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Resumen

Los probidticos han sido ampliamente estudiados por sus efectos positivos sobre
la salud general. Sin embargo se ha investigado también el efecto que tienen en
la cavidad oral, interactuando con el microbioma oral, contribuyendo asi al
equilibrio microbiano. El objetivo de este estudio fue determinar si existen
diferencias en la microdureza superficial, morfologia superficial y en el espesor de
esmalte humano insertos en un modelo de caries in situ, luego de ser expuesto a
Lactobacillus rhamnosus SP1 suministrado en formato tépico. 12 participantes
sanos, de entre 18 y 30 afos, sin lesiones de caries activas ni enfermedad
periodontal, fueron asignados a dos grupos experimentales paralelos: el primer
grupo fue expuesto a sacarosa (muestras sacarosa) y el segundo expuesto a
sacarosa Yy probidtico (muestra S/P). El dispositivo intraoral superior que utilizaron
consistia de tres plataformas acrilicas (una palatina y dos vestibulares) donde
fueron insertados bloques de esmalte humano. La mitad de la superficie del
blogue de esmalte palatino fue utilizada como control. Periodo experimental de 14
dias. Se determind la microdureza superficial de Vickers (MDV), morfologia
superficial del esmalte (por medio de microscopia electrénica de barrido) y el
espesor del esmalte (al evaluar cambios en la densidad mineral segun Micro-CT).
Los resultados indicaron que, los promedios de microdureza presentaron una
significativa diferencia (p<0,05) entre los grupos de estudio, con valores mas altos
para los bloques de esmaltes expuestos a sacarosa y probiodtico Lactobacillus
rhamnosus SP1 por sobre aquellos expuestos exclusivamente a sacarosa (Media
MDV Muestras S/P; 220,17 + 36,97, Media MDV Muestra Sacarosa; 156,40 +
42,82). Las imagenes obtenidas del microscopio electronico de barrido de las
muestras expuestas a sacarosa, revelan un esmalte mas irregular y poroso en
comparacion con el esmalte expuesto a sacarosa y probidtico. Los resultados de
densidad mineral; se observ6 una diferencia significativa entre el promedio de las
muestras expuestas a sacarosa y probidtico (2,37+10 gr/cm®) por sobre muestras
expuestas sacarosa (1,93+09gr/cm®). Los resultados sugieren que la aplicacion de
probiotico Lactobacillus rhamnosus SP1 de forma topica sobre esmalte sometido a

sacarosa, podria tener un efecto inhibitorio contra la desmineralizacion.



1. MARCO TEORICO
INTRODUCCION

Segun estudio realizado en el 2017, las enfermedades orales son altamente
prevalentes en la poblacion mundial, afectando aproximadamente 3,47 mil
millones de personas en todo el mundo (GBD Disease and Injury Incidence and
Prevalence Collaborators, 2017). Las caries no tratadas en dientes permanentes
es la condicién mas prevalente evaluada segun estudios realizados entre 1990 y
2010, con una prevalencia global del 35% para todas las edades combinadas,
mientras que la periodontitis severa y las caries no tratadas en dientes temporales
fueron en prevalencia la 6% y 10* condicion, afectando respectivamente al 11% y
9% de la poblacién mundial (Marcenes y cols, 2013).

Si tomamos en cuenta los aspectos cientificos, clinicos y de salud publica de la
caries, es importante apreciar el impacto que la enfermedad tiene en la calidad de
vida de la personas en todo el mundo. La transicion demografica hacia el
envejecimiento de las sociedades, demuestra que mas personas mantienen sus
dientes naturales en la vejez, provocando un cambio relativo en la carga de caries
no tratadas en los adultos (Pitts N.B y cols, 2017a). En Chile estudios
epidemioldgicos indican una prevalencia de caries en nifios de 2 afios de 16,8 %,
a los 4 afos una prevalencia de 49,6 % y a los 6 aflos se ve un aumento con
70,4%. La caries dental es la principal causa de pérdida de dientes, donde su
prevalencia aumenta sostenidamente con la edad, llegando casi al 100% en la
poblacién adulta. (MINSAL 2007, Ceballos M., Acevedo C. y cols., 2007).

La carga de caries dental en el mundo es importante, impactando en varios
ambitos de nuestra vida. La incomodidad que puede causar la progresion de la
lesiébn de caries en los tejidos dentarios, a pesar de que esta condicién no es
peligrosa para la vida (Chen y Wang 2010), si trae importantes secuelas a la
calidad de vida humana, con un alto impacto en el estado animico de la persona
que la padece, y un aumento en el costo monetario al tratar esta enfermedad. Por

lo tanto, es imperativo buscar nuevos enfoques para enfrentar esta enfermedad,



suscitando un sistema mas amplio de atencion que promueva la salud y la

prevencion.

Avances relativamente recientes sobre el papel del microbioma oral en la salud y
enfermedad, han proporcionado informacién sobre los diversos acontecimientos
ecologicos, que actian como conductores para cambiar el balance de la
microbiota oral desde un estado simbiético a disbiosis. La composicion del
microbioma oral es individualmente Unica y diversa (Kilian M.y cols, 2016), y una
vez establecida, la microbiota oral residente es bastante estable y resistente a los
elementos exégenos (Marsh PD., 2017). Esta estabilidad puede perderse cuando
en el medio ambiente los factores de estrés anulan la resiliencia. Para las caries,
los factores que conducen a la disbiosis estan vinculados no solo a la produccion
de acido bacteriano, sino también a otros productos biolégicos y no biolégicos;
factores como la edad, la genética, el estilo de vida, el comportamiento, dieta y

nivel socioecondmico entre otros (Twetman S., 2018a, Pitts NB y cols, 2017b).

Una caracteristica importante de las biopeliculas microbianas es su reducida
sensibilidad a los agentes antimicrobianos, debido a una serie de factores que
incluyen la falta de penetracion de moléculas cargadas en la biopelicula y la
inactivacion del agente por organismos vecinos (Olsen I. 2015). Como una
alternativa para manipular favorablemente la composicion del microbioma oral
estan los probidticos (Marsh PD, 2018a). Los probiéticos estan regulados como
aditivos que se incorporan a los alimentos, y los principales vehiculos de
administracion son los productos lacteos, vegetales fermentados y masa
fermentada como el pan. Igualmente en gotas, tabletas y pastillas que pueden
contener varias cepas de Lactobacilos y/o Bifidobacterias (Twetman S., 2018Db).
Existe evidencia demostrada sobre el uso de terapias probidtica en enfermedades
gastrointestinales, en la prevenciéon de la gastroenteritis viral aguda, diarrea
asociada al uso de antibidticos, ciertos trastornos alérgicos pediétricos,
enterocolitis necrosante en recién nacidos prematuros, y  enfermedades
inflamatorias del intestino entre otras (Vuotto C. y cols. 2014). Aunque en la

odontologia aun faltan estudios que avalen el potencial anticariogeno de los
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probioticos, la evidencia cientifica ha logrado demostrar que este tipo de terapia

probiotica podria traer grandes beneficios a nuestra salud oral.

CARIES DENTAL Y BIOPELICULA DENTAL

Un concepto moderno de la enfermedad de caries define su etiologia como una
relacion dindmica entre la microbiota residente y el hospedero, relacion que puede
ser perturbada por cambios en el estilo de vida o alteraciones en la biologia de la
boca; estos cambios pueden llevar a una disrupcion del balance oral llevando a la
iniciacion y progresion de la caries dental (disbiosis) (Pitts N.B. y cols 2017c). En
esta relacion de mutua ayuda, el hospedero proporciona alimento, un habitat, un
pH predominante, y condiciones adecuadas para el crecimiento de una amplia
gama de géneros microbianos. Y a cambio, la microbiota oral entrega algunas
funciones claves que proporcionan importantes beneficios al hospedero; la
microbiota oral residente actia como una barrera para los organismos exdgenos,
desempefiando un papel inmunomodulador y regulador de respuestas
potencialmente inflamatorias no deseadas (Marsh P.D., 2018b). Una vez
establecidos en un sitio, la composicion general de la microbiota puede
permanecer relativamente estable con el tiempo (Marsh P.D y cols, 2011, Zhou Y.
y cols 2013).

