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1. INTRODUCCION.

En los ultimos afos existe una creciente evidencia que las bacterias
probidticas poseen un efecto en el balance de los microorganismos en humanos y
consecuentemente en su salud. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), los probidticos se definen como microorganismos vivos, principalmente
bacterias, que son seguros para el consumo humano, y que ingeridos en cantidades
suficientes, tienen efectos beneficiosos sobre la salud (Meurman and Stamatova,
2007).

Distintos trabajos han utilizado cepas probidticas para la prevencion de
enfermedades orales (Cagetti ef al., 2013). En este sentido los probidticos han sido
administrados para mantener o restaurar la flora normal en contra de la invasion de
bacterias patdgenas, responsables de las caries y la enfermedad periodontal (Saha
et al., 2012).

Los probidticos poseen multiples acciones, demostradas a nivel intestinal,
como la prevencion de la adhesion e invasion de bacterias patégenas, modificando
el ambiente intestinal y modulando la respuesta inmune tanto local como sistémica
(Floch et al., 2011). En este contexto el consumo de probidticos, a nivel intestinal,
modula la inmunidad innata, donde se produce la estimulacion de la sintesis de Beta-
Defensina Humana 2 (HBD-2) (Schlee et al., 2007, Wehkamp et al., 2004). Este
péptido antimicrobiano, al igual que la Beta-Defensina Humana 3 (HBD-3), participa
como la primera barrera de defensa en contra de la colonizacion bacteriana, debido
a su efecto microbicida de amplio espectro en contra de virus, bacterias y hongos
(Ganz, 2003). La HBD-3 se destaca dentro de las Beta-defensinas por poseer la

mayor potencia de accion antibacteriana, y se ha encontrado distribuida ampliamente



en los epitelios orales de encia, lengua, glandulas salivales y mucosa bucal, y al
igual que la HBD-2, son inducidas por la presencia de bacterias, sus componentes
bacterianos y mediadores de la inflamacion (Harder et al., 2001, Dhople et al., 2006).

A nivel de salud oral se ha demostrado, in vitro, que la HBD-3 posee accion
antibacteriana en contra de los principales patdégenos orales (Ouhara et al., 2005,
Maisetta et al., 2005, Madhwani and McBain, 2012), sin embargo, no se conoce si la
expresion de HBD-3 se ve afectada por el consumo de cepas probidticas. El objetivo
de este estudio es determinar en un grupo de pre-escolares la concentracion salival
de HBD-3, después de 14 meses, de consumo regular de leche enriquecida con
Lactobacillus rhamnosus SP1, y establecer si los niveles en saliva de este péptido se
ven modificados en comparacion con un grupo de pre-escolares que no consumio el

probidtico.



2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

2.1 CARIES DENTAL.

La caries dental es la destruccion localizada de los tejidos mineralizados del
diente por acidos provenientes de la fermentacién de hidratos de carbono por
parte de las bacterias patdogenas, donde el proceso de la enfermedad es iniciado
dentro del biofilm bacteriano que cubre la superficie dentaria. La caries es una
enfermedad multifactorial que parte con cambios microbiolégicos dentro del
complejo biofilm y es afectada por el flujo y la composicion salival, el consumo de
hidratos de carbono y por habitos preventivos, como el cepillado dental y la
exposicion a fluoruros (Selwitz et al., 2007). La enfermedad es reversible en
etapas tempranas y puede ser detenida en cualquier estado, incluso cuando la
dentina y el esmalte son cavitados o destruidos, siempre y cuando se elimine o
remueva eficientemente el biofilm (Selwitz et al., 2007). Este biofilm o biopelicula
esta constituido por multiples microorganismos, los cuales son encapsulados en
una matriz organica de polisacaridos y proteinas secretadas por estos
microorganismos, el cual entrega proteccion en contra de las defensas del
hospedero y predadores, aumentando ademas la resistencia a los agentes
antimicrobianos. El diente ofrece superficies que no ponen resistencia a la
colonizacion microbiana y un largo numero de bacterias y sus productos se
acumulan en esta biopelicula en salud y enfermedad (Scheie and Petersen, 2004).
Las bacterias cariogénicas tales como Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus y Lactobacillus spp, entre muchas otras, son capaces de producir acidos

débiles en el biofilm producto del metabolismo de carbohidratos fermentables. El



acido causa una disminucién en el valor del pH, por debajo del valor critico de 5,5,
pH en el cual se produce la desmineralizacién del tejido dentario (Featherstone,

2004, Bowen and Koo, 2011).

2.1.a Caries temprana de la infancia.

La caries dental es un problema de salud publica y una enfermedad
altamente prevalente en Chile y el mundo. Segun estudios del Ministerio de Salud
(Ceballos y Acevedo 2007), en la Regiéon Metropolitana los nifios de 2 afos
poseen un indice ceod en promedio de 0,54 y una prevalencia de caries de
aproximadamente el 17%. Adicionalmente los nifios de 4 afios tienen un ceod
promedio de 2,32 y la prevalencia es del 48% (Ceballos y Acevedo 2007). En vista
de estos resultados, el abordaje de la enfermedad de caries, en este grupo etareo,
debe estar orientado a prevenir su aparicion y al control de los factores etioldgicos
de la enfermedad, ya que el tratamiento restaurador clasico, no es capaz de
resolver el problema de la rapida aparicion de lesiones de caries, con los
consiguientes gastos economicos y sociales que esto conlleva (Featherstone,

2003).

La enfermedad se manifiesta, en el grupo de pre-escolares, generalmente
en una forma particular y agresiva denominada caries temprana de la infancia
(CTI), y se refiere a cualquier signo de caries en denticion temporal. Como
resultado de la instalacion de esta patologia las secuelas incluyen la destruccion
completa de los dientes afectados, teniendo como consecuencias; dolor,

infecciones agudas, trastornos fonoaudiologicos y alteraciones nutricionales,



donde ademas el tratamiento puede tener un alto costo econdmico (Asociacion

Americana de Odontologia Pediatrica, AAPD, 2011).

Aunque la CTI se relaciona estrechamente con grupos cercanos a la
pobreza, el dano acumulado en aquellos nifios con experiencia de caries,
independiente del nivel de ingresos de su familia, se manifiesta en un gran numero
de dientes afectados y lesiones de caries que se encuentran generalmente sin
tratamiento (Tinanoff et al., 2002). Ademas la presencia de caries en etapa pre-
escolar es un indicador de riesgo para el desarrollo de futuras lesiones en los

dientes permanentes (Peretz et al., 2003).

El tratamiento de CTI, debe estar enfocado en la remocion y posterior
restauracion de los tejidos afectados, la aplicacion de sellantes en surcos
profundos de dientes sanos y de barniz de fluor asi como también de la
modificacion de habitos de consumo de hidratos carbono y de técnica de cepillado
para la eliminacién mecanica del biofilm acumulado sobre las superficies dentarias
(Peretz et al., 2003). Siendo de gran importancia la capacidad que posea el
odontodlogo de identificar los factores de riesgo individuales que posee el paciente

para evitar la instalacion de esta patologia.

Numerosas investigaciones (Fontana et al., 2009, Featherstone, 2003, Dale
et al., 2006) han buscado 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 quirurgico de esta

patologia, que involucra la remocion del tejido desmineralizado e infectado, no



elimina los factores de riesgo de la enfermedad, por esto, lo l6gico seria que las
nuevas terapias fueran orientadas a la eliminacion de los agentes etiologicos
mediante la modulacion de las especies presentes en el biofilm, por ejemplo, por

componentes provenientes de la saliva (Featherstone et al., 2003).

2.2 SALIVA Y FUNCION PROTECTORA.

2.2.a Componentes de la saliva.

El fluido salival es una secrecidén exocrina, que contiene aproximadamente
99% de agua, conteniendo una variedad de electrolitos (sodio, potasio, calcio,
cloruro de magnesio, bicarbonato, fosfato) y proteinas, representado por enzimas,
inmunoglobulinas y otros factores antimicrobianos, glicoproteinas mucosas, trazas
de albumina y algunos polipéptidos y oligopéptidos de importancia para la salud
oral (de Almeida et al., 2008). La saliva total se refiere a la compleja mezcla de
fluidos provenientes de las glandulas salivales, el fluido crevicular, trasudado de la
mucosa oral, ademas de la mucosa de cavidad nasal y la faringe, bacterias no
adheridas, restos de alimentos, células epiteliales descamadas, asi como trazas

de medicamentos o productos quimicos (Kaufman and Lamster, 2002).

En reposo, sin estimulacién exégena o farmacoldgica hay un flujo continuo
de saliva, que se denomina flujo salival sin estimular, el cual esta presente en
forma de una pelicula que cubre, hidrata y lubrica los tejidos bucales. La saliva
estimulada se produce en respuesta a estimulos mecanicos, gustativos, olfativos o
farmacoloégicos, contribuyendo alrededor del 80% a 90% de la produccion diaria

salival (Humphrey and Williamson, 2001).



2.2.b Funciones de la saliva.

La cavidad oral representa un ambiente unico, en el cual una amplia
cantidad de microorganismos habitan el biofilm oral y por su localizacion
interactuan directamente con la saliva. El sistema de defensa salival juega un
importante rol en la mantencion de la salud en la cavidad oral y en la prevencion
de caries (Van Nieuw Amerongen et al., 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. Esto se basa en numerosos estudios que
reportan el aumento de la incidencia de caries en pacientes con disminucion en su
flujo salival, ya sea por enfermedades, medicamentos o por terapias de radiacion

(Olate et al., 2014, Abbate et al., 2014, Srinivasulu et al., 2014).

Los mecanismos de defensa salivales son numerosos e incluyen produccion
local y sistémica de inmunoglobulinas, lisozima, mucinas, y péptidos

antimicrobianos (de Almeida et al., 2008).

2.3 PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS.

El rol potencial de las proteinas salivales y dentro de éstas, los péptidos
antimicrobianos, han sido objeto de multiples investigaciones (Phattarataratip et
al., 2011). Los péptidos antimicrobianos son antibioticos naturales que entregan
una primera linea de defensa en contra de un amplio espectro de patdgenos, que

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



Adicionalmente, son un importante componente de la respuesta inmune innata, la
cual contiene los mecanismos protectores que forman la primera linea de defensa
y que son capaces de reaccionar rapidamente y eliminar los potenciales

patogenos (Underwood and Bevins, 2010).

Estos péptidos pueden ser particularmente importantes en la cavidad oral,
donde la microflora bacteriana esta presente en un alto numero todo el tiempo.
Existen 3 principales familias de péptidos antimicrobianos, que se definen por la
composicidon aminoacidica y por su estructura tridimensional; las catelicidinas o

LL-37, las histatinas y las defensinas (Abiko et al., 2003).

Las catelicidinas o LL-37, son péptidos de estructura alfa helicoidal sin
cisteina (Bals and Wilson, 2003). Sdélo una catelicidina ha sido identificada en
humanos, la cual es un péptido antimicrobiano de 18kDa. Este péptido es
expresado por neutrdéfilos 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 et al., 2005).

Las histatinas, corresponden a una familia de proteinas cationicas de bajo
peso molecular, ricas en histidina que son producidas y secretadas por la glandula
parétida, submandibular y sublingual. Las histatinas generalmente exhiben
actividad apoptética en distintas cepas microbianas y una potente actividad
antifungica, especialmente contra Candida albicans (Edgerton and Koshlukova,

2000, De Smet and Contreras, 2005, Ganz, 2003).



