equilibrio (He
et al., 2009). El principio basico que sustenta el uso de probioticos radica en la
implantacion de una cepa, no patdgena, en la microbiota del hospedero
permitiendo mantener o restaurar el microbioma natural al interferir o inhibir a otros

microorganismos, especialmente aquellos patdgenos (Twetman y Keller, 2012).

Los probidticos ejercen una gran cantidad de efectos benéficos en el ser
humano, desde un antagonismo directo contra patégenos, hasta influir en el
epitelio intestinal y sistema inmune del hospedero (Caglar et al. 2005).En la
actualidad, la evidencia sugiere que los probiéticos se pueden aplicar al control de
la caries dental (He et al., 2009, Tanzer et al., 2010).

La mayoria de los estudios de intervencién con probioticos para prevenir
caries utilizan cepas bacterianas que comunmente se utilizan para la prevencion
de patologias gastrointestinales. Esta linea de investigacion se ha concentrado
principalmente en las potenciales utilidades de cepas de Lactobacillus vy
Bifidobacterium en la dieta (Haukioja et al., 2008). Lactobacillus spp. han sido
aislados desde una amplia variedad de ambientes, incluyendo productos lacteos
fermentados, el tracto gastrointestinal y reproductivo de humanos y animales, y
otros diversos habitats. Aquellos aislados desde el tracto gastrointestinal o vagina
son considerados miembros de la microbiota nativa, confiriendo efectos benéficos
para el hospedero. Todas estas caracteristicas junto a su extensiva utilidad
industrial han hecho de Lactobacillus un organismo de interés en su uso como
probiotico, siendo incorporado en muchas comidas lacteas diarias, asi como
usados en el tratamiento de enfermedades relacionadas al tracto gastrointestinal
(Ouwehand et al., 2002; Tsai et al., 2012).

Ciertas bacterias utilizadas como probioticos se caracterizan por inhibir el
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crecimiento de bacterias orales especificas, como P. gingivalis y S. mutans
(Shimada et al.,, 2015). Las cepas mayormente utilizadas como probioticos
incluyen L. rhamnosus GG, L. rhamnosus LB21, L. reuteri, L. paracasei, L. brevis

CD2 y Bifidobacterium spp., entre otros (Cagetti et al., 2013).

Lactobacillus son bacterias productoras de acido y por ello, comunmente
asociadas con dentina cariada y el frente de avance de las lesiones de caries mas
gue con el inicio del proceso en si (Takahashi y Nyvad, 2011). Sin embargo, varias
especies de Lactobacillus se han encontrado en cavidades orales sanas, aunque
ninguna especie fue especificamente de la boca de individuos sanos (Caglar et al.,
2005). Si bien, las bacterias del género Lactobacillus podrian encontrarse
asociadas a la progresion de la caries dental en sus diferentes etapas, ciertas
cepas de dicho género contribuyen de forma positiva a la salud del hospedero
(Shimada et al.,, 2015). L. rhamnosus GG pertenece a los Lactobacillus
homofermentativos, es decir, no puede fermentar sacarosa ni lactosa por lo que no
aporta al desarrollo de la desmineralizacion y podria, por lo tanto, ser segura para
los dientes (Nase et al., 2001). Mientras que sujetos sin experiencia de caries
podrian privilegiarse con la presencia de lactobacilos con potencial efecto supresor
de microorganismos cariogénicos (Badet y Thebaud, 2008).

Los probidticos pueden ser distribuidos contenidos en productos de
diferentes formas (Caglar et al., 2005):

- Cultivo concentrado afiadido a una bebida o comida

- Inoculado a fibras prebiéticas

- Inoculado a alimentos lacteos como leche, yogurt y queso

- Concentrado de células deshidratadas y empaquetadas en suplementos

alimenticios

El vehiculo mediante el cual los probioticos son incorporados a la cavidad
oral puede influir en el potencial cariogénico y la colonizacién de los probiéticos.
La forma mas comun en que Lactobacillus spp. es incorporado a la dieta es
mediante productos lacteos como leche, yogur y queso, afortunadamente ya que

esto simplifica su consumo por parte del hospedero (Teughels et al., 2008).
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Aungue la colonizacién oral de Lactobacillus spp. ha sido descrita como un
fendmeno transitorio (Caglar et al., 2009; Saxelin et al., 2010; Hasslof et al., 2013)
se ha cuestionado si la exposicion a edades tempranas podria facilitar una
incorporacion permanente a la microbiota oral (Meurman et al., 2005; Hasslof et
al., 2013)

Incluso sin colonizacién permanente, se ha comprobado que el consumo
repetido de productos que contienen probidticos durante un periodo prolongado de
tiempo disminuye el incremento en el nivel de bacterias productoras de acido
lactico. Sin embargo, hay que considerar que los productores de alimentos con
probioticos, algunas veces, adicionan grandes cantidades de azucar a sus
productos para mejorar el sabor lo cual puede llevar a que aumenten el riesgo a la

salud oral (Teughels et al., 2008).

En cuanto a su efecto en la caries, existen 6 publicaciones que han
estudiado el uso de probidticos en denticion temporal evaluando el desarrollo de
caries dental (Hasslof et al., 2013; Nase et al., 2001; Stecksén-Blicks et al., 2009;
Stensson et al., 2014; Taipale et al., 2013; Vistoso et al., 2013). Dichos estudios
han entregado resultados dispares: Nase ha demostrado la disminucion de la
incidencia de caries dental en nifios luego de 7 meses de consumo de leche
enriguecida con L. rhamnosus GG (Nase et al.,, 2001); mismo resultado fue
obtenido por Stecksén-Blicks luego de 21 meses de administracion de leche
suplementada con L. rhamnosus LB21 y fluoruro (Stecksén-Blicks et al., 2009);
Stensson, entregando suplementos orales con L. reuteri a mujeres embarazadas y
sus hijos durante el primer afio de vida, demostré disminucién de la prevalencia de
caries y gingivitis a los 9 afios de control (Stensson et al., 2014); y Vistoso, que
administrando leche suplementada con L. rhamnosus SP1 durante 10 meses a
nifios de entre 2 y 4 afios, demostré una disminucion significativa en la incidencia
de nuevas lesiones de caries (Vistoso et al., 2013). En contra parte, Hasslof y
Taipale no encontraron diferencias en sus estudios en el desarrollo de caries
dentarias ni en los conteos microbianos de bacterias asociadas (Hasslof et al.,
2013; Taipale et al.,, 2013). Si bien la evidencia no es concluyente, queda

demostrada la falta de estudios clinicos respecto este tema.
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Los potenciales mecanismos de accion de los probidticos contra bacterias
patégenas son (Koll-Klais, 2005):
- Coagregacion e inhibicién del crecimiento
- Produccion de bacteriocina y peroxido de hidrégeno
- Exclusion competitiva a través de actividad antagénica sobre la
adhesion