Los factores de riesgo de caries incluyen factores fisicos, biologicos, ambientales,
de comportamiento y relacionados con el estilo de vida, un flujo salival
inadecuado, exposicion insuficiente al fluoruro, mala higiene oral, métodos
inadecuados de alimentacion de los bebés y pobreza (Selwitz RH. y cols 2007).
Sin embargo, la caries no se producira en ausencia de una biopelicula dental
cariogénica (patdgena) y exposicion frecuente a los carbohidratos de la dieta,
principalmente azlcares libres (Kidd E.A. y Fejerskov, 2004a, Pitts N.B y cols,
2017d). Por lo tanto, la caries es consecuencia de un cambio desfavorable en el
balance de la microbiota residente impulsado por cambios en el entorno dental y

del hospedero.
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La boca, como otras superficies del cuerpo, esta colonizada por una gran variedad
de microorganismos. El grupo mas predominante son las bacterias, pero las
levaduras, virus, micoplasmas y protozoos también pueden estar presentes. Es
importante destacar la presencia de la saliva, que desempefia un papel
fundamental en el mantenimiento de esta microbiota beneficiosa conservando el
entorno oral a un pH neutro (6ptimo para el crecimiento y el metabolismo de la
mayor parte de la microbiota oral), ademas de proporcionar proteinas y

glicoproteinas como nutrientes (Devine, D.A y cols., 2015).

Como fue mencionado anteriormente, la microbiota oral tiene una relacion
simbidtica o mutualista con el hospedero, es decir, este ultimo le proporciona un
héabitat célido y con los nutrientes suficientes para su supervivencia, y a cambio
estos microorganismos fortalecen las defensas del hospedero al poner resistencia
a los microorganismos exdgenos. Pero la minima variacion en este equilibrio
microorganismo-hospedero, puede desencadenar la enfermedad de caries.
Trabajos basados en estudios de ADN y ARN de lesiones cariosas, han
descubierto un ecosistema bacteriano extraordinariamente diverso, apoyando el
concepto de que los consorcios, formados por los multiples microorganismos que
actuan colectivamente, probablemente de forma sinérgica en el inicio y progresion

de la lesion de caries (Simon Soro y cols 2015a).

Segun la teoria actual, la presencia de los microorganismos en la ecologia bucal,
se va estructurando a través de procesos de adaptacion y seleccion inducidos por
la acidificacion del ambiente oral. Si las condiciones acidas son mas severas y
prolongadas, las bacterias acidogénicas aumentan su potencial de produccién de
acido como medida de adaptacion al ambiente. En el caso de las bacterias
aciduricas, estas se vuelven mas dominantes a través de la seleccién inducida por
acido. Esta adaptacion inducida por acido microbiano (cambio fenotipico de la
microbiota), asi como la seleccién inducida por acido (cambio genotipico de la
microbiota) provocard un cambio en el potencial acidogénico total de la microbiota.
Entre los microorganismos bacterianos, Streptococcus mutans (SM) vy
Lactobacillus son mas competitivos bajo condiciones severamente Aacidas
(Takahashi y Nyvad, 2008a, 2011; Zhou Yan y cols., 2018). Estudios demostraron
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gue cuando el pH cae a un valor preestablecido de 5,0, SM y Lactobacillus
predominaron, mientras que los no-SM y Actinomyces comenzaron a ser excluidos
de la comunidad (Marsh PD. 1994a; Bradshaw y Marsh, 1998). Por lo tanto si la
frecuencia de ingesta de carbohidratos fermentable en la dieta aumenta, la
biopelicula pasaria mas tiempo a un pH menor a 5,0 (Loesche, 1986).
Consecuentemente, si la produccion de acido bacteriano aumenta, el equilibrio
oral se inclinaria hacia la desmineralizacion de los tejidos duros dentarios por

sobre la remineralizacion de la superficie dentaria (Takahashi y Nyvad, 2008Db).

Asi, el cambio de paradigma en la etiologia de la caries dental debe traducirse en
la blusqueda de terapias apropiadas y actualizadas. Dada la naturaleza
polimicrobiana de la caries dental, usar estrategias diagndsticas y preventivas
dirigidas hacia especies bacterianas especificas no sera universalmente eficaz
(Simon Soro y cols, 2015b). Asimismo, la investigacion futura debera tener como
enfoque principal la restauracion del balance microbiano-hospedero,
obstaculizando el inicio y progresion de la enfermedad de caries,
independientemente de los cuales sean los microrganismos bacterianos

involucrados.

PROCESO DE DESMINERALIZACION Y REMINERALIZACION

La desmineralizacién inicial es el resultado de un proceso, donde la estructura
mineral cristalina del diente es desmineralizado por acidos organicos, que son
producidos por las bacterias presentes en la biopelicula a través del metabolismo
de carbohidratos fermentables de la dieta, principalmente azucares (Bowen .H.,
2002). Aunque una amplia gama de acidos organicos pueden ser generados por
los microorganismos de la biopelicula dental, el acido lactico es el producto final
predominante del metabolismo de los carbohidratos y se considera que es el

principal acido involucrado en la formacion de caries (Takahashi N. y cols. ,2005).
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Las bacterias presentes en la biopelicula, alteraran el pH bucal a través de los
acidos organicos que sintetizan (Paes Leme A.F.y cols 2006). A medida que los
acidos se acumulan en la fase fluida de la biopelicula, el pH cae al punto donde
las condiciones del ambiente en la interfase biopelicula-esmalte se vuelve
insaturado con respecto al cristal del esmalte en contacto con la biopelicula, por lo
tanto, el acido produce una desmineralizacion del mineral de la capa superficial del
diente. Si el pH baja, se pierde mineral en la superficie dentaria 0 se gana en caso
de un aumento de pH. La acumulaciobn de estos procesos de re y
desmineralizaciones puede llevar a una pérdida neta de mineral, dirigiendo la
disolucion de tejidos duros del diente y la formacion de una lesion de caries (Kidd
y Fejerskov, 2004b). La pérdida de mineral conduce a una mayor porosidad de los
tejidos duros del diente, ampliando los espacios entre los cristales de esmalte
ablandando la superficie, permitiendo que los &cidos difundan mas profundo en el
diente, resultando en la desmineralizacion del mineral debajo de la superficie
(desmineralizacién subsuperficial). A medida que la desmineralizacion progresa
hacia la subsuperficie del esmalte y dentina, con una continua presencia de acido
y caida del pH, la tasa de pérdida del mineral se vuelve mayor en la subsuperficie
gue en la superficie, lo que resulta en la formacion de una lesion subsuperficial.
Cuando la pérdida es severa aparece clinicamente la lesion como una mancha
blanca. Esta es una etapa clinicamente importante del proceso de caries, ya que
en esta etapa la lesion puede ser detenida o revertida modificando los factores
causales; como cambios en la ecologia local, la dieta y la disponibilidad de
fluoruro. Estas lesiones pueden permanecer como estan (lesiones inactivas que
no progresan pero que siguen siendo reconocibles) como una cicatriz debido a los
cambios en las propiedades Opticas del esmalte, o remineralizar y sanar de
manera efectiva (reprecipitacion del mineral en la lesién y posiblemente algun
desgaste superficial) resultando en una superficie aparentemente sana, 0
permanecer activa y progresar a una destruccion mas extensa (Pitt Nigel B.y cols,
2017d). Por lo tanto cuando el pH oral cae por debajo de 5,5 (se denomina pH
critico) la disolucién del esmalte comienza. Este numero varia de forma individual

entre pacientes, por lo tanto es un valor promedio. Cuando el pH sube
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nuevamente, por sobre 5,5, la remineralizacion ocurrird (Lussi y cols, 2004,
Sampaio de Melo M.A y cols, 2016).

Es importante equilibrar lo patol6gico y los factores de proteccion que influyen en
el inicio y progresion de la caries dental. Promover los factores protectores de la

remineralizacion y la detencion de la lesion.