Las defensinas, son péptidos pequefos (3-6kDa), con tres puentes
disulfuro, altamente basicos y ricos en cisteinas (Joly et al., 2004, Bartie et al.,

2008), que cumplen una funcion efectora en la inmunidad innata (Ganz, 2004).

2.3.a Defensinas.

Las defensinas juegan un importante rol en la inmunidad humana ya que se
expresan en multiples tejidos, y pueden encontrarse en condiciones de salud asi
como también en estados infecciosos o inflamatorios (Ganz, 2003). Estas
moléculas se presentan dentro del rango de concentraciones micromolar y son

ampliamente expresadas por epitelios asi como por neutrofilos (Ganz, 2004).

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, activan la via clasica del complemento y tienen el potencial de
modular la respuesta inflamatoria a través de la regulacién de la expresion de
citoquinas y de moléculas de adhesion (Diamond et al., 2009). Estos péptidos
pueden funcionar como nexo entre la inmunidad innata y adquirida ya que
provocan la quimiotaxis de linfocitos, células dendriticas inmaduras vy linfocitos T, y

ademas potencian la produccion de anticuerpos (Tani et al., 2000).

Las defensinas pueden ser divididas en a y B defensinas, y el interés que ha
generado su estudio esta basado en su potente actividad antimicrobiana, su
amplio espectro de accion, el sinergismo y co-expresion con otros antimicrobianos
en saliva y la estimulacion del sistema inmune adquirido (Dale et al., 2006),

ademas tienen ventajas en relacion a los antibidticos comunes, siendo capaces de
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actuar en contra de algunos patdégenos que han desarrollado resistencia

antibidtica (Hancock, 2001).

Las a-defensinas son péptidos de 29 a 35 aminoacidos y son mas cortos
que las B-defensinas las cuales constan de 38 a 45 residuos (Raj and Dentino,
2002). Ambas familias contienen 6 residuos conservados de cisteinas, unidos
mediante enlaces disulfuro. La estructura terciaria de estos péptidos consiste en 3
hojas beta antiparalelas, las cuales se encuentran constrefidas por tres puentes
disulfuro (Ganz, 2003). Las diferencias entre las familias se basa en el largo y el
plegamiento de la cadena peptidica, la localizacion y la posicién de los residuos de
cisteina en la secuencia aminoacidica y en la ubicacion de los enlaces disulfuro,
los cuales son responsables del emparejamiento de cisteinas (Gomes and

Fernandes, 2010).

Las a-defensinas son expresadas por neutrofilos humanos y células Paneth
(células especializadas de la mucosa intestinal). Los neutrdfilos producen o-
defensinas 1 a 4 (HPN-1 a HPN-4), mientras que la 5 y 6 (HD-5 y HD-6) son
producidas en el intestino y en el tracto genitourinario (Svinarich et al., 1997, Wu et
al., 2004). En saliva total han sido identificadas las HPN-1, 2 y 3, donde tienen
como funcién la muerte no oxidativa de microorganismos (Goebel et al., 2000).
Estas defensinas han sido ademas identificadas en el fluido crevicular donde son
producidas por los neutrofilos que migran desde el torrente sanguineo a la cavidad
bucal (Abiko et al., 2003). Existen 3 tipos de B-defensinas humana (HBD1-3) (Ryan
et al., 2003, Duits et al., 2002), en saliva se expresan predominantemente las tres

B-defensinas, y son producidas por las células epiteliales. Las HBD1-3 han sido
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detectadas en glandulas salivales, encia, lengua y mucosa bucal (Harder et al.,
2001). HBD-1 es expresada principalmente de manera constitutiva (Sahasrabudhe
et al., 2000), aunque también puede ser inducida, pero en muy bajas
concentraciones, mientras las HBD-2 y HBD-3 son generalmente expresadas en
bajos niveles, in vivo, bajo condiciones normales y tienen expresion inducible ya
sea por estimulacion por componentes bacterianos o por mediadores inflamatorios
(Harder et al., 2001, Dhople et al., 2006). En general, se ha observado que la
HBD-2 y HBD-3 son inducidas in vitro en células epiteliales de mucosa y encia en
respuesta a la mayoria de los patdogenos orales descritos hasta la fecha (Diamond

et al., 2008).

La expresiéon de las B-defensinas puede ser por estimulacion directa por los
patogenos orales y también pueden ser inducidas por citoquinas pro-inflamatorias
que incluyen interleuquina (IL1)-B, factor de necrosis tumoral (TNF)-a e IL-17, que
son producidas en respuesta a la invasién bacteriana, por lo tanto, ellas funcionan
como agente antibidtico directo para mantener la homeostasis bacteriana de la
cavidad bucal, y pueden naturalmente prevenir la colonizacién de patdgenos

(Diamond et al., 2008, Diamond et al., 2009).

2.4 3-DEFENSINA HUMANA 3.

Expresion y regulacion

El analisis de la expresion de HBD-3 en distintos 6rganos del cuerpo, a
través de RT-PCR indicdé presencia de mRNA de HBD-3 en la piel, traquea,

lengua, amigdalas, utero, rifiones, la médula 6sea, el timo, el colon, el estdmago,
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las adenoides, faringe y laringe. A nivel oral el RT-PCR detect6 expresion de HBD-
3 en las glandulas salivales y en tejidos orales inflamados y no inflamados

(Dunsche et al., 2002).

Todas las defensinas se sintetizan como pro-péptidos y son procesadas en
distintos grados dependiendo de su lugar de expresion. Los genes de las
defensinas humanas se agrupan en una regién del cromosoma 8p22-p23, menor a
8 Mb (Harder et al., 1997, Liu et al., 1998, Linzmeier et al., 1999). El gen de HBD-3
contiene dos exones localizados 13 kb rio arriba del gen HBD-2, el primer exdn
incluye la regién 5'no traducida del gen, el cual codifica un dominio de la pre-
proteina y el segundo exén codifica el péptido maduro, que contiene los 6 residuos
de cisteina (Dhople et al., 2006). Entre las B-defensinas humanas identificadas, la
HBD-3 genera gran interés, ya que la secuencia del péptido maduro de HBD-3
contiene seis aminoacidos, cargados positivamente, mas que HBD-1 o HBD-2 (Jia
et al., 2001), lo cual determinaria su mayor accion bactericida en comparacion a
las otras B-defensinas, constituyendo una ventaja biolégica con respecto éstas

(Schibli et al., 2002, Wu et al., 2003).

La concentracion salival de HBD-3 puede ser regulada por catepsinas, que
son proteasas que cortan la proteina en los residuos de tipo cisteina, las cuales
tienen la capacidad de degradar e inactivar la HBD-3, por lo tanto, las catepsinas
juegan un papel importante en la regulacion de la actividad del péptido, donde la
sobre-expresion de éstas puede conducir a la degradacion de las defensinas y con
ello favorecer la infeccion bacteriana (Taggart et al., 2003). Adicionalmente la

actividad antibacteriana de HBD-3 y de otros péptidos antimicrobianos es inhibida
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por una proteina de 31 kDa, la proteina inhibidora del complemento, secretada
predominantemente por cepas M1 de estreptococos del grupo A, el cual seria un
factor de virulencia que los protege de la accién bactericida de HBD-3 (Dhople et

al., 20086).

Estructura y funcién bioldgica

La HBD-3 es un péptido catidnico de 45 residuos, que posee 6 motivos de
cisteina. Como se mencioné anteriormente la estructura terciara de las [3-
defensinas consiste en tres hojas beta antiparalelas, unidas entre si por tres

enlaces disulfuro. (Dhople et al., 2006).

La HBD-3, a diferencia de las otras defensinas, ha demostrado poseer un
amplio espectro de actividad antibacteriana contra muchos patégenos vy
microorganismos resistentes a farmacos (Harder et al., 2001, Hoover et al., 2003,
Wu et al., 2003, Shelburne et al., 2005, Starner et al., 2005). Otros estudios han
demostrado que HBD-3 también esta implicada en otras funciones bioldgicas, tales
como la quimio-atraccion, conectando de esta manera la inmunidad innata y

adaptativa (Wu et al., 2003).

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). Se han
postulado dos modelos por lo cual esto ocurre; el “modelo tipo carpeta”, en el cual
multiples moléculas se situan sobre la superficie de la célula bacteriana y el otro

posible modelo es el "modelo tipo poro”, donde las moléculas forman poros en la
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membrana causando la fuga o pérdida del contenido de la célula, en ambos casos

el resultado final es la lisis bacteriana (Brogden, 2005).

La interaccidén de las defensinas con sus células blanco esta dada por la
atraccion electrostatica que se establece entre éstas, por su carga positiva y la
membrana celular bacteriana, con componentes que le entregan una fuerte carga
negativa, como el lipopolisacarido (LPS) en bacterias Gram -, el acido lipoteicoico
y peptidoglicanos en bacterias Gram + y los fosfolipidos propios de la membrana

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

Bohling et al., el afo 2006 plantearon que la interaccién de HBD-3 con la
membrana bacteriana es lipido especifica, teniendo la habilidad de unir y

neutralizar el LPS bacteriano, por interaccidn electrostatica (Bohling et al., 2006).

Ademas de la actividad antibacteriana, HBD-3 ha demostrado poseer
propiedades inmuno-modulatorias, tales como la quimioatraccion de linfocitos T y
células dendriticas inmaduras, jugando un importante rol en la inmunidad
adaptativa (Falk et al., 1980), uniéndose y activando directamente al receptor
CCRGo, responsable de esta quimiotaxis (Wu et al., 2003). La habilidad bactericida
y de activacion de componentes de la inmunidad de HBD-3 indican que esta
molécula esta involucrada en la inmunidad innata y en la inmunidad adaptativa asi

como otras defensinas (Yang et al., 2004).

Estudios que correlacionan la estructura de HBD-3 y sus funciones, indican
que la actividad antibacteriana depende de la carga positiva del péptido,

adicionalmente un aumento de sus caracteristicas hidrofébicas potencia la
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actividad bactericida en contra de bacterias Gram + y bacterias Gram — (Kluver et
al., 2005). Por otro lado, la presencia de enlaces disulfuros son indispensables
para su funcion de quimiotaxis, ya que la ausencia de éstos mantiene solo la

actividad antibacteriana (Dhople et al., 20006).

Funcién bioldgica a nivel oral

Las B-defensinas han demostrado expresién en tejido gingival, mucosa
bucal, lengua, glandulas salivales y otras regiones de la cavidad oral (Mathews et
al., 1999, Krisanaprakornkit et al., 1998, Zhao et al., 1996). El patron de
localizacion de HBD-3 es principalmente en la capa basal del epitelio gingival (Lu
et al., 2005), lo cual podria reflejar el rol o funcion bioldgica de este péptido, que
se basa en la facilitaciéon de la interaccion entre el epitelio gingival y el tejido
conectivo subyacente, sirviendo como conexion entre la inmunidad innata y la

inmunidad adaptativa (Lu et al., 2005).

Las B-defensinas poseen actividad contra patégenos orales que incluye
Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Fusobacterium nucleatum, asi como
Streptococcus mutans y Candida albicans. Las B-defensinas funcionan como la
primera linea de defensa en contra la colonizacion bacteriana en la cavidad bucal

(Joly et al., 2004, Song et al., 2009, Feng et al., 2005).