- Inmunomodulacién

Producto del consumo de estos microorganismos, el sistema inmune podria
ser mas eficiente en controlar infecciones: ensayos sobre interacciones de las
bacterias comensales y probiéticos han dado como resultado una disminucion de
la expresion de genes vinculados a las vias de sefalizacion inflamatorias, mientras
que genes anti-inflamatorios son regulados positivamente (O"'Hara et al., 2006;
Oksaharju et al., 2011; Van Baarlen et al., 2011). En seres humanos existe un
amplio nimero de estudios de probidticos utilizados en inmunomodulacion en
infantes, adultos y tercera edad, siendo Lactobacillus spp. los mas utilizados
(Ouwehand et al., 2002; et al., 2012).

Considerando un efecto tépico, los microorganismos benéficos pueden
habitar en el biofilm y proteger los tejidos orales de las enfermedades mediante la
mantencion de microorganismos patdgenos fuera del habitat, es decir los
probiéticos se encargan de ocupar el espacio que de otra forma estaria ocupado
por bacterias potencialmente dafiinas. Asi, los probiéticos deberian adherirse a los
tejidos dentales para establecer su efecto cariostatico y en consecuencia, ser
parte del biofilm para competir contra las bacterias cariogénicas (Caglar et al.,
2005). Otro mecanismo de accion propuesto, es mediante la capacidad buffer de
aguellos probidticos administrados en vehiculos lacteos ya que compuestos como
calcio y fosfato permitirian la neutralizaciéon de acidos producidos por las bacterias,
interfiriendo asi en la progresion de la caries. Ademas, el calcio, lactato de calcio y
otros compuestos organicos e inorganicos contenidos en la leche (quesos, yogurt,
bebidas lacteas) son anticariogénicos y reducen la colonizacion de patdégenos
(Teughels et al.,, 2008). Es probable que para conseguir dichos efectos, el

probidtico deba instalarse de manera permanente en la cavidad oral. Se ha
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postulado que deberian adherirse a los tejidos dentarios para establecer sus
efectos cariostaticos ya que si el tiempo de contacto entre el probidtico y el biofilm
es reducido, la actividad seria débil. Esta actividad aumentaria si el probiético
puede instalarse en el ambiente oral por un periodo de tiempo mayor. En este
punto, seria importante la determinacion del vehiculo ideal (Caglar et al., 2005).
Dicha manipulacion del biofilm ha demostrado disminuir las cepas bacterianas
patégenas disminuyendo la incidencia de nuevas lesiones de caries permitiendo la

mantencion de la salud oral (Vistoso et al., 2013).

Estudios in vitro han demostrado que cepas de Lactobacillus vy
Bifidobacterium usadas en productos lacteos pueden afectar la ecologia oral,
especificamente previniendo la adhesion de otras bacterias y modificando la
composicion de las proteinas de la pelicula salival. Mas audn, la leche fermentada
con L. rhamnosus GG previene la adhesion in vitro de S. mutans (Haukioja et al.,
2008).

Hasta hoy, es cuestionable establecer si los probiéticos pueden o no
colonizar la cavidad oral. Estudios han demostrado que el consumo regular de
lacteos que contienen probiodticos disminuyen el nUmero de Streptococcus mutans
y Lactobacillus salivales, sin embargo, no tienen actividad antibacteriana residual
luego de su discontinuacion. Esto demuestra que el consumo debe ser constante y
mantenido en el tiempo, de manera que el efecto benéfico sea provechoso para el
hospedero (Caglar et al., 2005).

Considerando los efectos benéficos del consumo de probidticos, esta
terapia podria servir como complemento a las ya existentes en el terreno del

tratamiento de la caries dental.
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RELEVANCIA DEL PROBLEMA

Siendo la caries un importante problema de salud publica debido a su
prevalencia y severidad en la poblacién y, por ser la principal causa de pérdida
dentaria en nuestro pais, se hace necesario encontrar herramientas terapéuticas
con las menores reacciones adversas posibles para asegurar el confort del

paciente durante la terapia y el éxito del tratamiento.

La terapia probiotica ofrece oportunidades para manipular el biofilm oral
permitiendo disminuir las cepas bacterianas patdégenas y aumentar las benéficas;
se ha demostrado que el consumo continuo de probidticos disminuye la incidencia
de nuevas lesiones de caries permitiendo la mantencién de la salud oral (Vistoso
et al., 2013).

Sin embargo, poco se sabe sobre su efecto en la progresion de las lesiones
pre-existentes y, siendo Lactobacillus una bacteria acidogénica asociada al frente
de avance de las lesiones de caries, se podria dudar del efecto benéfico que
ejercen sobre éstas: ¢podra Lactobacilo, dadas sus propiedades, provocar un

aumento en la progresién de las lesiones de caries?.

El presente estudio, un analisis secundario de una base de datos existente,
intentard demostrar el aporte del uso continuo de los probi6ticos en la detencion
de la progresion de las lesiones de caries, como un complemento al control y

terapia de la enfermedad de caries.
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HIPOTESIS

No existen diferencias significativas en la progresion de lesiones de
caries en nifios de 2 a 3 aflos que consumen regularmente leche suplementada
con probidticos lactobacilos versus nifios que consumen leche sin

probidticos.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si existen diferencias en la progresion de lesiones de caries en
nifios de 2 a 3 afios que consumen regularmente leche suplementada con

probidticos lactobacilos versus nifios que consumen leche sin probidticos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la progresién de lesiones de caries en nifios de 2 a 3 afios que

consumen regularmente leche suplementada con probidticos lactobacilos.