PROBIOTICOS

La Organizacion Mundial de la Salud ha definido los probiéticos como
"microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas,
confieren un beneficio para la salud del hospedero” (OMS 2002). La caracteristica
de algunas bacterias intestinales para mantener o restablecer las condiciones de
salud fue propuesta por primera vez por Elie Metchnikoff hace méas de un siglo. El
observé que bacterias 'buenas', productoras de acido lactico, particularmente
aquellas que pertenecen a los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus, fueron
beneficiosas para el hospedero al reducir el crecimiento de bacterias toxigénicas
dentro del colon (Vuotto C.y cols , 2014). A través de los afios, se ha estudiado el
potencial de los probidticos en la formacion de biopeliculas en distintos tejidos del
cuerpo. Investigaciones in vitro sobre adhesién, produccién de bacteriocinas,
coagregacion, inhibicion del crecimiento y la actividad metabdlica han sugerido un
gran potencial de los probidticos Lactobacilli y Bifidobacteria, modulando la
ecologia microbiana de las biopeliculas, en particular, aquellas que se desarrollan
a nivel oral, intestinal, vaginal y de heridas (Lebeer S.y cols, 2011). Los probiéticos
mas comunes y estudiados son las cepas pertenecen a los géneros Lactobacillus
y Bifidobacterium. Especies de Lactobacillus de los cuales son considerados
probiédticos, son las cepas que incluyen a; L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus,
L. gasseri, y L. reuteri. Las cepas de Bifidobacterium incluyen B. bifidum, B.

longum y B. infantis.R (Meurman JH. y cols., 2007).

Un requisito esencial para que un microorganismo sea "un probi6tico oral" es su
capacidad de adherirse y colonizar superficies en la cavidad oral. Microorganismos
en general considerados como probidticos pueden no tener la cavidad oral como

su habitat inherente, y su posibilidad de conferir beneficios a la salud oral es
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cuestionable. Aunque se han encontrado cepas de Lactobacillus en la cavidad
oral, como: Lactobacillus gasseri, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus fermentum, siendo este altimo el mas
prevalente (Koll y cols 2008a, Colloca ME. y cols ,2000). Estos hallazgos indican
que las especies del género Lactobacillus, como miembros de la microbiota oral
residente, podrian jugar un papel importante en el equilibrio microecoldgico de la
cavidad oral;, ya sea reduciendo el numero de bacterias cariogénicas
(especialmente Streptococcus mutans), su habilidad para coagregarse con las
cepas asociadas a la caries y la capacidad de reducir la formacién de biopelicula.
(Lang C.y cols, 2010; Twetman L. y cols 2009).

Lactobacillus han sido estudiados por afios, son conocidos por jugar un papel
importante en el mantenimiento de la salud humana mediante la estimulacion de la
inmunidad natural y contribuir al equilibrio de la microbiota, principalmente a través
de exclusién y actividad antimicrobiana contra bacterias patdgenas. Entre las
cepas de Lactobacillus, L. plantarum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
salivarius, y Lactobacillus rhamnosus son los que expresaron una alta actividad
antimicrobiana y alta tolerancia al estrés ambiental de la cavidad oral (cambios en
el pH). En estudios in vitro la mayoria de las cepas suprimieron el crecimiento de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia y Streptococcus mutans (Simark-Mattsson y cols., 2007; Koll y cols.,
2008 b, Xiaolong Liny cols., 2017). Las cepas de Lactobacillus fueron capaces de
inhibir el crecimiento de Streptococcus mutans y tuvieron efectos en la
composicion de la biopelicula bacteriana in vitro, donde L. rhamnosous muestra el
mayor potencial antagonista, interactuando con S. mutans, reduciendo su
crecimiento e impidiendo la maduracion de la biopelicula por la disminucion en la
produccion de glucanos (Lee SH. y cols., 2014). Como ya fue mencionado, la
adhesividad podria ser considerada de gran importancia, ya que favorece aun
mas la expresion de actividad probidtica. Estudios in vitro han evaluado la
adhesion midiendo la union de bacterias a la hidroxiapatita (HA) recubierta de
saliva y al epitelio oral. Las cepas probiéticas varian ampliamente su adhesividad
a la HA revestida de saliva, siendo L. rhamnosus quien exhibié los valores mas

altos de adhesion (Stamatova l.y cols., 2009a). Otra de las caracteristicas de
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Lactobacillus, es la capacidad de estimular la inmunidad local (Meydani SN y cols.,
2000) y modular la respuesta inmune, ya que expresan ligandos para receptores
tipo toll (TLR)( receptores de sefiales de peligro tanto exégenas como enddgenas)
presentes en las células epiteliales, iniciando una respuesta inmune que permite
el reconocimiento de la microbiota nativa y de patdgenos exdgenos (Stamatova l.y
cols., 2009b). Por lo tanto, las bacterias probidticas protegen la salud oral
compitiendo con los patégenos orales por nutrientes, factores de crecimiento y
sitio de adhesion.

Se han propuesto varios conceptos para explicar la accion de los probiéticos en la
cavidad oral, pero la mas acertada es la analogia realizada con los mecanismos
de accion descritos para el intestino humano. Los probidticos promueven el
crecimiento de bacterias beneficiosas de la microbiota intestinal y modulan la
inmunidad intestinal (Saxelin et al. 2005). Los efectos beneficiosos que ejercen
los probidticos a la salud intestinal; antagonizando patdgenos a través de la
produccion de compuestos antimicrobianos (acidos organicos, peroxido de
hidrégeno y bacteriocinas), compitiendo por los sitios de union a patdégenos, los
nutrientes disponibles, factores de crecimiento, y modulando la respuesta inmune
y metabolica (Haukioja Anna , 2010 ). A nivel oral, la colonizacién y competicion
con los patogenos orales por los sitios de adhesion se consideran efectos
beneficiosos de las bacterias probidticas en la salud oral. Por lo tanto, los
probidticos pueden interactuar tanto de forma sinérgica como antagonica con las
bacterias de la microbiota oral (Marsh PD. ,2004 , Lin TH. y cols, 2017).

Hay que tener en cuenta que todos los mecanismos descritos son basado en
resultados in vitro, y la evidencia clinica se basa principalmente en estudios pilotos

clinicos cortos (Haukioja Anna, 2010 ).

Mecanismos de accion directo de los probiéticos al Interactuar en la placa dental
(Haukioja Anna, 2010 , Patel y cols.,2015 ; Babaji y cols. 2012) :
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e Participacion en la union de microorganismos orales a proteinas (formacién
de biopeliculas).

e Accion sobre la formacion de placas y sobre su complejo ecosistema
compitiendo e interviniendo en la adhesion bacteriana.

e Compiten con los microorganismos orales por los sustratos disponibles.

e Produccion de productos quimicos que inhiben a las bacterias orales

(sustancias antimicrobianas).

Acciones probiéticas indirectas en la cavidad oral (Patel 2015, Babaji 2012):
e Modular el sistema inmune de la mucosa reduciendo la produccion de
citoquinas proinflamatorias inducida por patégenos.
e Afecta el mecanismo de defensa no inmunoldgico fortaleciendo la barrera
mucosa, regulando la permeabilidad epitelial.
e Afectando la inmunidad local.
e Afecta la seleccion en la microbiota oral favoreciendo la colonizacion de

especies menos patogenas.

El uso de cepas probidticas para la prevenciéon de la caries dental ha dado
resultados prometedores, aunque la mayoria de los estudios son in vitro, solo unos
pocos estudios han demostrado resultados clinicos claros. Por lo tanto, la
evidencia cientifica ain es pobre. Los estudios clinicos que se han llevado a cabo
han usados distintas formas de administrar las cepas probibticas, siendo los
productos lacteos los mas utilizados, ya que constituyen un medio facil de adoptar
en la dieta diaria. Aunque otros autores han usado tabletas, pastillas, hasta
helado como medio atractivo y comodo de administracion. N&ase L. y cols. (2001a)
utilizé leche como vehiculo para el probidtico Lactobacillus rhamnosus,
distinguiendo una reduccién en el riesgo de caries en nifios preescolares luego de
un periodo de administracion de 7 meses. La misma cepa, utilizada junto con
Lactobacillus casei, disminuyé la colonizaciéon de Streptococcus mutans después
del consumo de queso con probidtico por 3 semanas (Ahola y cols, 2002). Otras
cepas de Lactobacillus o Bifidobacterium han demostrado efectos beneficiosos

similares utilizando como vehiculo yogurt, leche o queso, que con un consumo
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diario y regular condujo a una disminucién en el nimero de Streptococcus
cariogénicos en la saliva y una reduccion en la formacion de placa dental (Taipale
y cols., 2012; Singh., 2011; Cildir y cols., 2009; Caglar y cols., 2008). Por lo tanto,
la forma apropiada de administracion de cepas probioticas se ha discutido en
varios articulos, sin embargo, para fines de prevencion o tratamiento de

enfermedades orales, no se ha definido cual es el medio mas ventajoso.