El biofilm oral al ser expuesto in vitro a la accion de HBD-3, resulta en un
aumento del numero de bacterias muertas, mayor que cuando se trata con
clorhexidina o hidroxido de calcio (Lee et al., 2013). El afio 2012, se demostrod in

vitro, que la exposicion de discos de hidroxiapatita a la accion de HBD-3,
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disminuye el recuento total de bacterias en saliva, incluyendo a lactobacilos totales
(Madhwani and McBain, 2012). Zhu et al. demostraron que HBD-3 no sdlo inhibe la
formacion y maduracion del biofilm, si no, que también es capaz de reducir el
biofilm pre-existente en las superficies de implantes de titanio, inhibiendo la

sintesis de polisacarido al nivel de transcripcion de genes (Zhu et al., 2013).

2.5 B-DEFENSINA HUMANA 3 Y CARIES.

A la fecha existen 3 estudios clinicos que buscaron una relacion entre la
incidencia de caries y la concentracidon salival de distintos péptidos
antimicrobianos, los cuales presentaron resultados dispares (Tao et al., 2005,
Phattarataratip et al., 2011, Ribeiro et al., 2013). El objetivo de estos estudios
clinicos fue determinar si estos péptidos podrian ser utilizados como método de
diagnostico del riesgo de caries y se fundamentan en la accion bactericida directa
que éstos poseen sobre los patdogenos orales, que corresponden a uno de los
factores de riesgo de la instalacion de la patologia de caries, donde un diagndstico
temprano y oportuno permitiria la implementacién de medidas preventivas para

evitar la aparicién de la enfermedad.

Tao et al., realizaron un estudio donde participaron 149 nifios entre 11 y 15
afos, con y sin caries, se encontré6 que los niveles de HBD-3 y LL-37 no se
correlacionaban con la experiencia de caries. Ademas, los niveles de HBD-3,
mostraron una alta variacion entre los sujetos, donde adicionalmente nifios con

caries no tenian altos niveles de Strepfococcus mutans (Tao et al., 2005).
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Phattarataratip et al., en un estudio en el que participaron 60 sujetos de 13
afnos, con y sin caries, demostraron que los niveles salivales de todos los péptidos
antimicrobianos estudiados, a-defensinas 1, 2 y 3, B-defensinas 2 y 3, y LL-37,
fueron altamente variables entre los sujetos y no se correlacionaban con la
experiencia de caries. Se concluyd que las distintas combinaciones de estos
péptidos aumentaron su actividad bactericida en contra de S. mutans, teniendo
efecto sinérgico. Se observo ademas, mayor resistencia de S. mutans a la accién
de los péptidos antimicrobianos, en el grupo de participantes con caries, lo cual
podria ser un factor de virulencia de estos microorganismos, que les entrega una
ventaja bioldgica, permitiendo la colonizacion bacteriana y la instalacion de la

patologia (Phattarataratip et al., 2011).

Ribeiro et al., en un estudio que tuvo por objetivo determinar los distintos
patrones de péptidos salivales en nifios entre 10 a 71 meses, demostré que la
HBD-3 se asocia a nifios libres de caries, y este efecto podria estar potenciado por

la presencia de la a defensina-3 (Ribeiro et al., 2013).

En vista de los resultados dispares y dificiles de comparar, es necesario
conocer en mayor profundidad cual es la real relacion de HBD-3 con el biofilm oral
y si existe correlacion como predictor del desarrollo de caries. Recientes
investigaciones en el ambito de la medicina indican que los biofilms juegan un
importante rol en la salud, donde el conocimiento de las interacciones bacterianas
aparece como el punto de partida para la prevencién y control de las patologias

orales (Twetman, 2012).
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Con la comprension de las interacciones microbianas en la cavidad oral, ha
comenzado a existir un interés en la inhibicion o modulacion selectiva de los
patogenos orales, modificando la composicion bacteriana del biofilm oral. En los
ultimos afos, la microbiologia oral se ha convertido en un area importante para
desarrollar nuevas tecnologias que podrian ser utiles para la gestion de otras

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

Al ser la caries una enfermedad con componente microbioldgico, cobra
sentido apelar a terapias preventivas inmunologicas para su control. Siguiendo
esta logica, existe la inmunizacion activa, es decir, la creacion de anticuerpos anti
S. mutans antes de la erupcion dentaria, y la inmunizacion pasiva, o

bacterioterapia mediante el uso de probioticos (Pereira et al., 2010).

2.6 PROBIOTICOS.

Los probioticos se definen como microorganismos vivos, principalmente
bacterias, que son seguros para el consumo humano, y que ingeridos en
cantidades suficientes, tienen efectos beneficiosos sobre la salud, mas alla de la
nutricion. Esta definicibn esta aprobada por la Organizacion de Alimentos y
Agricultura de las Naciones Unidas y por la Organizacion Mundial de la Salud.
Lactobacillus y Bifidobacterium son los tipos de bacterias mas comunes usadas
como probioticos, incluyendo algunas levaduras y Bacilli (Meurman and

Stamatova, 2007).

El uso de probitticos se basa en la implantacion de una cepa no patogena

en la microflora del hospedero para mantener o restaurar el microbioma natural
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interfiriendo o inhibiendo a otros microorganismos, principalmente patdgenos

(Twetman and Keller, 2012).

Los probables mecanismos de accidon de los probidticos contra bacterias
patdogenas estan descritos en la literatura, pero no estan completamente
dilucidados. Estos efectos son tanto a nivel local como sistémico, e incluyen
exclusion competitiva a través de actividad antagdnica sobre la adhesion y la
nutricion, co-agregacion e inhibicion competitiva del crecimiento, produccion de
acidos organicos y compuestos tipo bacteriocinas y la estimulacion de la
inmunidad natural y de la inmunidad adquirida tanto humoral como celular (Reid et

al., 2003, Erickson and Hubbard, 2000).

Las bacterias probioticas deben cumplir ciertas caracteristicas o condiciones
para ser consideradas como tal (Kumari et al., 2011) :
1. Debe ser una cepa que sea capaz de ejercer un efecto beneficioso en el
hospedero animal, por ejemplo aumentar la resistencia a enfermedades.
2. No debe ser toxico ni patogénico.
3. Debe estar presente como célula viable, preferentemente en un gran numero.
4. Debe ser capaz de sobrevivir y metabolizar o metabolizarse en el ambiente
intestinal, por ejemplo debe resistir el pH bajo, la bilis, etc.

5. Debe ser estable bajo condiciones de almacenamiento.

2.6.a Origen y vehiculos de distribucion de probiéticos.
Las bacterias probidticas son habitantes naturales de la flora intestinal y la

mayoria de las cepas y las especies son aisladas de humanos sanos, aunque
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existen algunos que se originan de la comida fermentada. Los probio6ticos son
administrados en los alimentos en una de las siguientes posibilidades (Caglar et

al., 2005).

Como cultivo concentrado adicionado a bebidas, por ejemplo jugo de

fruta.

* Inoculado en fibras prebidticas, las cuales promueven el crecimiento
de bacterias probiéticas.

* Inoculado en leche o alimentos derivados de la leche, por ejemplo
queso o yogurt.

e Como liofilizado, células secas envasadas como suplementos

dietéticos o dietarios, por ejemplo tabletas, gomas de mascar, etc.

El alimento tipico que contiene bacterias probiodticas es el yogurt y su
consumo diario parece ser la forma mas natural de ingerir el probidtico (Caglar et
al., 2005). Otra ventaja de los productos que contienen leche, es que ademas
poseen nutrientes basicos para el correcto crecimiento de los nifios (Petti et al.,
2008). Se recomienda una ingesta diaria de 150-200 mL con una formulacién
aproximada de 102 bacterias probidticas por gramo o mililitro de vehiculo (Cabana
et al., 2000).

Las primeras especies introducidas en la investigacion de los probioticos
fueron Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium bifidum, estudios demostraron
gue poseen beneficios a la salud tales como la reduccion de la susceptibilidad a

infecciones y las alergias, alivian la intolerancia a la lactosa, regulan la presién
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sanguinea y los valores de colesterol (Meurman, 2005). A nivel oral los mas
estudiados han sido Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. y Saccharomyces

boulardii (Sazawal et al., 2006, He et al., 2009).

2.6.b Aplicacién de los probiéticos a la salud oral.

Distintas revisiones de la literatura reportaron el uso de probidticos para la
prevencion de enfermedades orales, incluyendo la caries. Existen varias
revisiones sobre el efecto de los probioticos en la microbiota oral y como éstos
influyen en las distintas patologias bucales (Bonifait et al., 2009, Stamatova and
Meurman, 2009, Meurman and Stamatova, 2007, Twetman and Keller, 2012,
Twetman, 2012, Saha et al., 2012, Cagetti et al., 2013, Flichy-Fernandez et al.,
2010, Yanine et al., 2013).

Los probidticos son administrados para mantener o restaurar la microflora
en contra de la invasion patogena, la cual es el punto de partida de la mayoria de
las enfermedades orales (Saha et al., 2012). Existen condiciones deseables que
deben poseer los probioticos para ser usados en la prevencion de patologias
bucales, las cuales se relacionan con su capacidad de adherencia y colonizacion
en las distintas superficies de la cavidad bucal. Sin embargo, existe suficiente
evidencia que respalda el hecho de que los probidticos no colonizan la cavidad
oral en forma permanente. Diversos estudios que comprenden analisis de heces,
placa dental y saliva han reportado que la recoleccion de bacterias probioticas
ingeridas se puede obtener como maximo, hasta una semana después de
terminada la ingesta del alimento o suplemento (Yli-Knuuttila et al., 2006, Caglar et

al., 2008). Es por esto, que todos los ensayos clinicos que han investigado el uso
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de probidticos en salud oral, se basan en las ingestas diarias regulares, o al
menos de 4 a 5 veces por semana, sugiriendo que su efecto se consigue en la
medida en que éste tenga presencia en el medio ambiente oral (Twetman and
Keller, 2012).

Las principales cepas aisladas para obtener beneficios a nivel
gastrointestinal han sido adoptadas y estudiadas para verificar su efecto a nivel de
la cavidad oral, buscando distintos beneficios, como la reduccion de incidencia de
caries, modificaciones en el recuento de mutans streptococci y otros
microorganismos cariogénicos, asi como también el control del pH de la placa.
Entre las cepas estudiadas se encuentran L. rhamnosus GG, L. rhamnosus LB21,
L. reuteri, L. paracasei, L. brevis CD2, Bifidobacterium spp., entre otras (Cagetti et
al., 2013). Los Lactobacilli son considerados como bacterias cariogénicas, ya que
son capaces de producir acidos producto de la fermentacién de azucares, pero
estudios clinicos e in vitro apoyan la idea de sus efectos beneficiosos en la salud
oral, donde el consumo de esta cepa como probiético no ha demostrado el

aumento de la incidencia de lesiones de caries (Badet and Thebaud, 2008).