2. Determinar la progresion de lesiones de caries en nifios de 2 a 3 afios que

consumen regularmente leche sin probioticos.

3. Comparar la progresion de lesiones de caries entre ambos grupos de estudio.
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METODOLOGIA

DISENO

Este estudio corresponde a un andlisis secundario realizado a una base de
datos obtenida mediante un ensayo clinico comunitario controlado aleatorizado por
conglomerados (clusters), triple ciego. Estudio prospectivo. El objetivo del estudio
primario fue evaluar el efecto del consumo diario de leche enriquecida con
probioticos Lactobacillus y sin probiéticos, en la incidencia de lesiones de caries y
en el recuento de carga bacteriana, en nifios preescolares en 10 y 14 meses de

seguimiento.

Se realizé aleatorizacion por conglomerados (por curso) en los jardines
infantiles, de manera que la totalidad de alumnos en cada curso consumié la
bebida experimental o bien, el placebo, minimizando asi la posibilidad de
equivocaciones entre individuos. Los diferentes jardines infantiles de la Fundacién
Integra del area Norponiente de la Regién Metropolitana, fueron asignados de
manera aleatoria a los grupos de intervencién o control, mediante sorteo de
nameros aleatorios utilizando la funcion aleatoria del software Microsoft Excel.
Dichos jardines dependen de una misma entidad organizativa (Fundacion Integra)
y pertenecen a comunidades de nivel socio econémico medio-bajo. Por lo que,
aun cuando estan ubicados en distintas comunas, presentan caracteristicas

homogéneas en cuanto a alimentacion y habitos.

ASPECTOS ETICOS

Este proyecto se rige por los principios de la Declaracion de Helsinki, se
encuentra dentro del marco legal que regula a los ensayos clinicos en Chile y
cuenta con la aprobacion del comité de ética de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile (ACTA N° 2011/13), (Anexo 1).
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Este proyecto estd adscrito al clinical trial NCT01648075 (www.
clinicaltrials.gov).

Se solicito la firma de un documento de consentimiento informado a los
padres y apoderados de los jardines seleccionados, de manera que a los
preescolares se les permiti6 participar de manera voluntaria e informada,
destacando el caracter confidencial de los resultados obtenidos, (Anexo 2).
Aquellos nifios diagnosticados con caries cavitadas antes del inicio de la
intervencion y que precisaron tratamiento restaurador, fueron derivados a atencion

clinica a la red de salud correspondiente.

A los jardines infantiles en los que se realizo la intervencion, se les beneficié
mediante la entrega de un kit de salud dental a cada nifio participante (pasta y

cepillo).

MUESTRA

Poblacién objetivo: Preescolares de 2 a 3 afios, género femenino y masculino, que

asistian a 16 establecimientos educacionales pertenecientes a la fundacion Integra
del Area Norponiente de la Region Metropolitana (comunas de: Colina, Lampa,

Independencia, Recoleta, Conchali y Renca).

Muestra: El tamafio muestral fue calculado considerando encontrar una diferencia
de 1,2 unidades en lesiones ICDASII 5-6, bajo un intervalo de confianza de 95%
(DE: 2,8, un 20% de sobre muestreo ante posibles pérdidas de seguimiento y
poder estadistico de 80% (power o beta) y con un coeficiente intra clase (ICC) de
0,01, considerando 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. Se determiné un coeficiente
intracluster de 0,01, ya que se asumio que las diferencias en cuanto a expresion
de las variables entre los distintos clusters es minima. Un total de 16 clusters de
15 nifios y/o niflas (8 clusters por grupo) fueron incluidos en el estudio,
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considerando que en promedio el nimero de alumnos de los cursos de INTEGRA
oscila entre 15 y 20. Finalmente fueron intervenidos 261 nifios en total. Este
tamario de muestra fue calculado mediante el software STATA 11.

INTERVENCION

Los niflos participantes recibieron 150 ml de leche en polvo parcialmente
descremada al 12% (Macro Food S.A, Santiago, Chile) la que fue preparada
mediante un proceso de reconstitucion con agua tibia. Si pertenecian al grupo
experimental, ésta contenia 10” UFC/ml de Lactobacillus rhamnosus SP1 (Sacco,
S.R.L, Italia), por el contrario, si pertenecian al grupo de control, no recibieron el
probidtico descrito. Ambas leches fueron consumidas en las tardes, durante la
jornada escolar, exclusivamente durante los 5 dias de la semana y no durante los

fines de semana, feriados o periodos de vacaciones.

La leche mencionada corresponde a la que los nifios consumen diariamente
en los jardines infantiles de acuerdo a las normas de alimentacion de la JUNAEB y
fue suministrada por el mismo fabricante (Macro Food S.A). (Ingredientes: Leche
descremada, leche entera (26% materia grasa) y fosfato tricalcico. Producto
elaborado en lineas que también procesan: Avena, Trigo, Huevos, Soya,
Almendras y Sulfitos). Ambos productos tendran las mismas caracteristicas

organolépticas para evitar el sesgo de seleccion.

La preparacion de la leche fue realizada por las manipuladoras de alimentos
en cada uno de los jardines infantiles donde se realizé la intervencién. Ellas fueron
especialmente entrenadas al inicio del estudio de acuerdo a las instrucciones del
fabricante y pudieron consultar con el encargado del trabajo de campo en caso de
presentar dudas. Cabe destacar que las manipuladoras de alimentos forman parte
del personal de planta de dichos establecimientos educacionales y quedaron a
cargo de la preparacion del producto sin embargo, el encargado del trabajo de
campo veld regularmente porque esta tarea se efectuase de acuerdo a las

especificaciones necesarias.
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La preparacion de la leche consistia en hervir 5 litros de agua, luego bajar la
temperatura usando un batidor hasta los 50°C, en este momento agregar la leche
en polvo (envase de 500 g), agitar hasta lograr 40°C, donde las temperaturas
debian ser registradas con termometros. Posteriormente incorporar un sobre que
estd contenido en el mismo envase, que en el caso del grupo experimental
contiene el probidtico, y en el caso del grupo control contiene leche. La leche fue
adquirida por el grupo investigador y entregada a los jardines infantiles
regularmente (a través de la gestion del coordinador de trabajo de campo),

monitoreando la oportuna distribucion y el adecuado almacenamiento.