Segun la edad de intervencion podemos agrupar algunos estudios: los estudios
realizados durante la infancia, y los estudios realizados en nifios preescolares.
Durante la infancia podemos mencionar tres trabajos, en los cuales la intervencién
con probioticos fue realizada en los primeros afios de vida de los voluntarios. El
primer trabajo a examinar es el estudio de Stensson y cols (2014) , intervencion
realizada en infantes de 0 a 12 meses, a quienes se les dio gotas 5 veces al dia
gue contenian dos cepas de Lactobacillus reuteri durante su primer afio de vida . A
los 9 afios, el grupo de nifios expuesto a los probidticos disminuyo en un 50 % su
experiencia de caries en comparacion con el grupo control. En el segundo estudio
(Taipele y cols 2013) a los infantes se les dio tabletas con el probiético
Bifidobacteria desde los primeros meses de vida hasta los 2 afios de edad con
ayuda de un chupete especifico. Las tabletas fueron endulzadas con xilitol y las
tabletas que solo contenian xilitol o sorbitol sirvieron como control. Los voluntarios
fueron examinados a los 4 afios de edad, sin encontrar diferencias significativas
en la ocurrencia de caries. El tercer estudio (Hasslof y cols, 2013), utilizé cereal
suplementado con el probiético Lactobacillus paracasei F19 y cereal comin como
placebo en nifios durante la ablactacion (introduccion de alimentos a la dieta). A la
edad de 9 afos, no hubo una diferencia significativa en experiencia de caries entre

el grupo probidtico y el grupo control.

Las intervenciones realizadas en nifios preescolares desde 1 a 6 afios, podemos
destacar algunos estudios; como el trabajo realizado por Rodriguez y cols (2016a),
estudio que se llevé a cabo en jardines socialmente vulnerables en Chile, con
ninos que van desde los 2 a 3 afios de edad. Utilizando leche como vehiculo,

suplementada con el probidtico Lactobacillus rhamnosus SP1 y leche estandar
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como control, con un consumo diario por 10 meses. A la examinacién clinica, el
namero de individuos que desarrollaron nuevas lesiones de caries cavitadas
(ICDAS 5- 6) fue significativamente mas bajo en el grupo probiético comparado
con el grupo control. Otro trabajo a destacar es el de Nase y cols (2001),
intervencion realizada en nifios de un centro de cuidado municipal en Finlandia.
Como fue ya mencionado, se utilizé leche como vehiculo para el probidtico
Lactobacillus rhamnosus (GG; LGG), suplemento ingerido 5 veces a la semana
por 7 meses .El efecto del probidtico sobre el riesgo de caries fue positivo, aunque
no estadisticamente significativo. El tercer estudio fue llevado a cabo en un grupo
de niflos de una comunidad de bajo nivel socioeconémico en Suecia (Stecksen-
Blicks y cols, 2009). La intervencién tuvo una duracion de 1 afio, en el cual el
probiotico (tres cepas derivadas de Streptococcus) fue incorporado en pastillas,
junto a un grupo de control (placebo). Al comparar los resultados de la
intervencion, se observa una significativa diferencia en la prevalencia de caries,
con un 24 % en el grupo probiotico versus un 47 % de prevalencia de caries en el
grupo placebo.

Consecuentemente la ingestion de probiéticos puede ser un método prometedor
en la prevencion de caries, permitiendo abarcar simultaneamente a una gran
poblacion de alto riesgo cariogénico. Los datos preliminares obtenidos por las
diversas investigaciones han sido alentadores, pero aun se necesitan numerosos
estudios clinicos aleatorizados para establecer claramente el potencial de los
probidticos en la prevenciéon y el tratamiento de la caries dental. Quedan aun
varios aspectos que deben ser esclarecidos, como el tipo de cepa usada en los
estudios y el mecanismo de accion de los probioticos sobre el microbioma oral.
Ademas como topico importante de considerar en los futuros estudios clinicos, es
la dependencia de la intervencién a la cooperacion de los sujetos y la eleccién de
estos ya que los estudios mencionados anteriormente la mayoria fueron llevados a
cabo en nifios. Sin embargo, se necesita mas investigacion para explorar este

nuevo enfoque preventivo en un contexto clinico.
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MODELOS DE CARIES

En ciencia, necesitamos modelos que capturen elementos esenciales de una
situacion particular que se quiere estudiar. Tal modelo debe ser robusto,
reproducible y confiable. Cada area de la ciencia tiene sus modelos para el estudio
de los fenbmenos. Asi, las ciencias biomédicas se basan en diferentes modelos
experimentales para poner a prueba las hipétesis: modelos in vivo, in vitro e in situ
(Fina B. 2013a).

Los ensayos in vivo son aquellos en los cuales se realiza el estudio en las
condiciones mas proximas al fendbmeno observado. La experimentacion es
realizada dentro o en el tejido de un organismo vivo. Por ejemplo un ensayo

clinico.

Los estudios in vitro, son aquellos que intentan simular las condiciones naturales
en que se realizo la observacion, o aproximarse los mas posible a las condiciones
aplicadas en los experimentos in vivo. Dichos experimentos son herramientas
adecuadas para el estudio de mecanismos involucrados en los fendmenos
observados. Sin embargo, un estudio in vitro muestra parcialmente el mecanismo
en estudio. Las extrapolaciones que se hacen de un trabajo in vitro deben ser bien
aclaradas en la discusion y en las conclusiones, a fin de evitar malas

interpretaciones (Fina B. 2013Db).

En odontologia, los modelos in vitro han sido ideados para estudiar las

interacciones entre la microbiota oral, el medio ambiente y el hospedero.

Los modelos de caries in situ implican el uso de aparatos u otros dispositivos que
crean condiciones definidas en la boca humana, que simulan el proceso de caries
dental u otros fenbmenos, como la formacion de biofilm. Los modelos in situ
pueden servir como puentes entre los recursos naturales, la situacién clinica
(descontrolada) y la situacion de laboratorio altamente controlado confiando en las

propias bacterias del paciente para colonizar los especimenes. (Zero DT., 1995a).
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Dada la naturaleza multifactorial de la caries dental, estos modelos deben incluir:
un sustrato dental, ya sea esmalte o dentina; la formacién o presencia de placa
dental con potencial cariogénico; presencia de carbohidratos, ya sea controlado
experimentalmente o provisto por el sujeto con su dieta normal; y tiempo,

determinado por la duracion del periodo experimental.

La principal ventaja de los modelos in situ es que son realizados en la boca
humana, en contraste con los modelos de laboratorio in vitro 0 experimentacion en
animales. Ademas los estudios in situ facilitan el control de las variables
experimentales y permiten una flexibilidad en el disefio experimental. Estos
modelos facilitan la integracibn de varias técnicas analiticas cientificas,
aumentando asi la sensibilidad y validez cientifica de la metodologia. La
desventaja es que debido a que se realiza en humanos, el nimero de sujetos que
puede estar involucrado generalmente es mas limitado, ademas que el estudio

depende del cumplimiento por parte de los sujetos de prueba.

Los modelos in situ se han utilizado como herramienta desde hace afos para el
estudio de la caries dental. El primer trabajo realizado usando un modelo in situ
fue Koulourides y Volker (1964) (Zero 1995b).

Los modelos in situ se han aplicado en el estudio de; mecanismos de accién del
fluoruro (Koulourides y cols.,1974a; Koulourides y Housch., 1983) diferentes
formulaciones de dentifricos con fluoruro (Schafer, 1989; Mellberg, 1991; Stephen
y cols, 1992 : Amaechi y cols .,2012 ) y sistemas de administracion de fluoruro
(Corpron y cols .,1986 ; O'Reilly y Featherstone, 1987; Leach SA. Y cols., 1989)
otros agentes remineralizantes (Featherstone y otros, 1982, Pearce y Nelson,
1988 ; Amaechi BT. y cols. , 2010.), factores de virulencia microbiana (Zeroy cols,
1986 ; Macphersony cols, 1990), la cariogenicidad de los alimentos (Brudevoldy
cols, 1988; Kashket y otros, 1988; Wefel y Jensen, 1992) como también en el
estudio de los efectos protectores de los productos lacteos (Silva et al, 1986;
Reynolds, 1987; Featherstone y Zero, 1992) .
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Los estudios in situ relacionados con la desmineralizacion de tejidos duros seran

detallados bajo las siguientes caracteristicas:

a) Caracteristicas del sujeto.