Los probidticos han sido estudiados in vitro en contra de miembros
especificos de la microbiota oral, a menudo Streptococcus mutans (Simark-
Mattsson et al., 2007), debido al papel central reportado para estos
microorganismos en la caries dental (Tanzer et al., 2001, He et al., 2009). Estos
estudios investigaron las propiedades bioquimicas de los probidticos y su
interaccion con las bacterias orales en modelos de biofilm. Se evalud la actividad

metabolica de distintas cepas (Hedberg et al., 2008), la co-agregacién con
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bacterias cariogénicas (Twetman et al., 2009), la inhibicion del crecimiento de
mutans streptococci (Keller et al., 2011), la produccion de bacteriocinas (Teughels
et al., 2008) y el efecto inhibitorio en la formacion de biofilm (Soderling et al.,
2011), estos resultados validan colectivamente el rol potencial de los probidticos

en modular la ecologia oral (Twetman and Keller, 2012).

Se han realizado estudios clinicos cuyo objetivo fue evaluar el efecto de la
administraciéon de probioticos sobre el recuento de S. mutans, Nikawa et al.
(Nikawa et al., 2004), demostraron que el consumo de yogurt que contiene
Lactobacillus reuteri sobre un periodo de dos semanas reduce la concentracion de
S. mutans en la saliva hasta un 80%. Resultados comparables fueron obtenidos
incorporando probidticos en la goma de mascar (Caglar et al., 2007), en el queso
(Ahola et al., 2002) y en capsulas masticables (Campus et al., 2014, Caglar et al.,
2006). En estos estudios el vehiculo de administracion del probidtico parece ser
secundario, ya que los resultados han sido similares cuando el vehiculo es un
derivado lacteo, y cuando el consumo es en tabletas y goma de mascar. En estos
estudios no se reportaron efectos adversos o riesgos potenciales a la salud

mientras duro la intervencion (Twetman and Keller, 2012).

A la fecha, existen 5 estudios clinicos que tienen como objetivo buscar una
relacion entre el consumo de probidticos y la incidencia de caries en nifios (Nase
et al., 2001, Stecksén-Blicks et al., 2009, Taipale et al., 2013, Hasslof et al., 2013,
Stensson et al., 2014). Nase et al. (Nase et al., 2001), evaluaron el efecto del
consumo de leche suplementada con la cepa de L. rhamnosus GG. Los autores

concluyeron que los nifios que consumen leche con probidticos, particularmente
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aquellos de 3- 4 afos de edad, tienen significantemente menos caries dentales y
menor contenido de S. mutans en la saliva que aquellos nifios que consumieron
leche sin probidticos. Por otra parte, Stecksén-Blicks et al., afirmaron que los
probiéticos reducen la incidencia de caries, de manera estadisticamente
significativa, en nifios pre-escolares luego del consumo diario de leche durante 21
meses, suplementada con L.rhamnosus LB21 y 2.5 mg de fluor (Stecksén-Blicks
et al., 2009). En este estudio se hace dificil separar el efecto protector de caries
del probidtico del efecto preventivo que posee la aplicacion de fluor. Taipale et al.,
no encontraron diferencias en la ocurrencia de caries (de esmalte o dentina
franca) segun criterios ICDAS en nifios de 4 afos de edad, posterior al consumo
de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, en comparacién a los grupos
control que consumieron xilitol y sorbitol. Ademas en el grupo probid6tico, los nifios
que consumieron la cepa no presentaron mayor o menor incidencia de caries, que
aquellos niflos del mismo grupo que no consumieron el probibtico, entonces en
una poblacion con baja incidencia de caries, el consumo de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB-12 no influyé en la incidencia de caries en nifios de 4
afnos de edad (Taipale et al., 2013). Lo mismo fue reportado por Hasslof et al.,
quienes no encontraron relacién entre el consumo de cereal suplementado con
Lactobacillus paracasei F19, entre los 4 a 13 meses de vida, y la presencia de
caries a los 9 anos (Hasslof et al., 2013). Sin embargo, Stensson et al., usando
una cepa probidtica distinta, Lactobacillus reuteri, administrada a madres
embarazadas y al hijo durante el primer afio de vida, obtuvieron como resultado la

disminucién de la prevalencia de caries y gingivitis a los 9 afilos de edad, en
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comparacion al grupo donde los nifios y sus madres no consumieron el probiotico

(Stensson et al., 2014).

La evidencia presentada en relacion al uso de cepas probidticas para la
prevencion de la caries, ha mostrado resultados prometedores, aunque soélo unos
pocos estudios han expuesto resultados clinicos claros. Se ha documentado que
los probidticos no poseen efectos negativos a nivel de la salud oral, la tendencia
es a la disminucion de la incidencia de caries, pero la comparacion directa de
resultados clinicos se dificulta por la disparidad de metodologias, en cuanto a la
cepa usada, la concentracion, el vehiculo de administracion y el tiempo de
duracion de la intervencion. La evidencia cientifica es aun pobre, y a la fecha no
existen estudios clinicos que permitan conocer cual es el efecto de consumo de
éste en la modulacion del sistema inmune oral, y como esto afectaria al biofilm

(Cagetti et al., 2013).

Se ha descrito a nivel intestinal que cepas probidticas son capaces de
estimular la produccion de defensinas, principalmente la HBD-2, la cual al igual
que la HBD-3, posee una expresion inducible (Harder et al., 2001), donde esta
expresion tiene como consecuencia la disminucién de los cuadros de diarrea
aguda, en adultos mayores de 65 afos (Wehkamp et al., 2004, Schlee et al., 2007,
Moro-Garcia et al., 2013). A diferencia de lo que ocurre a nivel intestinal, a nivel
oral no existe evidencia que relacione el uso de probidticos con la produccién de
defensinas, no se conoce si existe una relacion entre su consumo y la
concentracion de HBD-3 en la saliva, y si es a través de la estimulacion en la

produccion de estos péptidos que es capaz de disminuir la incidencia de caries.
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Adicionalmente los estudios que relacionan la expresion de HBD-3 con caries son
escasos y presentan resultados dispares (Ribeiro et al., 2013, Tao et al., 2005,
Phattarataratip et al., 2011), en vista de lo anterior, es necesario establecer si el
consumo regular de probidticos incide en la concentracion de este péptido, como
lo hacen a nivel intestinal con la HBD-2 estimulando su sintesis, o que nos va
permitir aportar evidencia al conocimiento del mecanismo de accién de los

probioticos y el efecto que poseen sobre la inmunidad innata a nivel oral.
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3. HIPOTESIS.

Los nifios pre-escolares de 2 a 3 anos pertenecientes a Jardines infantiles
Integra del Area Norponiente de la Regién Metropolitana, que consumen leche
enriquecida con Lactobacillus rhamnosus SP1 (Sacco, S.R.L, Italia) durante 14
meses, presentan una mayor concentracion salival de Beta Defensina humana 3,

que aquellos que consumen leche sin probidticos.
4. OBJETIVO GENERAL.

Establecer si los nifios pre-escolares que consumen leche enriquecida con
Lactobacillus rhamnosus SP1 (Sacco, S.R.L, Italia) durante 14 meses, presentan
una mayor concentracion salival de Beta Defensina Humana 3, que aquellos que

consumen leche sin probioticos.
5. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar la concentracién salival de Beta Defensina Humana 3, al inicio y
a los 14 meses del estudio, en el grupo experimental o suplementado con

probidtico.

2. Determinar la concentracion salival de Beta Defensina Humana 3, al inicio y

a los 14 meses del estudio, en el grupo control o placebo.

3. Comparar la expresion de Beta Defensina Humana 3 al inicio y a los 14

meses del estudio entre el grupo control y el grupo experimental.
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6. METODOLOGIA.
6.1 Diseno.

Ensayo clinico controlado randomizado por conglomerados, triple ciego.

Estudio prospectivo.

Se realizé la randomizacion por conglomerados aleatorizando por jardin
infantil, de manera que la totalidad de alumnos del jardin consumio la bebida
experimental, leche enriquecida con Lactobacillus rhamnosus SP1 (Sacco, S.R.L,
Italia), o bien, la bebida placebo, que corresponde a la misma leche, pero sin la
cepa probidtica, minimizando la posibilidad de equivocaciones entre individuos.
Los diferentes jardines infantiles Integra Area Norponiente de la Region
Metropolitana, fueron asignados de manera aleatoria a los grupos de intervencion
o control, mediante sorteo de numeros aleatorios.

La condicidn de pertenencia al grupo control o intervencion fue dada por un
codigo de colores y un monitor independiente reveld el significado del codigo una
vez que los datos fueron analizados. En la tabla N°l se presentan las variables
estudiadas.

Esta tesis se encuentra inserta en el Proyecto FONIS “Efecto del consumo
de leche enriquecida con probi6ticos lactobacilos en la reduccion de incidencia de
lesiones de caries en nifios pre-escolares” FOLIO N° SA1112035, y fue financiado
por el Fondo Nacional para Investigacién en Salud y por el proyecto FONDECYT

1130570.
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Nombre de la Definicion conceptual Definicion Naturaleza
variable operacional
Consumo de El consumo de 150 mL Pertenece al Grupo Nominal
probiodtico de leche parcialmente Experimental o a
descremada  con/sin Grupo Control.
10’ UFC/G de
Lactobacillus
rhamnosus SP1.
Género Masculino o Femenino. Informacién de Nominal
género registrada
en establecimiento
educacional
Concentracion Concentracion de Beta Diferencia de los Continua

salival de Beta
Defensina
Humana 3

Defensina Humana 3
en saliva de pre-
escolares
pertenecientes al
grupo experimental o
control.

niveles de Beta
Defensina Humana
3 por mL de saliva
no estimulada,
comprendido entre
el examen basal y

el realizado a los 14
meses de iniciada
la intervencion.

6.2 Aspectos éticos.

Este proyecto se rige por los principios de la declaracion de Helsinki, se
encuentra dentro del marco legal que regula los ensayos clinicos en Chile y cuenta
con la aprobacién del comité de ética de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile (ACTA N° 2011/13), (Anexo N°1). Se solicito la firma de un
documento de consentimiento informado a los padres y apoderados de los
jardines seleccionados, de manera que se les permitio participar a los pre-
caracter de

escolares de manera voluntaria e informada. Destacando el

confidencial de los resultados obtenidos, (Anexo N°2).

Aquellos individuos diagnosticados con caries cavitadas antes del inicio de la

intervencidn y que precisen tratamiento restaurador, fueron derivados a atencion
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clinica a la red de salud correspondiente. A los jardines infantiles donde se realiz6
la intervencion se les beneficid con la entrega de una pasta de dientes a cada

participante, una vez concluido el proyecto.

6.3 Muestra.

Poblacion objetivo: Pre-escolares de 2 a 3 afios, género femenino y masculino,

que asisten a establecimientos educacionales pertenecientes a la fundacion

Integra del Area Norponiente de la Regién Metropolitana.