El ensayo clinico conté con la supervision de un médico especializado en
medicina familiar que estuvo encargado de monitorizar las reacciones adversas
que pudieran presentarse en los nifios y proveer informacion a los familiares y

tratamiento en caso de ser necesario.

Se realiz6 seguimiento durante 14 meses, con controles a los 10 meses y

14 meses.

VERIFICACION DEL CUMPLIMIENTO

Se instruy6 a las educadoras para el monitoreo del consumo de leche por
parte de los niflos. Para ello, se mantuvo un libro de registro en cada centro
educacional en donde se consigné la informacién respecto de la asistencia del
nifo al establecimiento, su ausencia debido a enfermedad, y sobre el
cumplimiento del consumo diario de la leche. El libro fue utilizado para valorar la
adherencia a la intervencion. Independiente del porcentaje de asistencia al jardin,
los nifios permanecieron en el estudio durante los 14 meses, pero dicha

informacion fue usada al momento de realizar el analisis de los datos.
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EXAMEN CLINICO

Se realizd un examen clinico al inicio (basal), a los 10 meses y, una vez
finalizada la intervencion, a los 14 meses de seguimiento del estudio, a partir del

cual se recolectaron los datos de incidencia y evolucion de caries.

2 equipos de odontologos clinicos con experiencia y previamente calibrados
(intra e interexaminador) en la deteccion de lesiones caries examinaron a los
nifios en los jardines infantiles correspondientes y registraron la historia de caries
de acuerdo a los criterios ICDAS 1l (Ismail et al., 2007; Shivakumar et al., 2009)
(Anexo 3). Para tales efectos, se utilizd6 una linterna con luz artificial LED,
instrumental de examen esterilizado (espejo, sonda CPITN de la OMS), gasa,

guantes desechables, mascarilla, alcohol-gel.

El criterio ICDAS, a través del que fue registrado el historial de caries, es el
Sistema Internacional de Deteccién y Evaluacion de Caries que permite una
deteccion de caries clara y facil de usar, definiendo mediante una escala
numeérica: el estado de restauracién del diente y el estado de evolucion de la
caries dental (tabla 2) (Ismalil et al., 2007).

Tabla 2: Clasificacion del estado de la caries segun ICDASII (Ismail et al., 2007).

Codigo ICDASII | Estado clinico de la caries dental

0 Sano

Opacidad blanca en diente seco

Opacidad blanca en diente himedo

Cavidad en esmalte, sin compromiso dentinario
Sombra subyacente de dentina

Cavidad en dentina

O O A WN B

Cavidad en dentina extensa
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron codificados e ingresados a una base de datos por un sélo
operador en archivo Excel Office para Windows. Luego se traspasaron al
programa STATA version 11 para ser sometidos a andlisis estadistico. En una
primera fase, se desarroll6 un andlisis descriptivo de los datos.

Ya que las mediciones clinicas se realizaron 3 veces durante el

seguimiento, se definieron 3 outcomes:

- Outcome 1: recorrido de basal a 10 meses
- Outcome 2: recorrido de basal a 14 meses

- Outcome 3: recorrido de 10 a 14 meses

Recorrido se define como la evolucién que sufre la superficie dentaria en
analisis entre el examen clinico de un tiempo y otro. Puede observarse la aparicién

de una lesion o el progreso de una lesion pre-existente.

La deteccion de caries fue registrada mediante los criterios ICDASII del O al
6 sin considerar el criterio ICDAS 1 ya que se necesita que las superficies estén
secas Yy las condiciones de campo del estudio no lo permitieron. Ademas de lo
anterior, para facilitar el analisis de la muestra, el estado obturado se consigné
aparte.

A partir de lo anterior, se definieron las superficies participantes en cada
intervalo y, a partir de ahi, la progresion de las lesiones. Se consider6 progresion
de lesion aquellas superficies que pasaron de un estado ICDAS a otro es decir de
Estado Sano a Lesion de Caries u Obturacion y, de Estado de Lesion No Cavitada

gue progresen a Lesiéon Cavitada u Obturacion.

A partir de todo lo anteriormente sefialado, se analiz6 el porcentaje de

superficies totales que evolucionaron.

29



RESULTADOS
Caracteristicas de la muestra

El total de la muestra esta compuesto por 22.968 superficies dentarias
correspondientes a 261 individuos de entre 2 y 3 afios que asistian a los jardines

de la Fundacién Integra de la zona Norponiente de la Region Metropolitana.

Del total de nifios examinados 134 (51,34%) fueron mujeres y 127 (48,66%)
fueron hombres, la diferencia de frecuencia entre ambos grupos no es
estadisticamente significativa. El promedio de edad de la muestra es de 2,9 afios y
vario entre 1 afilo y 10 meses y 3 aflos y 9 meses. En cuanto a la intervencion
realizada, 150 (57,47%) individuos pertenecieron al grupo probidtico y 111
(42,52%) al grupo control.

Las 22.968 superficies dentarias pertenecientes al andlisis se dividieron en

3 grupos segun el outcome en gque estuvieron presentes:

Superficies

presentes en el 22 633

examen basal y
10 meses:

Superficies

presentes en 22555

examen basal y
14 meses:

Superficies

presentes en 22.373

examen de los
10y 14 meses:

Figura 4: superficies presentes en los distintos outcomes definidos.

Dicha divisibn es de importancia porque determina que no todas las
superficies serdn analizadas en los 3 recorridos, sino que van cambiando segun

su presencia en los distintos examenes.
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Estado de las superficies

Al observar el estado de

las superficies existian mayoritariamente

superficies sanas con baja presencia de superficies afectadas, independiente del

tiempo en que se realizo la deteccidn de caries (tabla 3).