Los sujetos deben ser bien caracterizados para permitir una interpretacion

adecuada de los datos generados. La siguiente es una lista de factores que

deberian ser considerados en la seleccion del sujeto:

Edad, sexo

Estado de salud médico

Antecedentes de exposicion al fluoruro
Factores de comportamiento

Habitos alimentarios

Factores salivales

b) Disenio fisico del modelo.

El disefio de un modelo in situ debe representar la complejidad del proceso de

caries. La estructura fisica del modelo, la ubicacién del sitio de prueba y el método

de la formacion de placa son parametros que pueden ser utilizados por el

investigador para ayudar a controlar la variacion.

Estructura fisica del modelo. Modelos intraorales: Los sistemas pueden ser
fijos (cementados o unidos) o removibles.
Ubicacion del sitio de prueba: El area palatina, lingual, bucal, en los dientes

y espacios edéntulos.

c) Tipo de sustrato de tejido duro:

La mayoria de los sistemas/modelos usan dientes humanos o dientes de bovino.

El material dental puede ser preparado ya sea como bloques o como secciones

individuales. La superficie del material puede ser natural , desgastada o pulida. El
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esmalte sano se puede usar para medir la extensiéon de desmineralizacién neta
que se produce en el modelo. Los dientes humanos deben considerarse el
sustrato mas adecuado para estudios in situ. La esterilizacion de los dientes

puede ser por etileno, irradiacién con 6xido 0 gamma o por autoclave.

d) Método de evaluacion del estado mineral:

Hay varios métodos para evaluar cambios que ocurren en la capa superficial
externa del esmalte (Ten Bosch y Angmar-Mansson, 1991a; Arends y ten Bosch,
1992).

- Microradiografia transversa (TMR): es la técnica Gold estdndar para
cuantificar cambios en la cantidad y distribucion mineral (Ten Bosch y
Angmar-Mansson 1991b), sin embargo es una técnica destructiva que
requiere la preparacion de las muestras en secciones muy finas y una
fuente de rayos X, por lo que no es necesariamente la primera opcion para

cuantificar cambios minerales.

- Microdureza superficial (SMH): ha sido ampliamente utilizada para estudiar
la desmineralizacidén y remineralizacion del esmalte en modelos de caries in
situ. Todos estos estudios usaron una carga de 500 g para estudiar
cambios bastante avanzados en el estado mineral de esmalte. La prueba
de SMH es altamente sensible y reproducible para estudiar etapas muy
tempranas de desmineralizacion in situ del esmalte (Zero y cols, 1992,

1994a) y remineralizacion del esmalte (Zero y cols, 1994b).

- Microscopia electronica de barrido (MEB): Instrumento que permite la
observacién y caracterizacion superficial de materiales inorganicos y
organicos, entregando informaciéon morfolégica del material analizado.
Permite estudiar en detalle la superficie y la estructura del esmalte dental,
permitiendo hacer un mapeo tridimensional de la superficie con gran

aumento.
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- Micro CT: es una técnica efectiva y no destructiva para la medicién del
espesor del esmalte. Los sistemas de Micro-CT permiten generar
rebanadas continuas del tejido para evaluar el espesor y el area del
esmalte, dentina y camara pulpar con precision y fiabilidad. Ademas a
través de un software se pueden analizar imagenes y realizar

reconstrucciones 3D. (Swain V. 2009 )

Planteamiento del problema

La enfermedad de caries se desencadena por la interaccién a lo largo del tiempo
entre microorganismos cariogénicos, una dieta rica en carbohidratos fermentables
y factores del hospedero (Pitt Nigel B. y cols., 2017e). En la actualidad, la
odontologia esta tomando un enfoque menos invasivo en el tratamiento de la
enfermedad de caries, basandose en soluciones bioldgicas en lugar de un enfoque
puramente restaurador. Se busca intervenir tempranamente enfocandose en la

prevencion y el control de la enfermedad oral.

Los probidticos son microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, otorgan un beneficio en la salud del hospedero. Se ha
demostrado su participacion en la mantencion de la salud oral. Estudios
preliminares avalan la ingesta de probidticos a corto y largo plazo, trayendo como
resultado la reduccién del riesgo de caries entre los nifios preescolares (Nase y
cols. 2001b, Rodriguez G. y cols. 2016b). Los datos arrojados por investigaciones
recientes sugieren que estos efectos positivos son resultados de las interacciones
entre los probidticos y los microorganismos alojados en la cavidad oral del
individuo (Jiang Qingru , 2016).

Existen datos de estudios in vitro y ensayos clinicos sobre la efectividad de los
probioticos en la disminucion en el riesgo de caries, pero aun faltan estudios in situ
que nos permitan analizar; las vias de administracion del probiéticos més efectivas

(administracién topica o sistémica), y cuantificar los efectos beneficiosos sobre la
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salud oral. El propdsito de este estudio es obtener mediciones confiables a través
de un modelo in situ, en el cual un grupo de voluntarios sanos usaran un
dispositivo intraoral, con insertos de esmalte dental humano que seran expuestos
a sacarosa por 14 dias. Los voluntarios deberan instilar probiético Lactobacillus
rhamnosus SP1 una vez al dia en los bloques de esmalte, para luego del periodo

de experimentacion realizar los analisis de superficie del tejido utilizado.

La pregunta de investigacibn que se plantea es: ¢Existen diferencias en la
microdureza superficial, en el espesor, y en la morfologia superficial de bloques de
esmalte humano insertos en un modelo de caries in situ, expuestos a sacarosa por

14 dias, al instilar probiético Lactobacillus rhamnosus SP1 en formato topico?

2. HIPOTESIS.

Existen diferencias en la microdureza superficial, en el espesor, y en la
morfologia superficial de bloques de esmalte humano insertos en un modelo in
situ, expuestos a sacarosa Yy a la instilacion de probidtico Lactobacillus
rhamnosus SP1 en formato topico por 14 dias.

3. OBJETIVO GENERAL.

Establecer si existen diferencias en la microdureza superficial, en el espesor, y en
la morfologia superficial de bloques de esmalte humano expuestos de sacarosa y
a la instilacién de probidtico Lactobacillus rhamnosus SP1 en modalidad topica en

un modelo in situ de caries.
4. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

- Determinar microdureza superficial, densidad mineral y caracterizacion
morfologica superficial de bloques de esmalte en un modelo in situ de caries, en
un grupo soélo expuesto a sacarosa, un grupo expuesto a sacarosa y probidtico

Lactobacillus rhamnosus SP1 en formato topico, y un grupo control sin exposicion.
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- Comparar los resultados de microdureza superficial, espesor del esmalte
y caracterizacion morfologica superficial en un modelo de caries in situ entre el
grupo expuesto a sacarosa, el grupo expuesto a sacarosa Yy probiético
Lactobacillus rhamnosus SP1, y un grupo control sin exposicion.

5- MATERIALES Y METODOS
5.1 Disefio experimental

Estudio experimental in situ, realizado en una sola fase de 14 dias de duracion.
Se reclutaron 12 voluntarios sanos sistémicamente entre 18 y 35 que participaron
completando previamente una anamnesis dental integral (Anexo 1). Los
voluntarios contaron con una buena salud oral , con mas de 22 piezas dentarias
naturales en boca, libres de enfermedad periodontal y gingival, indice COPD
menor a 8, libres de lesiones de caries sin tratar (C=0) y tasa de flujo salival

normal.

Criterios de exclusiéon: fumadores, individuos que se hayan sometido a
tratamientos antibiéticos o antisépticos bucales en un plazo de seis meses previos
a la fecha de ingreso al estudio, que presentasen alteraciones en el flujo salival,
signos de periodontitis destructiva o signos inflamatorios, consumo de farmacos

y/o con intolerancia a los materiales de estudio (acrilico), embarazo.
Aspectos éticos

Este proyecto se rigié por los principios de la Declaracion de Helsinki, y cuenta con
la aprobacion del comité de ética de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile (ACTA N°2016/30)(Anexo 2).