Muestra: En este estudio clinico el tamafio de la muestra se determin6é por
conveniencia, el universo a partir del cual se seleccioné la muestra son los
participantes del estudio FONIS SA1112035, en el cual participaron un total de 240
pre-escolares. Se confecciond la muestra de tal forma que existié un balance de
prevalencia de caries de 30% para ambos grupos, los datos de indices de caries
se encontraban en la ficha de cada participante ya que fueron calculados para el
estudio FONIS. ElI examen clinico para determinar los indices de caries fue
realizado por 2 equipos de odontdlogos clinicos con experiencia, capacitados y
previamente calibrados (intra e inter examinador) en la deteccion de lesiones
caries, quienes examinaron a los nifios/as en las salas de clases de los jardines
infantiles correspondientes y registraron la historia de caries de acuerdo a los
codigos 5 y 6 del criterio ICDAS Il (Shivakumar et al., 2009). El método de
deteccion de caries ICDAS (International Caries Detection and Assesment
System), desarrollado el afio 2002, y posteriormente revisado en 2005 (ICDAS II)
(Ismail et al., 2007), es un método simplificado disefiado para detectar seis

diferentes estados del proceso de caries. El sistema abarca la deteccion de
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cambios tempranos clinicamente visibles en esmalte hasta cavidades extensas en
dentina. Las lesiones de caries se clasifican de acuerdo a su severidad a través de
codigos que van desde el 0 al 6 (Tabla N° Il). Estos cddigos deben ser aplicados
por seccion y superficie; en la corona: mesial/distal, fosas y fisuras y
vestibular/palatino; en la raiz; y en caries asociadas a restauraciones o sellantes.
El sistema se encuentra validado y presenta un protocolo de calibracion intra e

inter examinador (Ismail et al., 2007, Shivakumar et al., 2009).

Tabla N°ll: Criterios de deteccion ICDAS

Caddigo Descripcion

0 Superficie sana
Primeros cambios visuales en esmalte
Cambios visuales distinguibles en esmalte
Ruptura localizada de esmalte (sin dentina visible)
Sombra en dentina (con o sin ruptura de esmalte)
Cavidad distinguible con dentina visible
Cavidad extensa distinguible con dentina visible

OB WN =

Para tales efectos, se utilizé una linterna con luz artificial LED, instrumental
de examen esterilizado (espejo, sonda CPITN de la OMS), gasa, guantes

desechables, mascarilla, alcohol-gel.

La calibracién previa al estudio contd con sesiones tedricas (evaluacion del
protocolo del estudio, criterios de deteccion, como llenar ficha clinica), sesiones
practicas (examen de 6 individuos de 2 afios de un jardin Integra seleccionado de
manera rotativa entre dos equipos de examinadores, errores de registro en ficha y
se homogenizaran criterios) y ejercicio real de calibracion (se examinaron 20
individuos de 2 afos elegidos aleatoriamente de un Jardin Integra seleccionado,

realizado dos veces en dos dias diferentes y sin comunicacion entre
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examinadores). Se acepto un indice de concordancia Kappa de 0,7 como minimo.
La calibracion previa se realizé dos semanas antes del comienzo del estudio.

Se registré el indice ceod individual de cada participante (ICDAS Il codigos
5y 6), a partir de este dato se calcul6 la prevalencia de caries segun la OMS,
donde O es libre de caries y 1 es con caries.

La confeccidén de la muestra fue estratificada por sexo y por prevalencia de
caries, con el objetivo de lograr comparabilidad entre grupos. El calculo del
tamafio muestral se realizé con el software GRANMO, para un nivel de confianza
de 0,05 y un poder estadistico del 80%, donde cada grupo, control y experimental,

tenian 21 nifos.

Criterios de Inclusion: Los criterios de inclusidn correspondieron a nifios y nifias

sanos con o sin lesiones de caries cavitadas al inicio del estudio, que no presentan
intolerancia a las bebidas lacteas o alergia a alguno de los componentes de las

bebidas experimentales y/o placebo.

6.4 Intervencion.

Los nifios asignados al grupo experimental recibieron 150 mL de leche en
polvo parcialmente descremada al 12% (Macro Food S.A, Santiago, Chile), con
10" UFC/mL de Lactobacillus rhamnosus SP1, cepa que es genéticamente
idéntica a L. rhamnosus GG (Anexo N°3), que fue preparada mediante un proceso
de reconstitucion con agua tibia.

La leche experimental y la leche control 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. Los nifios del
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grupo control recibieron 150 mL de leche en polvo parcialmente descremada al
12% (Macro Food S.A, Santiago, Chile), sin el probidtico antes descrito, producto
que fue preparado de la misma manera que la leche experimental.

Preparacion de la leche

Se realizé una capacitacion a las manipuladoras de alimentos de cada
jardin infantil para la correcta preparacion de la leche segun las instrucciones
indicadas por el fabricante. Se debidé hervir 5 litros de agua, luego se bajé la
temperatura usando un batidor hasta los 50°C, en este momento se agrego la
leche en polvo (envase de 500 g), se agito hasta lograr 40°C, donde las
temperaturas fueron registradas con termdmetros, que se entregaron por los
investigadores. Posteriormente se incorpordé un sobre contenido en el mismo
envase, que en el caso del grupo experimental contiene el probiotico, y en el caso
del grupo control contiene leche. Ambos productos tienen las mismas
caracteristicas organolépticas para evitar el sesgo de seleccion. La leche fue
adquirida por el grupo investigador y entregada a los jardines infantiles
regularmente, monitoreando la oportuna distribucion y el adecuado
almacenamiento.

Se realizdé el monitoreo de reacciones adversas por parte de un meédico

general que entrego informacion y tratamiento en caso de ser necesario.

6.5 Toma de muestras, determinaciéon de HBD-3 e indices de caries.

Toma de muestra salival

La recoleccion de muestras de saliva se realizé al inicio y a los 14 meses

del estudio durante el transcurso de la mafana en el jardin infantil
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correspondiente. El procedimiento se realiz6 en cada sesion bajo las mismas
condiciones y por el mismo operador, se tomaron muestras de saliva no
estimulada segun describe Nase et al. (Nase et al., 2001). Mediante una pipeta
estéril, se recolectaron 1,5 mL de saliva y se depositd en un tubo plastico esteéril.
Las muestras fueron trasladadas refrigeradas (4°C) al Laboratorio de Biologia
Celular y Molecular de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, para
posteriormente ser almacenadas a -80°C previo al analisis bioquimico. Al
momento del analisis las muestras fueron descongeladas a temperatura ambiente.

Determinacién de HBD-3

Los niveles de HBD-3 en las muestras de saliva fueron determinados
usando un ensayo de union enzimatico de inmuno absorbancia (ELISA) (US
Biological ®, USA), segun las indicaciones del fabricante. En breve, muestras de
saliva sin diluir fueron incubadas en placas de microtitulacion de 96 pocillos
sensibilizadas con el anticuerpo monoclonal anti HBD-3 durante 1 hora a 37°C.
Posteriormente la placa fue lavada 4 veces con una solucion de PBS tween (PBS-
T) al 0,05% (PBS: la solucién de PBS esta compuesta por NaCl 137mM, KCI 2,7
mM, Na;HPO4 10 mM, KH,PO4 1,8 mM), y bloqueada con albumina sérica bovina
al 1%, durante 1 hora a 37°C. Posteriormente se lavd 4 veces con PBS-T y se
incubd con anticuerpo monoclonal biotinilado anti HBD-3, por 1 hora a temperatura
ambiente. Luego de lavar la placa 4 veces con PBS-T, se incubd con
estreptadivina-HR por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente la
placa se lavd 5 veces con PBS-T y se incub6é por 10 minutos en el sustrato
cromogénico, 3,3',5,5-tetrametilbenzidina o TMB, y la reaccion se detuvo

utilizando H2SO4 al 1%. Dentro de los 30 minutos siguientes de detenida la
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reaccion, se midio la absorbancia en un espectrofotometro a 450 nm y los valores
de absorbancia fueron interpolados en la curva estandar para HPBD-3
recombinante, para determinar la concentracion de cada muestra la cual fue
expresada en pg/mL.

indices de caries

Como se explicd en la seleccion de la muestra, los participantes de este
estudio fueron seleccionados por conveniencia del proyecto FONIS SA1112035.
Los indices de caries, ceod y prevalencia OMS, fueron analizados para aportar

mayor informacion y poder hacer comparaciones con trabajos anteriores.
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7. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos fueron codificados e ingresados a una base de datos por un solo
operador en archivo Excel Office para Windows. Luego se traspasaron al
programa STATA version 11 para ser sometidos a analisis estadistico. Se
desarrollé6 un analisis descriptivo de los datos. Se calculé la diferencia de los
niveles de HBD-3 tomando los niveles en tiempo inicial y final para cada grupo.
Ademas se tomaron los indices de caries y se relacionaron con las
concentraciones respectivas de HBD-3 en saliva, para determinar si existia
relacion entre la concentracion de este péptido y la presencia de lesiones
cavitadas. En este caso so6lo se utilizaron los indices que estaban registrados para
cada nifo al inicio del estudio, ya que los datos al término del estudio no estaban
completos, hubo sujetos que el dia que se hizo el examen clinico no se
encontraban en el establecimiento. Para las variables cuantitativas se presentaron
valores con intervalo de confianza de un 95%. Se consideraron diferencias
estadisticamente significativas si el valor del p-value obtenido en el test es igual o

menor a 0,05.
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8. RESULTADOS.
8.1 Caracterizacion de la poblacion en estudio.

Las caracteristicas demograficas de los pre-escolares que participaron en el
estudio, se encuentran separadas por grupo, control 0 que no consumio la leche
suplementada con probidticos y experimental que consumié la leche
suplementada con probiéticos. La edad se expresa como el promedio por grupo y
se incluye la desviacion estandar. Ademas los grupos se encuentran balanceados
en sexo y en el N. Se seleccionaron 42 nifios en total, 21 para cada grupo, con 11
mujeres y 10 hombres cada uno (tabla N°lll). Durante los 14 meses que dur6 la
intervencidn no existieron reacciones adversas al consumo diario de la leche

enriquecida con el probidtico Lactobacillus rhamnosus SP1.

Tabla N°lll: Caracteristicas demograficas de la poblacién en estudio.

Grupo sin probiético Grupo con probiético
Edad 2,95 +/- 0,34 2,92 +/- 0,28
Sexo 11 femenino 10 11 femenino 10
masculino masculino
N 21 21

8.2 indices de caries al inicio del estudio.

El ceod se expresa en la tabla como el promedio con su respectiva
desviacion estandar, donde no existen diferencias significativas entre ambos
grupos, al aplicar el test de Mann-Whitney (p>0,05). La prevalencia OMS esta
expresada como el porcentaje de individuos sanos que posee cada grupo al inicio
del estudio, donde no existen diferencias significativas, aplicando el test de Fisher

(p>0,05) entre el grupo que consumiod el probiodtico y el grupo que consumio el
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placebo. Entonces ambos grupos se encuentran balanceados en sexo, edad, e
indices de caries (tabla N°1V).

Tabla N°IV: indices de caries al inicio del estudio.

Grupo sin probiético Grupo con probiético
ceod 0,85 +/- 1,52 0,80 +/- 1,60
Prevalencia OMS 66,6% 71,43%

8.3 Concentracion salival de HBD-3 al inicio del estudio y prevalencia de
caries OMS.

La media de la concentracion salival de HBD-3 al inicio del estudio para el
grupo sin caries (prevalencia 0) fue de 356,66 pg/mL y en el grupo con caries
(prevalencia 1) fue de 773,82 pg/mL, como se observa en la figura N°1. En este
caso los grupos fueron divididos por la prevalencia y no por su condicion de

experimental o control, ya que este analisis se hizo antes del consumo del

probidtico.
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Figura N°1: Concentracién salival de HBD-3 en pg/mL y prevalencia de caries OMS. Las
barras representan la media y desviacién estandar de la concentracion salival de HBD-3. Sobre
cada barra se encuentra la cantidad de nifios en cada grupo. Mann-Whitney test p>0,05.
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8.4 Concentracion salival de HBD-3 v/s ceod al inicio del estudio.