Tabla 3: Porcentaje de superficies en cada estado ICDASII en los distintos

tiempos de examen clinico

Cdédigo ICDAS  Superficies en basal

Superficies en

Superficies en

10 meses 14 meses
0 97,4% 94,8% | 95,56%
2 0,9% 1,9% 1,01%
3 0,3% 0,8% 0,7%
4 0,06% 0,07% 0,1%
5 0,8% 1,5% 1,51%
6 0,2% 0,4% 0,6%
obturado 0,05% 0,2% 0,3%
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Progresion de las lesiones

En cuanto al progreso que presentan las superficies dentarias es similar en

los 3 intervalos de tiempo analizado: la gran mayoria no avanz6 de un estado

ICDAS a otro durante los recorridos; la mayor progresion encontrada fue de un

recorrido de 2 estados ICDAS; mientras que el menor progreso es de sano a
obturado (tabla 4).

Tabla 4: Progresion del estado ICDASII durante los 3 intervalos de tiempo

Diferencia Recorrido entre Recorrido entre Recorrido entre 10 y
entre estados basal y 10 meses basal y 14 meses 14 meses
ICDAS
0 96,8% 97,6% 98,1%
1 0,2% 0,1% 0,2%
2 1,3% 0,5% 0,5%
3 0,5% 0,4% 0,2%
4 0,07% 0,1% 0,09%
5 0,6% 0,6% 0,3%
6 0,1% 0,1% 0,2%
sano-obturado 0,09% 0,1% 0,05%
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Al observar el progreso de las lesiones en relacion al sexo de los individuos
se encontré una distribucidon similar de la progresion de las superficies dentarias

observadas (tabla 5).

Tabla 5: Porcentaje de superficies que avanzaron en el estado ICDASII durante
los 3 intervalos de tiempo comparando sexo de los individuos

Diferencia Recorrido entre basal Recorrido entre Recorrido entre 10
entre estados y 10 meses basal y 14 meses y 14 meses
ICDAS

| | |
Hombres Mujeres Hombres Mujeres Hombres Mujeres

0 96,9% 96,6% 97,5% 97,7% 98,1% 98,2%
1 0,2% 0,3% 0,1% 0,1% 0,3% 0,2%
2 1,4% 1,2% 0,4% 0,6% 0,5% 0,5%
3 0,5% 0,4% 0,5% 0,3% 0,3% 0,2%
4 0,06% 0,08% 0,07% 0,1% 0,05% 0,1%
5 0,6% 0,7% 0,8% 0,5% 0,3% 0,2%
6 0,04%% 0,3% 0,1% 0,2% 0,1% 0,2%
sano-obturado  0,08% 0,1% 0,06% 0,1% 0,04% 0,05%
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Al observar el porcentaje de superficies que progresaron en relacion al

grupo al que pertenecian los individuos se encontraron diferencias: si bien

inicialmente el grupo probidtico muestra una mayor variacion, es el grupo control el

que a lo largo del tiempo logra un mayor progreso de la lesion (tabla 6).

Tabla 6: Porcentaje de superficies que avanzaron en el estado ICDASII durante los
3 intervalos de tiempo comparando grupo probidtico y grupo control

Diferencia Recorrido entre basal Recorrido entre Recorrido entre 10 y
entre estados y 10 meses basal y 14 meses 14 meses
ICDAS
| Probidtico Control | Probidtico Control | Probidtico Control
0 96,5% 97,2% 98% 97,2% 98,6% 97,6%%
1 0,3% 0,1% 0,1% 0,2% 0,2% 0,3%
2 1,3% 1,3% 0,5% 0,5% 0,4% 0,7%
3 0,6% 0,3% 0,4% 0,5% 0,2% 0,3%
4 0,08% 0,06% 0,1% 0,1% 0,1% 0,08%
5 0,7% 0,6% 0,5% 0,8% 0,2% 0,4%
6 0,2%% 0,06% 0,1% 0,3% 0,07% 0,3%
sano-obturado 0,09% 0,09% 0,1% 0,07% 0,02% 0,1%

Si bien los resultados permiten observar la progresion de las lesiones, no es

posible determinar entre que estados se provocan, ya que la mayoria de las

superficies se encontraban sanas y el pequefio nimero de superficies afectadas

por una lesion de caries se pierde al momento de hacer los analisis.
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Para poder realizar la comparacion entre ambos grupos, se obtuvieron las
medias del progreso de las superficies en relacion al grupo al que pertenecian los
individuos. Al realizar la comparacion, se encontrg diferencias estadisticamente

significativas (*, **, *** presentan p<0,05).

Tabla 7: Promedio de avance del estado ICDASII durante los 3 intervalos de
tiempo comparando grupo probiético y grupo control

Recorrido entre basal Recorrido entre Recorrido entre 10y

y 10 meses basal y 14 meses 14 meses

[ |
Probiético © Control | Probiético  Control | Probiético | Control

Promedio
de avance 1,1* 0,8* 0,7** 1** 0,4%** 0,8***

Si bien existe una diferencia estadisticamente significativa, se debe
principalmente al numero de superficies analizadas ya que el promedio de
progresion de codigos ICDAS que varia de 0,3 a 0,4 no representa una diferencia

clinica de gran importancia.
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DISCUSION

El presente estudio determind la progresion de las lesiones de caries por
superficie dentaria mediante criterio ICDASII en relacion al consumo de leche con
contenido probidtico y sin contenido probidtico en una muestra de 22.968
superficies dentarias correspondientes a 261 nifios de entre 2 y 3 afios
pertenecientes a los Jardines Infantiles Integra de la zona Norponiente de la

Region Metropolitana.

Los resultados obtenidos luego de 14 meses de seguimiento muestran que
no existen diferencias significativas en la progresion de lesiones de caries en nifios
de 2 a 3 afios que consumen regularmente leche suplementada con probiéticos L.

rhamnosus SP1 versus nifios que consumen leche sin probioticos.