Se solicito la firma de un documento de consentimiento informado (Anexo 3) a los
voluntarios de manera que su participacion fuera voluntaria e informada. El
documento detalla el proposito del estudio, su duracién, procedimientos

requeridos, posibles riesgos y el contacto del equipo investigador.



26

Construccion de la muestra

Para el calculo del tamafio de muestra, se decidié que el tamafio de muestra que
se ajusta mejor al modelo, se lograba cuando se utilizaba la medicion de
microdureza superficial. Se consider6 un riesgo alfa de 0,05 y un riesgo beta de
0,2 en un contraste bilateral. Se asume que la desviacién estandar comun de 15,3
(Salehzadeh E y cols., 2105), con una tasa de pérdidas de seguimiento del 5%, y
un poder estadistico de 80 %. Se precisan 18 unidades de observacion en cada
grupo para detectar una diferencia igual o superior a 15 unidades de microdureza

Vickers. EI numero final de unidades de observacién por grupo fue de 90.

Los voluntarios fueron distribuidos en los grupos de experimentacion de forma

aleatoria, se realiz6 la instalacion y alivio del dispositivo.
5.2 - Diseiio del dispositivo intraoral

Los voluntarios usaron un dispositivo intraoral acrilico removible (Figura 1)
(Koulourides T. y cols., 1974, Featherstone IDB. y Zero DT., 1992), con dos
plataformas de acrilico ubicados en la zona vestibular de los molares superiores,
y una plataforma acrilica en la zona anterior del paladar. Estas dieron sostén a los
blogues de esmalte procesados, extraidos de dientes humanos incluidos. Para la
obtencion de los bloques, se utilizaron terceros molares incluidos sin contacto con
el medio oral con indicacidén de extraccion, que fueron donados por pacientes que
consintieron voluntariamente (Anexo 3). Los molares se mantuvieron en solucién
de Timol al 0,2%, pH 7, por un mes como maximo (Cury JA y cols., 1997). Los
blogues fueron cortados con un disco de diamante sinterizado, con las medidas de
3x3 mm (bloques vestibulares) y de 3x6 mm (bloque palatino) dejando una
superficie lisa. Luego, fueron sometidos a autoclave por 20 min a 120°C, para
asegurar su esterilizacion. El dispositivo consto de 4 ranuras de 4x4 mm ubicadas
en la zona vestibular de los molares, y 2 ranuras por lado donde estaban insertos
lo bloques de esmalte de 3x3 mm. En la zona palatina so6lo de ubica una ranura de

4 x7 mm, donde va introducido el bloque de esmalte de 3 x 6 mm (Figura 1).

Los bloques de esmalte fueron montados individualmente usando cera adhesiva

de alta fusidon. Los bloques de esmalte a su alrededor, poseian un espacio de 1
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mm de separacion con el acrilico para favorecer la acumulacion de placa (Cury y
cols., 1997) en las zonas vestibulares de molares.

En las muestras ubicadas en la zona palatina, la mitad derecha de la muestra de
3x6mm fueron revestidas con esmalte de ufia transparente, usando esta superficie

como un control (grupo de muestras control).

Figura 1. Dispositivo intraoral
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5.3 Fase clinica de los grupos experimentales

Cada voluntario utilizé un dispositivo intraoral durante 14 dias. La eleccion de los
sujetos y su distribucion en los grupos experimentales fue aleatoria. Los
voluntarios fueron divididos en dos grupos de 6 personas cada uno; un grupo
expuesto a sacarosa y el segundo grupo expuesto a sacarosa y probibtico
Lactobacillus rhamnosus SP1. Ambos grupos debieron instilar 1 gota (0,067ml) de
sacarosa al 20% (Aires y cols., 2006), que corresponde a 0,013 gramos de
sacarosa, a cada una de las muestras ubicadas en palatino y vestibular como
desafio cariogénico (5 gotas en total por aplicacion). La aplicacion fue cada 2
horas hasta lograr 8 aplicaciones diarias (Cury y cols., 1997). La aplicacion fue

realizada mediante un gotario fuera de boca.

El grupo expuesto al probidtico aplic6 sacarosa al 20 % 8 veces al dia cada 2
horas, mas las aplicacion diaria del probiotico Lactobacillus rhamnosus cepa SP1
(Sacco, Italia) con una concentracién estandar de 10° UFC/ml . La instilacién fue
de 1 gota (0,083 ml) que corresponde a 8,3 X 10° UFC/ml del probidtico .La
aplicacion se realizé una vez al dia junto a la segunda instilacion de sacarosa y
se aplicé una gota de probidtico a todas las muestras del dispositivo. Esta se llevo
a cabo a través de un gotario fuera de boca y luego de la aplicacién el dispositivo
se introducia a la boca inmediatamente (Figura 2).

Las instrucciones de uso del dispositivo y la forma de aplicacion de los
tratamientos fueron entregadas de forma oral y escrita a los participantes (Anexo
5). El dispositivo intraoral fue usado dia y noche, durante 14 dias continuos, solo
podia ser retirado durante los momentos de higiene oral y alimentacion, ademas
de la aplicacion de los tratamientos topicos indicados. El dispositivo solo podia
permanecer fuera de boca, dentro de un contenedor plastico con humedad (gasa o

papel himedo), por un tiempo méximo de 30 minutos so6lo 3 veces al dia.

La evaluacion del compromiso y cumplimiento por parte de los voluntarios se
realizO mediante una pauta escrita en la cual, a conciencia, detallaron el
desempefio individual en cuanto a la aplicacién de la sacarosa y/o probidtico, el
uso y comodidad del dispositivo (Anexo 6).
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5.4 Microdureza superficial de Vickers (MDV)

Posterior a los 14 dias de uso del dispositivo, se midié la microdureza superficial
en cada bloque de prueba utilizando una indentacion de diamante de Vickers
(Duramin , Struers Corp.), con una carga de 200 g (1,961 N ) aplicados durante
10 segundos. Las muescas fueron hechas en el centro y en el extremo superior e
inferior de la superficie del bloqgue de esmalte. Las muestras de esmalte fueron
hidratadas en timol al 0,2 % minimo por 2 dias. Se aseguro cada bloque de
esmalte con un cuadrado de cera amarilla de 1x1 cm? y luego se monté en la
plataforma del microdurometro para la medicion de microdureza. Se realizaron
cinco mediciones por superficies, obteniendo un promedio de dureza por cada
bloqgue de esmalte. Los valores de dureza fueron calculados por el equipo

utilizando la siguiente formula:
Microdureza Vickers (VH) = 1,854 x F x 10 * /d .

HV: microdureza de vickers
F: test de carga aplicada (N)
d : promedio de las diagonales de la indentacion ( Majithia U . y cols, 2016 )

5.5 Espesor del esmalte: Microtomografia computarizada (micro-CT) vy
Densidad Mineral

Las distribuciones de densidad mineral de los blogues de esmalte, después de la
aplicacion de sacarosa al 20 % y la instilacion diaria de probiético Lactobacillus
rhamnosus SP1, se caracterizé utilizando el sistema de tomografia
microcomputada de escritorio de alta resolucion (Skyscan 1278 , Aartselaar,
Bélgica) ubicado en la facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Con
una aceleracion de Voltaje de 100 kV, una fuente de corriente de 100 uA, y un
tiempo de exposicion de 885. La calibracion del nivel de gris fue logrado utilizando
el esmalte de las muestras control como guia para determinar los valores de

densidad mineral (DM) de diferentes partes del diente.

Las muestras fueron rotadas en 360°, generando 1440 proyecciones de sombras
bidimensionales, con una matriz de imagenes de 352 pixeles x 352 pixeles. Las

imagenes se guardaron como un archivo de imagen con formato 16 bits Tagged



30

Image File Format (TIFF) y luego fueron exportadas a un programa para la
reconstruccion tomogréafica 3D (NRecon software, Version: 1.7.4.2; SkyScan). La
reconstruccion tomografica proporcioné un conjunto de imagenes con diferentes

cortes en formato 16 bits TIFF.