La concentracion salival de HIID-3 al inicio del estudio segun la severidad
de caries fue calculada con el indice ceod de cada nifio. Para esto fueron divididos
los participantes en tres grupos; ceod igual a 0, ceod entre 1-2 y ceod mayor o
igual a 3. La media para el grupo ceod 0 fue de 356,66 pg/mL, para el grupo ceod
1-2 fue de 319,18 pg/mL y para el grupo ceod mayor o igual a 3 fue de 1304,22,
valores representados en la figura N°2. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre el grupo ceod igual a 0 y el grupo
ceod mayor o igual 3, es decir, a mayor severidad de caries hay mayor produccion
de HBD-3. A pesar de que en el grupo ceod entre 1-2 se observa muy similar al
grupo ceod igual a 0, no existen diferencias estadisticamente significativas en la
concentracion del péptido en saliva con el grupo ceod mayor o igual a 3. Tampoco

se observaron diferencias en la concentracion entre no tener caries y tener 1 6 2.
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Figura N°2: Concentracion salival de HBD-3 en pg/mL y severidad de caries. Las barras
representan la media y desviacion estandar de la concentracion salival de HBD-3. Sobre cada
barra se encuentra la cantidad de sujetos pertenecientes a cada grupo. Kruskal-Wallis test p<0,05.
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8.5 Concentracion salival de HBD-3 en saliva.

En el grupo que consumio el probiotico, la concentracion salival de HBD-3,
disminuyé de 597,91 pg/mL a 126,29 pg/mL (p<0,05). En el grupo que no
consumié el probidtico la concentracion salival no presenté diferencia
estadisticamente significativa entre ambos tiempos de medicion (p>0,05). Notese
la gran variabilidad de las concentraciones al inicio de la intervenciéon en ambos
grupos y como esta disminuye una vez que se consume el probiotico en el grupo
experimental.

Esta tabulada la concentracion de la defensina, su media y desviacion estandar, al
inicio (tiempo= 0) y a los 14 meses (tiempo= 1) de completada la intervencion en
ambos grupos. Mediante la prueba de Shapiro Wilk se descarté la normalidad de

los datos y se aplico el test no paramétrico de Wilcoxon (tabla N°V).

Tabla N°V: Concentracién salival de HBD-3 en pg/mL.

Grupo sin probiético Grupo con probiético
Tiempo 0 373,49 +- 541,82 597,91 +- 743,28
Tiempo 1 370 +- 468,97 126,29 +- 69,3 *

La figura N°3, representa las concentraciones salivales de HBD-3, al inicio,
tiempo =0 y al término de la intervencion, tiempo =1, de los dos grupos, con
consumo de probidticos y sin consumo de probiodticos. Se observa que el grupo
con probioticos presenta una amplia variabilidad de las concentraciones, con una
gran desviacion estandar antes de empezar la intervencion (t=0), que una vez que
consume el probidtico (t=1), disminuye no soélo la concentracion en saliva del

péptido, si no que ademas disminuye la desviacion estandar. En el grupo que no
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consume el probidtico esta variabilidad se mantiene a lo largo del tiempo, asi

como también los altos valores de su desviacion estandar.
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Figura N°3: Variabilidad de la concentracién salival de HBD-3 al inicio (t=0) y a los 14 meses
(t=1). Los puntos expresan las concentraciones individuales de cada nifio, se observan las medias
y sus desviaciones estandar, en cada grupo.

Al analizar la concentracion de HBD-3 en saliva no estimulada en ambos
grupos, se observd que en el grupo que no consume el probidtico, la
concentracion de la defensina no se modifica una vez transcurrido los 14 meses, a
diferencia de lo que ocurre en el grupo que consumidé la leche suplementada con

el probiotico, donde se observa una disminucion entre el inicio y el término del

consumo (Figura N°4) (p<0,05), test de Wilcoxon.
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Figura N° 4: Concentracion salival de HBD-3 en pg/mL. Las barras representan la media y la
desviacion estandar de la concentracion salival de HBD-3 en cada grupo, con probidtico y sin
probiético, al inicio (tiempo 0) y al término del estudio (tiempo 1).

Se calcul6 la diferencia en los niveles salivales de HBD-3, entre el inicio del
estudio y el término de éste, para ambos grupos. Para esto se tomo la diferencia
individual de cada nifio, es decir, la concentraciéon salival de HBD-3 a los 14
meses, menos la concentracién al inicio del estudio y son esos deltas individuales
los que se utilizaron para el calculo de los promedios en cada grupo con su
respectiva desviacion estandar. La disminucion en el grupo que consumio la leche
suplementada con el probidtico es estadisticamente significativa (p<0,05) y en el

grupo control los valores no se modifican luego de transcurridos los 14 meses

(tabla N°VI), Mann-Whitney test.

Tabla N°VI: Cambio en la concentracién salival de HBD-3.

Cambio entre el inicio y los 14 meses

Grupo sin probiético -3,643 +/- 222,9
Grupo con probiético -471,6 +/-745,5 *
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El grupo que no consume probioticos no presenta modificacidon en la
concentracion salival de la proteina, en cambio el grupo que consumi6 el
probidtico tiene una disminucion estadisticamente significativa con un p<0,05. En
la figura N°5, se representa el cambio o delta que se produce en la concentracion

salival de HBD-3, en ambos grupos luego de transcurridos los 14 meses.
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Figura N°5: Cambio en la concentracion salival de HBD-3 después de 14 meses. Las barras
representan la media y desviaciéon estandar del cambio en la concentracion salival de HED-3, entre
el inicio y término del estudio. Mann-Whitney test p<0,05.
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9. DISCUSION

En la cavidad oral la superficie epitelial, es regularmente colonizada por
diferentes microorganismos, pero no necesariamente es infectada por éstos. La
barrera epitelial, asi como componentes del sistema inmune adaptativo y los
péptidos antimicrobianos, como parte del sistema inmune innato, son los
responsables de la mantencion de este balance ecolégico (Dale and
Krisanaprakornkit, 2001, Ganz, 2003). La funcién de la barrera epitelial es
particularmente relevante en la cavidad oral ya que corresponde a un elemento
donde convergen multiples elementos inmunolégicos que previenen la invasion de
organismos patogenos, ademas es la unica area del cuerpo donde tejidos duros
atraviesan esta barrera, lo cual implica que los tejidos periodontales que rodean al
diente adquieren una especializacion que los lleva a formar una unién efectiva
alrededor de las estructuras dentarias. Esta adaptaciéon anatéomica unica es lo que
los lleva a establecer una cierta vulnerabilidad de su tejido, la cual se hace
particularmente relevante dado la continua exposicion al biofiim (Gomes and
Fernandes, 2010).

La respuesta inmune, particularmente los mecanismos de la inmunidad
innata, son esenciales para la mantencion del balance temprano entre la salud y la
enfermedad (Gomes and Fernandes, 2010). Dentro de los mecanismos de la
inmunidad innata estan las B-defensinas, las cuales han sido ampliamente
identificadas en los distintos tejidos de la cavidad oral (Dunsche et al., 2002). La
HBD-3 que posee una potente accidn bactericida sobre un amplio espectro de

bacterias (Gram + y Gram -), virus y hongos, este péptido al igual que HBD-2, es
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sintetizado, por las células epiteliales, en presencia de bacterias y de mediadores
inflamatorios como TNF-a (Harder et al., 2001, Liu et al, 1998). La accién
bactericida de HBD-3, ha sido demostrada in vitro, modulando las especies
presentes en el biofilm oral (Ouhara et al., 2005, Maisetta et al., 2005, Maisetta et
al., 2003, Song et al., 2009, Madhwani and McBain, 2012, Lee et al., 2013, Zhu et
al., 2013).

Por otra parte, existe la posibilidad de producir modificaciones a nivel del
biofilm oral por la accion de bacterias probidticas, las cuales han demostrado tanto
in vitro como en estudios clinicos, producir la inhibicién de especies bacterianas,
responsables de la instalacion de patologias de alta prevalencia, como lo es la
caries dental (Cagetti et al., 2013). Hasta ahora no existe evidencia
suficientemente clara de cual es el mecanismo de accion a nivel oral de los
probiéticos, ni como podrian influenciar al sistema inmune innato.

Al igual que en todos los estudios donde existe consumo de probioticos en
nifos (Cagetti et al., 2013), en nuestro estudio no se reportaron reacciones
adversas al consumo de lactobacilos, por lo tanto, la cepa Lactobacillus
rhamnosus SP1, se podria definir como una cepa segura para el consumo en
niRos pre-escolares.

Estudios previos han identificado los distintos péptidos en saliva, estimulada
y no estimulada, en nifos (Tao et al., 2005, Phattarataratip et al., 2011, Ribeiro et
al., 2013). La concentracion de HBD-3 en saliva no estimulada, observada al inicio
de la intervencion, es altamente variable entre los individuos, al igual que los
resultados reportados por Tao y Phattarataratip, donde las concentraciones de

HBD-3 en saliva, estimulada y no estimulada, en nifios tiene una alta variabilidad
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en los sujetos de estudio, este fendmeno se podria atribuir a la organizacion de los
genes de la proteina, ya que los genes de las B-defensinas se encuentran en un
cluster del cromosoma 8, donde éstos poseen multiples copias repetidas de ellos
(Hollox et al., 2003). Tao et al., plantean que la presencia de multiples copias de
un gen podrian tener como efecto una mayor concentracion de la proteina (Tao et
al., 2005). En otras palabras, diferencias individuales en la cantidad de HBD-3,
podrian estar genéticamente determinados, a diferencia de lo que ocurre con otro
péptido antimicrobiano, LL-37, el cual sélo posee una copia de su gen, que esta
localizado en el cromosoma 3 y donde las concentraciones salivales de éste se
presentan mas estables en la poblacion (Dale et al., 2006).