De acuerdo a los resultados del estudio, existid6 un mayor progreso de la
caries en las superficies dentarias del grupo probiético que en el grupo control en
el primer intervalo, entre basal y los 10 meses. Posterior a lo cual la situacién se
invirti6 y existi6 un menor progreso de las superficies dentarias en el grupo
probiotico que en el grupo control en el dltimo intervalo, entre los 10 y 14 meses y
en el global, entre el basal y los 14 meses. La diferencia siempre fluctué entre 0,3

y 0,4 codigos ICDASII lo que clinicamente no tiene significancia.

Esto podria relacionarse a una menor progresion en relacion a un mayor
establecimiento del probidtico en la cavidad oral por lo que una intervencion de
mayor duracion y seguimiento podria mostrar mejores resultados. Independiente
de ésto, aunque se observan mejoras a partir del uso de probidticos no se puede
determinar la interaccién ni el mecanismo que podria estar ocurriendo dentro del

biofilm para explicarlo.

Estudios in vitro han demostrado que la desmineralizacién bacteriana se ve
afectada por multiples factores. L. rhamnosus GG bajo condiciones ambientales
altamente cariogénicas, como aporte de carbohidratos fermentables y presencia
de cavidades dentinarias, puede presentar potencial cariogénico por si mismo vy,

en conjunto con S. mutans, dicho potencial puede aumentar (Schwendicke et al.,
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2014). Sin embargo, se debe considerar que al realizar una intervencion clinica
son muchos mas los factores involucrados, partiendo por la complejidad del biofilm

oral que in vitro no puede ser replicada.

Los antecedentes del tema establecieron la falta de consenso respecto al
mecanismo de accién de los probidticos, existiendo la posibilidad de que el efecto
sea sistémico o local. Si fuera este ultimo caso, los probioticos deben establecerse
en la cavidad oral, adhiriéendose a las estructuras y tejidos de ella (Caglar et al.
2005). Sin embargo, como ya se ha descrito, Lactobacillus spp. poseen malas
propiedades de adhesion por lo que las anfractuosidades anatémicas y cavidades
son previamente necesarias para su sobrevivencia (Simark-Mattsson et al., 2007;
Badet y Thebaud, 2008). Ravn demostré en un estudio que al administrar leche
enriquecida con probi6ticos durante una semana continua a individuos sin caries
activas, no se logra una colonizacién por parte de dichas bacterias por mas de 72
horas en la cavidad oral (Ravn et al., 2012). En el caso del estudio realizado, al
existir mayoritariamente superficies sanas las bacterias probidticas no tenian un
nicho que colonizar por lo que su presencia en la cavidad oral probablemente fue

temporal.

En la literatura los estudios existentes que comparan el efecto del consumo
de leche enriquecida con probidtico y la sin probiético se enfocan principalmente
en analizar la incidencia de nuevas lesiones de caries y los recuentos bacterianos
mas no la progresion de las lesiones de dicha enfermedad (Hasslof et al., 2013;
Nase et al., 2001; Stecksén-Blicks et al., 2009; Stensson et al., 2014; Taipale et
al., 2013; Vistoso et al., 2013). Dentro de ellos, la mayoria de los estudios utilizan
el indice ceo-d lo que permite saber la historia de caries de los individuos, pero no
la evolucion de las lesiones de caries existentes. Taipale y Vistoso son los Unicos
gue describen la incidencia de lesiones en base a criterios ICDASII: el primero,
concluye que no hay diferencias entre probidtico y control, mientras que la
segunda, establece que si las hay, con una diferencia estadisticamente

significativa en favor del uso de probidticos.

El estudio realizado uso el codigo ICDASII, el sistema internacional de

37



deteccidn y evaluacion de caries que mediante el examen clinico permite saber el
estado de las superficies y, a partir de esto, la evolucién de las lesiones (Ismail et
al., 2007). Dicho andlisis permite tener mayor detalle del estado de cada
superficie. En base a lo anterior, se entiende que son necesarios nuevos estudios
gue evallen la progresion de lesiones con este sistema de evaluacion para poder

comparar los resultados obtenidos.

Queda establecido que la via de administracion lactea es la mas adecuada
para proporcionar probiéticos debido a la confianza que genera en los nifios y los
beneficios nutritivos propios de la misma. Sumado a lo anterior, la literatura
describe que posee efecto como capacidad buffer de acidos organicos, contenido
de calcio y minerales con efecto anticariogénico y reduccion de la colonizacién
bacteriana (Teughels et al., 2008; Jindal et al., 2012).

Se debe destacar que no se produjeron efectos secundarios detectados en
el grupo experimental que se relacionen con el consumo regular de probioticos,
esto se pudo determinar con el reporte por parte de los apoderados, los que no
acusaron ningun tipo de inconveniente relacionado con la leche ingerida por sus

pupilos.

Si bien el estudio pretendia demostrar el uso de los lactobacilos para la
disminucion de la progresion de lesiones de caries, el hecho de que este sea un
analisis secundario predispone a que la muestra no sea la adecuada para el
analisis efectuado: la muestra estuvo compuesta por nifios de entre 2 y 3 afios con
baja prevalencia de caries impidiendo observar el efecto que dicha bacteria podia
tener en la enfermedad. Junto a lo anterior, se debe sefalar que si bien se define
cierta progresion en el estado de las superficies dentarias, no es posible
determinar entre qué codigos ICDASII se desarrolla ya que no es posible
desagregar los resultados y analizar las lesiones cavitadas. Esto se debe a que el
namero de dichas lesiones existentes en la muestra era minimo e imposibilité el
analisis, ya que un numero tan pequefio se perdia dentro de las casi 23.000
muestras obtenidas por lo que permanece abierta la posibilidad de que sea una

superficie sana la que desarroll6 una lesion, una lesion no cavitada progreso a una
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cavitacion o una de las anteriores progreso a obturacion. Sin embargo, tener una
muestra con las caracteristicas necesarias seria éticamente incorrecto ya que
implicaria tener pacientes con lesiones de caries sin tratamiento con el fin de
evaluar el efecto del probiético. Por lo que se sugiere volver a estudios in vitro

para evaluar dicha variable.