El analisis de la densidad mineral fue realizado en el programa CT Analyser
(Version: 1.18.4.0). Para calcular la densidad mineral (DM) de cada region, se
realiz6 un trazado seleccionando sélo el esmalte del blogue, y los valores de DM
de todos los pixeles de la regidn se midieron y promediaron. Se realizaron 3

trazados por muestra, y los valores finales fueron promediados.
5.6 Morfologia superficial: Microscopia electrénica de Barrido

El microscopio electrénico de barrido, marca Jeol Modelo JSM IT300LV, con
potencial de aceleracion de 5 a 30 KV, provisto de una camara digital y con
distintos poderes de magnificacion. Se encuentra ubicado en el Laboratorio de
Microscopia Electrénica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.
Las muestras fueron fijadas con glutaldehido al 2,5 % y en buffer cacodilato de
sodio 0,1 M por 2 horas, luego fueron lavadas 3 veces por 5 minutos y secadas
por aproximadamente 30 minutos (AUTOSAMDRI-815, SERIES A OVERVIEW).
Una vez secas las muestras, fueron montadas en un portamuestras de aluminio
para posteriormente ser metalizadas en oro (METALIZADOR DENTON VACUMN).
Cada muestra fue expuesta a aumentos de 30X, 250X, 1500X. La observacion se
fijo en el plano transversal del bloque de esmalte, y se fue aumentando las
magnificaciones con el fin de observar los cambios morfolégicos en la superficie

de cada muestra.
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Figura 2 - (1) Recoleccion , recorte y esterilizacion de esmalte humano (2) Voluntarios
y confeccién de dispositivos (3) Asignacion al azar de los voluntarios en los grupos
experimentales y fase intraoral (4) Remocién y separacion de las muestras (5) Analisis
de las muestras en MicroCT , microscopia electronica de barrido y microdureza de
Vickers.
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5.7 Andlisis 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 T Test (Student’s T-Test) para ser sometidos a analisis estadistico. Se
desarrollé un andlisis descriptivo de los datos de microdureza y densidad mineral
de las muestras pertenecientes a cada grupo experimental. Se realiz6 una
comparacion de los datos entre los grupos de muestras control—probidtico, y
sacarosa—probiodtico. Las variables cuantitativas 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.

6.- RESULTADOS

De los 12 voluntarios reclutados para el estudio, s6lo 10 completaron el
procedimiento. No hubo pérdida de muestras (bloques de esmalte). Las muestras
fueron separadas segun el grupo experimental, muestras expuestas a sacarosa ,
muestras expuestas a sacarosa y probidtico Lactobacillus rhamnosus SP1 y
muestras control . A las muestras palatinas le fue removido el esmalte de ufa
correspondiente a la superficie control y fueron hidratadas en timol al 0,2%. Las
muestras palatinas fueron analizadas por superficie; superficie control (no
expuesta) y superficie expuesta. Esta Ultima fue incorporada a los grupos
experimentales correspondientes. Las muestras fueron removidas de su

respectivo dispositivo y testeadas por diferentes pruebas.

6.1 Microdureza superficial de Vickers (MDV): La dureza de las superficies de
los blogues de esmalte se midié utilizando un indentador de diamante Vickers en
un probador de microdureza estandar. Los resultados de microdureza son
representados en la Figura 3. Se observa los promedios, las desviaciones
estandar e intervalo de confianza de los valores parael grupo de muestras control,
el grupo de muestras tratadas con sacarosa y probiotico Lactobacillus rhamnosus
SP1 y el grupo de muestras expuestas sélo a sacarosa. Los valores promedios

difieren entre los 3 grupos de muestras (Grupo muestras Control; 296,10 + 38,68
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MDV, Grupo muestras S/P; 220,17 + 36,97 MDV, Grupo muestras Sacarosa,;
156,40 + 42, 82 MDV) (Figura 3).

400

296,1
[281,65 - 310,54]

300

220,17
(212,43 - 227,92)

1564
[147.43 - 165,37]

200

Microdureza del esmalte (MDV)

150

100

Grupo control Grupo Sacarosa /probidtico Orupo sacarosa

Figura 3: Grafico con los valores promedios para cada grupo de muestras; Grupo
de muestras control, grupo de muestras expuestas a sacarosa /probidtico (S/P) y
grupo de muestras expuestas a sacarosa. Los valores sobre las barras
corresponden al promedio y entre corchetes el intervalo de confianza.

El grupo de muestras control presenta los valores mas altos de dureza superficial
del esmalte, seguido del grupo expuesto a sacarosa/probidtico Lactobacillus
rhamnosus SP1. Al analizar y comparar los promedios para cada grupo de
muestras, se observa una diferencia significativa entre el grupo de muestra control
y el grupo de muestras expuesto a sacarosa / probidtico Lactobacillus rhamnosus
SP1 (P <0,05) utilizando T-Test. El grupo de muestras expuesta a sacarosa
comparado con el grupo expuesto a sacarosa /probiotico, muestra una diferencia
significativa (P <0,05) en sus valores promedios de microdureza (Tabla 1). Los
datos de microdureza correspondientes a las muestras palatinas (Tabla 2)
describen un promedio de 292, 8 MDV para la superficie control y 209, 6 MDV
para la superficie expuesta a sacarosa y probidtico, revelando una diferencia

significativa entre ambas superficies.



Tabla 1: Andlisis descriptivo muestra la comparacion intergrupal del
promedio de diferencia y significacion (P) de la microdureza de las muestras
de esmalte entre los grupos control y experimentales.

Comparacion entre -
Promedio diferencia
grupos de muestras microdurezs del semeite (MDV) Valor de P
expuestas
Control
Vs 75,92 P<0,05

Sacarosa /Probidtico

Sacarosa
3 63,77 P<0,05
Sacarosa/Probidtico

Tabla 2 : Analisis descriptivo muestra los valores de microdureza superficial de
muestras palatinas; datos de la superficie control y de la superficie expuesta a
Sacarosa/ Probidtico . Valor de la diferencia de microdureza de las muestras de
esmalte entre ambas superficies. *P< 0.05

Promedio microdureza del
Mussiras paistinas esmalte (MDV) £ desviacion Intervalo de confianza
por superficies estandar
Control 2928 + 50,13 265,03 - 320,56
Expuesta a
Sacarcsa/Probiotico 2096 + 32,16 1917 - 227 41
Diferencia entre &
superficies 83,2 £ 69,562 4469-121,70

34
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6.2 Espesor del esmalte (micro-CT) y Densidad Mineral

Analisis cualitativo del espesor del esmalte: Las imagenes de micro-CT fueron
seleccionadas, destacando los cuadros de las muestras palatinas. Se escogieron
las muestras mas representativas, que nos permitieron comparar ambas zonas
del blogue de esmalte palatino (superficie control y superficie expuesta a
Sacarosa/Probiotico) (Figura 4). Se utiliz6 un cédigo de colores para caracterizar
al esmalte desde un corte axial. La codificacion con colores, representa mapas de
densidad mineral normalizada, que muestran la distribucion y los niveles de
densidad mineral dentro de las areas de la lesion y el esmalte sano. La
observacion y el analisis de las muestras palatinas fue realizado de forma
separada: por superficie expuesta y superficie no expuesta (control). Se puede
observar en la imagen de la muestra palatina representativa, en la superficie de
las muestras, un area de desmineralizacion en la zona expuesta (area izquierda)
comparado con el éarea control (area derecha), que no muestra mayores

alteraciones en su espesor.



36

Figura 4 : (A-B) (C-D) Imagenes de micro-TC de dos muestras palatinas después de 14
dias de ser sometidas a sacarosa y probibtico topico. Las areas separadas con la linea
blanca representan la superficie expuesta (izquierda) y la superficie no expuesta como
control (derecha). (B) (D) imagenes de micro-TC codificadas en color representando las
muestras anteriores. Se observa en la superficie externa izquierda de las muestras una
zona mas oscura (en la imagen a color se representa como una zona violeta) que sugiere
un area de desmineralizacion.

Cuantificacién de la densidad mineral: Con respecto a la evaluacién de la
densidad mineral de las muestras, se ve una diferencia en los valores promedios
de los grupos de muestras. La densidad mineral en las muestras que fueron
sometidas a sacarosa/probiético (2,37+ 0,10 gr/cm®) tuvo un promedio menor
comparado con los resultados dados para el grupo de muestras control (Tabla 3)
con un promedio de 2,47 gr/cm® para este Gltimo. El promedio para las muestras
sometidas a sacarosa fue el valor mas bajo de los tres, con un promedio de 1,93
gr/cm®. Al comparar el grupo de muestras control con las expuestas a sacarosa y
probidtico se observa una diferencia significativa entre sus promedios de densidad
mineral (Tabla 4). Se advierte una diferencia significativa entre los valores
promedio de las muestras expuestas a sacarosa Yy las muestras expuestas a

sacarosa/probidtico (Tabla 4).