Al analizar los indices de caries, antes del consumo del probidtico, se
observa que la concentracion de HBD-3 en saliva no estimulada no se relaciona
con la prevalencia de caries, es decir, no existe un aumento o disminucién de la
concentracion salival de este péptido, en presencia de lesiones de caries
cavitadas en los niflos, cuando se compara con la concentracion de la proteina en
nifos sin lesiones de caries. Nuestros resultados difieren de los presentados por
Ribeiro (Ribeiro et al., 2013) donde mediante cromatografia detectd la presencia
de esta defensina, en saliva no estimulada, y la relacion6 con individuos sanos
libres de caries, en este estudio los grupos se dividieron de igual manera que en
nuestro trabajo, pero existen diferencias en la metodologia de deteccion del
péptido, ya que solo detectaron la presencia o ausencia de éste y no observaron si
existen variaciones en la concentracion salival, cuando existen diferencias en la
prevalencia de caries. Ademas, en el estudio de Ribeiro, el grupo estudiado fue de

106 nifios y su rango etareo va desde menores de 1 afo hasta los 6 afios, esto
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sumado a lo anterior podria explicar las diferencias de resultados. Por otra parte,
la cantidad de participantes son distintas, en nuestro estudio el grupo de
prevalencia 0 tiene 29 nifos, y el de prevalencia 1 tiene 13, a diferencia del
estudio de Ribeiro donde los grupos tienen 48 y 58 sujetos respectivamente.
Ademas, se realizé un analisis por severidad de lesiones de caries, donde
sujetos con un ceod mayor o igual a 3 presentaron una concentracion salival
mayor de HBD-3 que los sujetos sanos. Este resultado podria ser explicado por la
funcién que cumple el componente microbioldgico en el desarrollo de las lesiones
de caries, donde la mayor presencia de lesiones podria estar relacionada con
mayor presencia bacterias patdogenas y sus productos inflamatorios (Loesche,
1986, Thibodeau and O'Sullivan, 1999), siendo éstos los principales estimulos
para la sintesis de HBD-3 por parte de las células epiteliales a nivel oral (Harder et
al., 2001, Dhople et al., 2006). En este caso nuestros resultados difieren de los
presentados por Tao (Tao et al., 2005), donde separa sus grupos al igual que
nosotros por severidad de ceod, y no encuentra relacion entre la concentracion
salival de HBD-3 en saliva no estimulada y la severidad de caries. En este estudio
la muestra total de participantes fue de 149, cuya edad varia entre los 11 y los 15
anos. Es posible que si nuestro tamafo de muestra fuera mayor o cercano al del
estudio de Tao, los resultados podrian ser distintos, con lo cual las comparaciones

serian mas exactas.

Hasta el momento no podemos concluir que existe una relacién fehaciente
entre la concentracion de HBD-3 y la presencia de lesiones de caries, ya que

nuestros resultados deben complementarse con los recuentos de las principales
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bacterias cariogénicas de los participantes en el estudio. Sin embargo, nuestro
estudio describe por primera vez la concentracion salival de HBD-3 en nifios del

rango etareo estudiado.

El principal hallazgo de nuestro estudio, fue demostrar claramente y por
primera vez, que el consumo regular de leche enriquecida con Lactobacillus
rhamnosus SP1 provoca una disminucion en la concentracion salival de HBD-3, en
niRos pre-escolares, cuando se compara con individuos que no consumieron el
probidtico. A nivel oral no existen otros estudios que busquen una relacion entre el
consumo de probidticos y la produccion de defensinas, existiendo sélo teorias
sobre cual es su mecanismo de accioén. Nuestros datos sugieren que a nivel oral
esta cepa probidtica no estimula la producciéon de HBD-3 por parte de las células
epiteliales, a diferencia de lo que ocurre a nivel intestinal donde se ha demostrado
tanto in vitro (Schlee et al., 2007, Wehkamp et al., 2004) como en estudios clinicos
(Moro-Garcia et al., 2013) que el consumo de cepas probioticas estimula la
inmunidad innata intestinal a través de la estimulacion de la sintesis de un péptido
antimicrobiano inducible, como lo es HBD-2, el cual contribuye a potenciar la
barrera epitelial intestinal. Es interesante resaltar que HBD-2, al igual que la HBD-
3, tiene una produccién inducible por parte de las células epiteliales, frente a
estimulos bacterianos o inflamatorios (Harder et al., 2001, Dhople et al., 2006,

Diamond et al., 2008).

Las diferencias entre nuestros resultados y los encontrados a nivel
intestinal, se podrian explicar por distintas razones, primero el biofilm presente a

nivel intestinal posee caracteristicas completamente distintas a las encontradas en
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el biofilm oral, ambos poseen grupos de microorganismos organizados sobre una
superficie, siendo éstos completamente distintos asi como también el medio
ambiente al cual estan expuestos, y donde el epitelio oral es el unico que es
atravesado o interrumpido por tejidos duros. Otra posible razén que podria explicar
estas diferencias radica en que el efecto de los probidticos tiende a ser cepa
especifico, es decir, que los beneficios de una cepa no necesariamente se aplican
al resto de cepas o de otras especies probidticas (Williams, 2010), en los estudios
in vitro de Wehkamp y Schlee se usaron cepas de E. coli Nissle 1917 y en el
estudio clinico de Moro-Garcia la cepa utilizada fue Lactobacillus delbrueckii
subsp. Bulgaricus 8481, por lo tanto, si las cepas utilizadas son distintas los
efectos esperados también lo son. Adicionalmente la edad de los participantes, en
el estudio clinico de Moro-Garcia, fueron edades superiores a los 65 afnos, donde
existe una inmunidad completamente distinta a la que presentan los pre-escolares
y el tiempo de consumo fue de 6 meses, lo cual también podria estar influenciando
estas diferencias.

La disminucién de la HBD-3 observada en nuestro trabajo se podria explicar
por los efectos que poseen las distintas cepas probidticas sobre las bacterias del
biofilm oral. Existen estudios in vitro donde se ha estudiado su actividad
metabolica (Hedberg et al., 2008), la co-agregaciéon (Twetman and Stecksén-
Blicks, 2008), la inhibicién del crecimiento (Keller et al., 2011), la produccién de
bacteriocinas (Teughels et al., 2008) y su presencia en superficies orales, saliva y
biofiilm en formacion (Soderling et al., 2011), estos estudios colectivamente
sugieren un potencial rol, de las bacterias probidticas en la modulaciéon de la

ecologia del biofilm oral. Existen ademas estudios clinicos que soportan esta
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evidencia, donde el consumo regular de probioticos disminuye el numero de
strepctococci cariogénicos en placa bacteriana y en saliva, posterior a su consumo
(Nase et al., 2001, Singh et al., 2011, Campus et al., 2014). Segun lo anterior
podriamos pensar que la disminucidon de las bacterias patdégenas, producto del
consumo de la cepa probidtica estudiada, disminuiria los componentes
inflamatorios o citoquinas pro-inflamatorias, que se producen en respuesta a la
colonizacion del biofilm, de esta forma se estarian eliminando los distintos
estimulos que la célula necesita para poder producir la HBD-3. Es posible que este
mecanismo sea ademas el responsable de la disminucién de la variabilidad en la
concentracion de HBD-3 observada en el grupo experimental, y no observada en
el grupo control, donde estas diferencias se mantienen sin cambios durante la
intervencion.

Resulta interesante pensar que el consumo regular de leche enriquecida
con Lactobacillus rhamnosus SP1, lograria un equilibrio en el biofilm oral con la
disminucién de los principales microorganismos patégenos y sus productos
inflamatorios, tendiendo a la homeostasis del sistema inmune innato en el cual los
epitelios orales no producen HBD-3, como mecanismo de proteccion inicial frente a
la colonizacién de los patogenos orales. Para poder confirmar lo anterior es
necesario realizar recuento de bacterias patdgenas en las muestras de saliva
estudiadas. Actualmente se esta realizando un estudio paralelo por el mismo
equipo de investigacidn, cuyo objetivo es realizar recuento de bacterias patogenas
en muestras de saliva, en otros participantes reclutados por el proyecto FONIS
SA1112035. A pesar de que estos individuos no corresponden a los reclutados en

nuestro estudio, han sido sometidos a la misma intervencion, en cuanto al
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consumo de la leche suplementada con lactobacilos. Estos resultados nos
permitiran un mayor acercamiento a dilucidar uno de los mecanismos de accion
posibles de los probidticos a nivel oral y sus efectos sobre el sistema inmune
innato, particularmente la produccion de HBD-3.

Nuestros resultados contribuyen al conocimiento de algunas de las
caracteristicas de los mecanismos mediante los cuales actuan los probidticos a
nivel oral, sin embargo se requiere una mayor cantidad de estudios para dilucidar
de forma mas completa la influencia del consumo de probidticos en la respuesta

inmune oral.
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10. CONCLUSION.

El consumo de leche suplementada con Lactobacillus rhamnosus SPA1,
durante 14 meses, disminuye la concentracion salival de HBD-3 en nifios pre-
escolares, disminuyendo también la variabilidad de ésta, entre los individuos

participantes.
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11. SUGERENCIAS.

En estudios futuros se sugiere cuantificar colonias bacterianas y sus
productos inflamatorios y como éstos se ven afectados por el consumo de
bacterias probibticas en relacion a la sintesis de la HRD-3.

Ampliar la deteccion de péptidos antimicrobianos, con el objetivo de
determinar si existe algun comportamiento sinérgico o patrén de comportamiento,
que nos permita ir completando el conocimiento de los mecanismos de los
probidticos a nivel oral.

Explorar en los mismos participantes del estudio, la concentracion de HBD-3
en saliva varios meses luego terminado el consumo del probidtico, para poder
evaluar durante cuanto tiempo se mantiene su efecto sobre este elemento de la

inmunidad natural.
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12. RESUMEN.

El uso de bacterias probidticas para la prevencién de caries se basa en la
modulacién que hacen estas bacterias de los principales microorganismos
cariogénicos presentes en el biofilm oral. Ademas existe evidencia que a nivel
intestinal son capaces de estimular la inmunidad innata, a nivel oral no se conoce
si estas bacterias poseen un efecto en los elementos del sistema inmune innato,
especificamente en la concentraciéon de HBD-3, es por esto que el objetivo de
nuestro estudio fue determinar la concentracion salival de HBD-3 en nifios pre-
escolares que consumieron, durante 14 meses, leche enriquecida con
Lactobacillus rhamnosus SP1, y compararlas con nifios que consumieron la leche
sin el probidtico. En este estudio clinico participaron pre-escolares de 2 a 3 afos
pertenecientes a Jardines Infantiles de la Fundacion Integra del area Metropolitana
Nor-Poniente. Cada grupo, control y experimental, estaba formado por 21 nifos,
ambos consumieron 150 mL de leche en polvo parcialmente descremada al 12%
(Macro Food S.A®), adicionalmente el grupo experimental consumié la leche
suplementada con 10" UFC/mL de Lactobacillus rhamnosus SP1. El consumo de
la leche fue durante la tarde los 5 dias de la semana que los nifios asistieron al
jardin, y fue preparada previa capacitacion, por las manipuladoras de alimentos de
cada establecimiento. Al inicio y a los 14 meses de consumo de la leche se
recolectaron muestras de saliva no estimulada, la cual fue utilizada para medir la
concentracion salival de HBD-3, mediante test de ELISA. La concentracion salival
de HBD-3 se presentd altamente variable en la poblacion, en el grupo control o
placebo fue de 373,49 +- 541,82 pg/mL y en el grupo experimental o probidtico fue

de 597,91 +- 743,28 pg/mL y a los 14 meses fue de 370 +- 468,97 pg/mL y 126,29
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+- 69,3 respectivamente. En el grupo control la concentracion salival no varia con
el consumo del probidtico (p>0,05) y en el grupo probidtico se produce un
descenso de 471,6 +/-745,5 (p<0,05). Nuestros datos sugieren que el consumo
regular durante 14 meses de leche enriquecida con Lactobacillus rhamnosus SP1

disminuye la concentracion salival de HBD-3.
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10. Fundamentacién de la aprobacién:

La caries dental sigue siendo la principal enfermedad bucal en nifios a nivel mundial y en nuestro pais alin se
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 lact
(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 aflos de edad.