Otra limitacion del presente estudio se encuentra en relacion con las
condiciones de la deteccion de caries utilizada: estudio de campo. Dicho
procedimiento consiste en un examen visual a las piezas dentarias sin tener las
condiciones éptimas en cuanto a higiene dental, secado de las superficies y buena

iluminacién. Dado lo anterior, se decidio unificar la clasificacion ICDAS 1y 2.

Frente a todo lo anteriormente sefalado y considerando las limitaciones del
presente estudio, se establece que los probidticos representan una herramienta
atil y prometedora para el control de las caries dentales sin provocar alteraciones
ni dafos al hospedero. Sin embargo, su utilizacion es reciente por lo que el
analisis de su mecanismo de accién y usos debe continuar en estudio. Se sugiere
la realizacién de nuevos estudios in vivo usando el criterio ICDASII para evaluar
en detalle el efecto que pueden tener sobre las superficies dentarias,

independiente de su estado.
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CONCLUSIONES

1. Las superficies dentarias pueden desarrollar lesiones de caries o pueden
progresar las pre-existentes, independiente de pertenecer al grupo que consumio
regularmente leche suplementada con probidticos lactobacilos o leche sin

probidticos.

2. La progresion de lesiones de caries en nifilos que consumen leche enriquecida

con probidticos lactobacilos y sin suplemento de probidticos es similar.
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Titulo completo del proyecto: “Efecto del consumo de bebidas lacteas enriquecidas con
probidticos lactobacilos en la reduccién de incidencia de lesiones de caries en nifios
preescolares” Proyecto Fonis SA1112035

Investigador responsable: Dr. Gonzalo Rodriguez Martinez

Instituciéon: Departamento de Odontologia Restauradora, Facultad de Odontologia,
Universidad de Chile.

Documentacién Revisada:
« CV del Investigador principal y de los Coinvestigadores

Formulario de Consentimiento Informado (Cl) en espafiol para el proyecto: “Efecto
del consumo de bebidas lacteas enriquecidas con probidticos lactobacilos en la reduccién
de incidencia de lesiones de caries en nifios preescolares”

Caracter de la poblacién: La poblacién objetivo es la de nifios y nifias de 2 afios, que
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sanos y con buena salud bucal.
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presenta una alta prevalencia y severidad de caries, cuyo tratamiento convencional es la restauracion, con un
alto costo econémico y social. Este proyecto propone el uso de probidticos en bebidas lacteas
(microorganismos que administrados en cantidades adecuadas confieren beneficios a la salud, lactobacilli
son particularmente protectores para la salud bucal), como posible reductor de caries en nifios preescolares
de 2 afios de edad.
La seguridad del uso de probiéticos en bebidas l4cteas tiene relacién con el principio de No maleficencia y no
ha mostrado riesgo de dafio aumentado, reportandose escasos efectos adversos los cuales han sido dificiles
de evaluar, dada la levedad de sus signos tales como flatulencia y molestia abdominal autolimitada. En esta
investigacién ademas se implementara un protocolo de registro y manejo de los posibles efectos adversos,
con la supervisién del médico parte del equipo investigador. Se registraran en forma diaria las alteraciones
gastrointestinales que se han reportado por el uso de probidticos y presentan un protocolo correcto de
notificacién de esos efectos al comité de ética.
El Investigador presenta un protocolo de entrega de la informacién para padres, apoderados y tutores de los
nifios posibles candidatos, esta informacién aparece clara y personalizada, y culmina con la fima del
formulario de consentimiento informado donde los padres o tutores certifican que han comprendido esta
informacién y aceptan los riesgos y beneficios que representa que sus nifios participen en esta investigacion.
Este Comité considera que se resguarda asi el principio de autonomia.
Después del primer examen bucal en los jardines seleccionados, los padres de los nifios que presenten en
ese momento algun tipo de lesion cariosa, seran informados y se les entregara una hoja de interconsulta y
recomendaciones para la resolucion de los problemas de salud bucal. Ademas, los nifios que desarrollen
lesiones de caries durante el estudio seran derivados a atencién clinica a la clinica odontolégica dependiente
de la Universidad de Chile o al sistema de salud que le corresponda. Estas acciones concuerdan con el
respeto al principio de Beneficencia.
Este proyecto ha mostrado que cumple con las pautas éticas de investigacion en seres humanos (Helsinki y
CIOM).
En consecuencia, el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile,
Aprueba el estudio: “Efecto del consumo de bebidas lacteas enriquecidas con probiéticos lactobacilos en la
reduccién de incidencia de lesiones de caries en nifios preescolares” Proyecto Fonis SA1112035, bajo la
supervision del Dr. Gonzalo Rodriguez Martinez, como Investigador Principal.

Este Comité se reserva el derecho de monhora re | proyecto si fuera necesario.

\
\

[
)

C.c.: Investigador Principal. y Secretaria C.E.C.
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ANEXO 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO

2.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

"“Efecto de bebidas lacteas enriquecidas con probiéticos lactobacilos en reduccién de
incidencia de caries en nifios preescolares*

1. INFORMACION SOBRE EL ESTUDIO DE INVESTIGACION

¢Cudl es el propésito del estudio?

Este estudio tiene por objetivo evaluar el efecto del consumo de probiéticos para prevenir las caries
en nifos preescolares.

¢Qué son los probidticos?

Los probidticos se definen como microorganismos vivos los cuales, cuando son administrados en
cantidades adecuadas, confieren beneficios a quien los consume. En Chile, existen numerosos
productos en el mercado que contienen probicticos y que son consumidos para obtener beneficios
a nivel gastrointestinal. Estudios en el extranjero han demostrado utilidad en prevenir la aparaicion
de caries en los nifios.

¢ Quién puede participar en este estudio?

Nifios y nifias que asistan a jardines infantiles dependientes de la Fundacion INTEGRA que cursen
nivel medio menor y que no presenten intolerancia a la lactosa y/o alergia a algunos de los
componentes de las bebidas lacteas.

¢Por qué debiera yo considerar la participacién de mi hijo/a o pupilo/a como sujeto de
investigacién en este estudio?

Para colaborar en la evaluacion del efecto del consumo de probiéticos en la prevencién de caries
dentales.

¢Mi hijo/a tiene necesariamente que participar en este estudio? ¢Si acepto que mi hijo/a
participe, puedo cambiar de opinién o retirarme?

Su participacién es voluntaria, puede cambiar de opinién o retirarse en el momento que desee.

¢Si decido que mi hijo/a participe en el estudio, en qué consisten precisamente las
evaluaciones, y qué tipo de tratamientos o procedimientos le van a practicar?

Consistira en una primera etapa, en hacerles una evaluacién odontoldgica basal y tomar una
muestra de saliva. Luego el jardin recibira gratuitamente bebidas lacteas con probiéticos o sin ellos
por parte del grupo investigador, los cuales seran consumidos por su hijo/a todos los dias que
asista al jardin, por un periodo de 18 meses.

Se decidira por azar el tipo de bebida l4ctea (con o sin probidtico) que recibiran los jardines y por lo
tanto su hijo, es decir puede que su hijo esté consumiendo leche con probidticos o sin probidticos.
En una segunda etapa, los nifios seran nuevamente examinados en el jardin (a los 6 meses,12
meses y a los 18 meses) y se les solicitardn nuevas muestra de saliva. El examen de salud es muy
simple y sélo incluye la observacion de los dientes con un espejo dental en el mismo jardin. La
muestra de saliva consiste en tomar saliva desde la boca del nifio y esta sera empleada
Unicamente para andlisis microbiologicos, que consistira en medir la cantidad de bacterias
involucradas en el proceso de caries.

£Qué peligros podria experimentar mi hijo/a en este estudio, y que haran los investigadores
para reducir el riesgo de que éstos se presenten?

Este estudio no representa ningin peligro para los participantes ya que no hay procedimientos ni
medicamentos que involucren riesgo alguno. A lo mas algunos participantes podrian tener
sintomas gastrointestinales como diarrea, nauseas y/o dolor abdominal leve. Un médico, parte del

equipo investigador, evaluaré estos sintomas y en el caso de persistir en el tiempo y alt/ecag—lg~
/RS
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calidad de vida de su hijo/a, se suspendera el consumo del producto.
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£Qué beneficios para mi hijo/a puedo yo esperar al autorizar que participe en este estudio?
1) Su hijo/a consumira un producto lacteo de muy buena calidad.

2) En el caso de consumir el producto lacteo con probiético, estard consumiendo un producto
seguro y ampliamente estudiado, que presenta beneficios a nivel gastrointestinal, potenciando
los sistemas de defensa naturales del cuerpo.

3) A su hijo/a se le realizard una evaluacién de su salud bucal y estara constantemente
monitoreado por un equipo de odontélogos especializados, y en el caso de necesitar atencién
odontoldgica, sera derivado a atencién a la red de salud que le corresponda.

¢En qué podria este estudio beneficiar a otros?

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

¢Qué haran los investigadores si mi hijo/a sufre algun dafio durante el estudio?

No sufrira ningiin dafio, ya que no se utilizan compuestos que puedan ocasionarlo. En caso que
presente molestias y que estas aumenten desmedidamente con el consumo del producto lacteo,
éste se le suspendera.

Una vez que mi hijo/a haya ingresado como sujeto de estudio, ¢a quien tendria que dirigirme
para averiguar mas acerca del estudio o para hacer llegar algin comentario y/o resolver
alguna duda?

Al investigador responsable, Dr. Gonzalo Rodriguez (F: 09-5426731) o al investigador alterno, Dr.
Rodrigo Cabello (F: 09-4393501). También pueden consultar al Presidente del Comité de Etica de
la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, Dr. Juan Cortés (F: 9781703)

Si decido que mi hijo/a no participe en este estudio, ;qué me puede suceder?

La participacion del estudic es de caracter voluntario, si Ud. decide retirar a su hijo/a, no habra
ninguna consecuencia negativa para Ud. ni para su hijo/a.

éDespués que firme el documento, quién lo guardara?
El investigador responsable Dr. Gonzalo Rodriguez M.

Comité Etico Cientifico Facultad de Odontologia U. de Chile
Presidente: Dr. Juan Cortés A

Teléfono: 9781702

Direccion: Sergio Livingstone P. 843. Independencia. Of 4° Piso
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2, DOCUMENTACION DEL CONSENTIMIENTO

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de haber podido

aclarar todas mis dudas, yo

RUT otorgo mi consentimiento para que mi hijo o mi hija

participe en el proyecto

"Efecto de bebidas lacteas enriquecidas con probidticos lactobacilos en reduccién de incidencia de

caries en nifios preescolares, dependiente de la Facultad de Odontologia de la Universidad de

Chile.

""" (Firma del Tutordel Nio) e
“““ (Fima del Investigador que toma el Ci  (Fecha)
""" (Fima del Investigador Princial)C  Fehw
Santiago, ....... A8 iviiiin sriniiiernsine 2012

Comité Etico Cientifico Facultad de Odontologia U. de Chile
Presidente: Dr. Juan Cortés A.
Teléfono: 9781702




ANEXO 3

CRITERIO ICDAS I

CODIGO DE PROCESO DE CARIES

CLASIFICACION
HISTOLOGICA

0 Sin cambios visuales

No desmineralizacién visible
(subclinica)

1B | Decoloracioén café confinada / < 1 mm en superficie lisa

15 externa esmalte

1W | Opacidad blanca con secado de aire a la fisura

2B | Decoloracion café mas alla de la fisura/>1 mm en la

superficie lisa

15 interna esmalte-1/3 externo
dentina

2W | / Opacidad blanca sin secado de aire

Perdida de integridad superficial (microcavidad)

1/3 medio dentina

1/3 medio dentina

Cavidad detectable exponiendo dentina

1/3 interno dentina

3
4 Sombra subyacente de dentina
5
6

Cavidad extensa, dentina claramente visible

1/3 interno dentina

INDICE DE CARIES DENTAL CORONAL PRIMARIA

CRITERIOS ICDAS:

DETECCION Y SEVERIDAD DE LA LESION
1

arvons ] [~cavons Jlsowern | e [reRomen |[TAsere,
DETECTABLE || SUBYACENTE HUMEDO CAFE (B) EN SECO
—]

50