La seguridad del uso de probiéticos en bebidas lacteas tiene rel con el principio de No maleficencia y no
ha mostrado riesgo de dafio aumentado, reportand 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 supervision del médico parte del equipo investigador. Se registraran en forma diaria las alteraciones
gastrointestinales que se han reportado por el uso de probiéticos 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 firma 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 entregaré 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.
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Prof. Dr. Juan s A
Pre\stden C-FOUCh

C.c.: Investigador Principal. y Secretaria C.E.C.
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Anexo N° 2: Consentimiento Informado.

k&

Facultad de Odontologia. U de Chile
Departamento de Odontologia Restauradora

ODONTOLOGIA Ed 200052012

Fonis

CONSENTIMIENTO INFORMADO
“Efecto del consumo de leche enri ida con probiéti I bacilos en la reduccion de

q

incidencia de caries en nlﬂos preescolares”

1. INFORMACION SOBRE EL ESTUDIO DE INVESTIGACION

¢Cual es el propésito del estudio?

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

¢Qué son los probiéticos?

Los probiéticos se definen como microorganismos vivos los cuales, cuando son administrados en
cantidades adecuadas, confieren beneficios a quien los consume. En Chile, oxmen numerosos
productos en el mercado que contienen probiéticos y que son idos para

a nivel gastrointestinal. Estudios en el extranjero han demostrado utilidad en prevenir la aparicion
de caries en los niflos.

¢Quién puede participar en este estudio?

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

en este ?

Para colaborar en la evaluacion del efecto del consumo de probidticos en la prevencion de caries
dentales y dado que los efectos negativos que pudieran tener los probiéticos son minimos .

(_Por qu‘ doblon yo id la participacién de mi hijo/a o pupilo/a como sujeto de

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

Su participacion es voluntaria, puede cambiar de opinion o retirarse en el momento que desee.

¢Si decido que mi hijo/a panlclpo en el ostudlo, en que consisten precisamente las

evaluaciones, y que tipo de op levanap i
Consistira en una primera etapa, en hacerles una evaluacm odontolégica inicial (basal) y tomar
una muestra de saliva. Luego el jardin recibira g ite leche con probidticos 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 leche (con o sin probiético) que recibiran los jardil y por lo tanto
su hijo, puede que esté consumiendo leche con probiéticos o sin probiéticos.

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 solicitaran nuevas muestra de saliva. El examen de salud es muy
simple y solo incluye la observacion de los dientes con un espejo dental en el mismo jardin. La
muestra de saliva oonscsle en tomar saliva desde la boca del nifio (el la escupira en un frasquito) y
esta serd pl unic: te para andlisis microbiologi es decir en la medicion de la
cantidad de bacterias que producen las 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 ningun peligro para los participantes ya que no hay procedimientos ni
medicamentos que involucren riesgo alguno. Es muy raro, pero puede ocurrir que algunos
participantes presenten algun sintoma gastrointestinal como diarrea, nauseas y/o dolor abdomu
leve. Un médico, parte del equipo investigador, evaluara estos sintomas y en el caso de persisti
el tiempo y alterar la 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 una leche de muy buena calidad.

2) En el caso de consumir la leche con probiético, estara 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 realizara una evaluacion de su salud bucal y estard constantemente
moni do por un equip deodml&ooosespodalizados.yenolcasodeneoesﬂaratendbn
odontolégica, sera derivado a atencion a la red de salud que le corresponda.

¢En qué podria este estudio beneficiar a otros?

La participacion 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 ningUn costo para usted y no producira molestias a su hijo/a.

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

No sufrira ningin dafo, ya que no se utilizan compuestos que puedan ocasionarlo. En caso que
presente molestias y que estas aumenten desmedidamente con el consumo de la lehe, 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 estudio es de caracter voluntario, si Ud. decide retirar a su hijo/a, no habra
ninguna consecuencia negativa para Ud. ni para su hijo/a.

¢Después que firme el documento, quien lo guardara?

El investigador responsable Dr. Gonzalo Rodriguez M. que trabaja en Cariologia en el
Departamento de Odontologia Restauradora de las Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile

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

Teléfono: 9781702

Direccion: Sergio Living P. 943. 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 hijjo o mi hija

participe en el proyecto

“Efecto del consumo de leche enriquecida con probidticos lactobacilos en la reduccion de
incidencia de caries en niflos preescolares’, dependiente de la Facultad de Odontologia de la

Universidad de Chile.

(Firma del Tutor del Nifio) (Fecha)

(Firma del Investigador que toma el CI (Fecha)

(Firma del Investigador Principal) CI (Fecha)
S SRR NIRRT, || |

Comité Etico Cientifico Facultad de Odontologia U. de Chile
Presidente: Dr. Juan Cortés
Teléfono: 9781702
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Anexo N°3:Ficha técnica de Lactobacillus rhamnosus SP1.

Description

Culture
Information

S3SP10/UKD

Lactobacillus rhamnosus SP 1

Information sheet

Species
Origin
Deposit

ID method

Characteristics

Microscopy
(MRS broth, 37°C, ovemight)

Morphology
(HHD, anaerobic, 37T, 3 days)

Growth at
(MRS broth, 2% incculation, overnight)

Probiotic properties

Optimal temperature for growth
Acid tolerance’

Bile tolerance”

Simulated gastric juice”
Simulated pancreatic juice”
Adherence test

Adherence test ®

Metnod 1-4 ware conducted with calls from cver-night cultures (MRS beoth, 37°T) which were washed and re-suspendad n
warter to apprax. 10° CFUML Survaval rate (MAS-6.5, 37C)was

Lactobacillus rhamnosus LRHOB.
Human origin.
DSM 21690.

The taxonomical identification has been
achieved by sequencing the gene coding for
16S rRNA and by using species-specific
PCR analysis. Strain typing was performed
by using RAPD and REP-PCR techniques.

Microaercphilic, Gram positive rod. SP 1 is
facultative heterofermentative and produces
L-lactic acid from fermentation of glucose.

Short to medium long rods as single cells, in
pars or as twisted chains. Medium diameter.

Polymorphic: All colenies circular with regular
edge. A-type: dark green with brown rim. B-
type: brilliant green with clear rim.

15C 37C 45C

+ + -

37°C

Ar bt Brg Cr -
e
et
56%
32%

COMPArad 10 NON-expesed culture grown under the same condiions. Sacco methods,

RANNG: +4++1 585%, ++! B5%-05%, +: 75%-84%, -

M RN

<75%

Meathod: Survival a1 pH 3 (HCT n the ratio 1:1 10r 30 min, 8t amdient lamperature

Metnod: MRS-6.5 agar with or without A: + 0.5% cxgall, B: + 0.5% bevine blie or C: + 0.5% porcine bile.
Meanod: Growth in sokson of 0.3% pepsin, 0.5% NaCl butered &1 pH 2 in the ratio 11 for 30 min &1 37T
Method: Growth in solusson of 0.1% pancreatn, 0.5% NaCl bufferoa at pM B in the ratio 1:1 for 30 min. 21 37C
Meanod: Achesion 1o intestingl calls: Caso-2 calls and methods a3 cescribed in Facinelll B. &1 al. 1998, Microbiclogy
14:109 and Jacobsen et &, 1995, Appl. Envr. Microbiol. 65:45849. Universsa degh Studl, Ancona
Method: Achesion to mucus as described in OQuwehand A.C. ot al, 2000, Lemors in Appled Mcrodolcgy.

Issue: 171092009 FHeview: 3 dal 07/07/2010

a5 log CFUM exposed culture

3
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Storage

Package data
Shelf life

S3SP10IUKD
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Information sheet
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1
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[FIECAT HFTE
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Unopened pouches should be kept at a temperature below -17C.

The freeze-dried culture is packed in water and air proof aluminium pouches.

18 months when stored below -17°C. The shelf life i ncludes up to 14 days of shipment
at temperatures below 30C.
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Lactobacillus rhamnosus SP 1

Heavy metal
specification

Microbiological
specification

GMO

Allergens
Safety information
Certificate

ISO
Kosher approval

Service

Liability

S3SP10/UKD

Information sheet

Pb (lead) <1 ppm (mg/kg)
Hg (mercury) <0.03 ppm
Cd (cadmium)  <0.1 ppm

The level of heavy metals is controlled by raw matenial specifications. Random control is conducted on
finished starter cufture.

Bacillus cereus <100 CFU/g Method: Sacco M 10
Coagulase positive staphylococa® <1 CFU/g Method: Sacco M 27
Enterobacteriaceae <10 CFU/g Method: Sacco M 2
Escherichia coli Not detected in25 g Method: Sacco M 13
Listeria monocytogenes*® <10 CFU/g Method: Sacco M 3
Moulds & yeasts Not detected in25 g Method: Sacco M 12
Salmonela spp* <10 CFU/g Method: Sacco M 11
"Analysed on regular basis. Analytical methods are available upon request

QuUEs

The microbial strain is not genetically modified (GM) in accordance with the European
Directive 80/220/CEE. The strain is isolated from natural sources. The raw materials
used are also GM free in accordance with Regulative 1829 and 1830/2003. Special
statement available upon request.

Special statement is available upon request.

Material Safety Data Sheet available on www.saccosrl.it.

Certificate of Analysis is available upon request.

Sacco S.r.l. is UNI EN ISO 9001:2008 certified. Lactobacillus rhamnosus SP 1 is ®'
approved.

Please contact your distributor for guidance and instructions for your choice of culture.
Information about additional package sizes and sales units are also available upon
request.

This information is to our knowledge trustworthy and presented in good faith. No
guarantee against patent infringement is implied or inferred.
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Typing and fingerprint analysis of Lactobacillus rhamnosus strains

The strains Lactobacdillus rhamnosus LRHO8 and Lactobacillus rhamnosus GG
(ATCC 53103), provided by Sacco s.r.l., were first identified at species level by
using @ molecular taxonomy approach and then analyzed using two DNA based
fingerprint techniques, the Rep-PCR and the RAPD.

Taxonomical identification

A sequence approach based on the analysis of the 5’ region of the 6S rDNA was
used to identify as species level the two strain LRHO8 and GG (ATCC 53103).
The two strains shows identical sequences on the 600 bp region at 5’ end of 16 S
rDNA. The sequence analysis demonstrated that the two strain belong to the
taxonomical unit Lactobacillus rhamnosus.

Strain Typing

The two Lactobacillus rhamnosus LRRO8 and Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC
53103) were compared by using two DNA based fingerprint techniques, the Rep-
PCR and the RAPD.

The results of RAPD and REP-PCR analyses are shown in fig. 1 and 2.

1 2 3
=
—
-
-
-
ol Fig. 1. RAPD analysis of Lactobadillus rhamnosus strains:
a 1. DNA molecular weight marker
- 2. L. rhamnosus LRH08
= 3. L. rhamnosus GG (ATCC53103)
Pier Sandro Cocconcelli 1

tel. +39.0523.599251 +39.0372.499119 fax +39.0523.599246 e-mail:
pier.cocconcelli@unicatt.it
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Fig. 2. REP-PCR analysis of Lactobadillus rhamnosus
strains:

1. DNA molecular weight marker

2. L. rhamnosus LRHO8

3. L. rhamnosus GG (ATCC53103)

The strain typing techniques RAPD and Rep PCR allowed to obtain DNA
fingerprints of the Lactobacillus rhamnosus strains. The two L. rhamnosus
cultures, Lactobacillus rhamnosus LRHO8 and Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC
53103), present the same amplicon patterns, as shown in Fig. 1 and 2, indicating
that they are the same strain.

Prof. Pier Sandro Cocconcelli
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