Tabla 3: analisis descriptivo del promedio, desviacion estdndar e intervalo de
confianza de la densidad mineral de los grupos de muestras palatinas: superficie
control, expuestas a sacarosa /probidtico y expuestas a sacarosa.

Gmp:x:;“m::tns Pmt:mt:o:“m:;:::l Intervalo de confianza
estandar
Sacarosa 193209 1.88-198
Sacarosa /Probidtico 2,37+01 232-242
Control 247 +074 243-251

Tabla 4: Andlisis descriptivo muestra la comparacion intergrupal del promedio de
diferencia y significacion (P) de la densidad mineral de las muestras palatinas
de esmalte entre los grupos control y experimentales.

Comparacién entre grupos Promedio diferencia de Valor de P
de muestras expuestas densidad mineral (gricm*)
Control
Vs 0,099 P<0,05
Sacarosa /Probidtico
Sacarosa
vs 0,437 P<0,05
Sacarosa/Probidtico
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6.3 Morfologia superficial: microscopia electrénica de barrido: Las muestras
expuestas al microscopio electronico de barrido fueron analizadas en relacion a
los cambios morfolégicos observados en la superficie del esmalte. Se realiz6 una
seleccién de las micrografias mas representativas de los grupos de muestras y se
realizd su comparacion segun la morfologia y caracteristicas de la superficie. Se
puede observar en la Figura 5, en la primera fila una micrografia de una muestra
del grupo control (A-B). La segunda fila (C-D), muestra de grupo expuesto a
sacarosa que presenta una superficie mas porosa, irregular, con mayor pérdida
mineral en comparacion en la imagen del grupo expuesto a sacarosa y probiotico
(E-F) en la que se observa un esmalte mas liso, con menor perdida de cristales
del esmalte .



Control

Sacarosa

Sacarosal
Probidtico

250X 1500X

Figura 5: Foto SEM de superficie de los bloques de esmalte. A-B corresponden a una
muestra de esmalte control con una magnificacion de 250X (A) y de 1500X (B). C-D
corresponden a una muestra de esmalte expuesta solo a sacarosa por 14 dias con una
magnificacion de 250X (C) y de 1500X (D). E-F fotos de muestra expuesta a sacarosa
y probiético por 14 dias con la misma magnificacién que las muestras anteriores.
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7- DISCUSION

En este estudio in situ, se expuso a un grupo de voluntarios al probiotico
Lactobacillus rhamnosus SP1 por 14 dias en un formato de aplicacion topico. Las
muestras de esmalte dental integradas en un dispositivo intraoral, fueron
observadas por diferentes pruebas para probar el efecto de los probiéticos sobre
los blogues de esmalte. La medicion de la microdureza superficial del esmalte
proporciona una importante y objetiva informacién sobre la desmineralizacién de la
estructura dental, como indicador de presencia de caries (Featherstone JDy cols,
1983, Gutiérrez M. P. y. Reyes G., 2001). Los resultados de microdureza de la
superficie del esmalte indicaron que el tratamiento topico con Lactobacillus
rhamnosus SP1 produjo una proteccion contra la desmineralizacion. La diferencia
significativa se observO entre los promedios de las muestras expuestas a
sacarosa Yy las muestras del grupo expuesto a sacarosa/probiético .Sin embargo,
al comparar la microdureza entre el grupo control y el grupo expuesto a
sacarosa/probidtico, existe una diferencia significativa que nos advierte que esta
proteccion dada por los probidticos no logra inhibir la desmineralizacion de forma
completa. El valor promedio de microdureza de las muestras control (296,10 +
38,68 MDV) fue similar a los resultados del estudio in vitro de Wongkhanteea S. y

cols(2006), pero mas bajo que los valores reportados en Mettu S. y cols (2015).

Para la evaluacion del espesor del esmalte se utilizé Micro-TC, que permite
caracterizar la densidad mineral y los cambios estructurales de la lesion sin
necesidad de seccionamiento o preparacion de la muestra (Shahmoradi M y cols ,
2017 ). Los resultados de densidad mineral muestran el mismo patrén que los
datos dados para microdureza; se observa un mayor valor para el grupo de
muestras control (2,475 gr/cm®), seguidas del grupo de muestras expuestas a
sacarosa Yy probidtico (2,37 gr/ cm®), y el grupo de muestras expuestas a sacarosa
(1,93 gr/cm®) con el valor mas bajo. Los valores de densidad mineral para el grupo
control son similares a los obtenidos en el estudio de Shahmoradi M. y cols (2017).
Estos hallazgos sugieren un efecto protector de los probidticos en el esmalte,
previniendo la pérdida de su integridad estructural y mecanica, pero al igual que

los resultados de microdureza este efecto protector no logra prevenir la



41

desmineralizacion del esmalte en su totalidad. No existen estudios previos de
probidticos in situ con que comparar los resultados obtenidos, pero si podemos
considerar a futuro la densidad mineral como una herramienta que nos permite

cuantificar los cambios en el volumen del esmalte.

Este es el primer informe comparando el esmalte desmineralizado y el esmalte
expuesto a probidtico utilizando microscopio electrénico de barrido. La superficie
de esmalte expuesta a sacarosa y probiético Lactobacillus rhamnosus SP1 por 14
dias, muestra una rugosidad menor que la expuesta solo a sacarosa. El andlisis
de las imagenes del microscopio electronico de barrido confirmaron los resultados
de la microdureza, ya que de los valores de microdureza disminuyeron
gradualmente entre los diferentes grupos, lo que reveld una superficie de esmalte
para el grupo expuesto a sacarosa mas blando y poroso en comparacion con los

otros grupos.

Los modelos in situ tienen el potencial de servir de puentes entre la situacion
clinica natural descontrolada y la situacién altamente controlada de laboratorio,
para combinar la versatilidad y alto nivel de control de los modelos de laboratorio
con mayor relevancia clinica en menor tiempo y menor variabilidad con respecto a
los ensayos clinicos (Zero DT., 1995). Los modelos intraorales se han utilizado en
varios estudios de caries dental, desmineralizacion y remineralizaciobn pero muy
pocos han indagado en el potencial de los probiéticos. Este estudio representa un
nuevo informe sobre el comportamiento de los probiéticos en un modelo humano
in situ, que ha demostrado una significativa efectividad en la inhibicion de la

desmineralizacion del esmalte.

Estudios clinicos previos apoyan la efectividad de los probidticos en la
prevencion y tratamiento de enfermedades de la cavidad bucal. Se ha visto
efectos positivos sobre enfermedades orales prevalentes como lo son la
Periodontitis, Gingivitis, Candidiasis oral y caries dental (Seminario-Amez M. y
cols,2017). Ensayos clinicos han estudiado y probado los efectos de los probidtico
sobre la caries dental (Ahola y cols, 2002 Taipale y cols., 2012; Singh., 2011 ;
Cildir y cols., 2009 ; Caglar vy cols., 2008 Hasslof y cols, 2013 ). ; Nase y cols
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(2001c) utilizando Lactobacillus rhamnosus GG en nifios de 1 a 6 afios, observa
una disminucién en el riesgo de caries. Rodriguez y cols en el 2016, realizé una
intervenciéon en nifios de 2-3 afios, socialmente vulnerables .Utilizando
Lactobacillus rhamnosus SP1 como probidtico observo una disminucion en el
desarrollo de lesiones de caries cavitadas (ICDAS 5-6) en el grupo tratado con el

probiotico.

En la actualidad existe muy pocos reportes que han utilizado un modelo de caries
in situ para probar el efecto de los probioticos; Simonetti C. y cols (2015) realiz6é un
estudio in situ con 10 voluntarios, utilizando un dispositivo oral con bloques de
esmalte bovino. Se utilizd6 sacarosa como desafio cariogénico y dos tipos de
leches fermentadas suplementadas con probiodticos. Los probidticos utilizados
fueron Lactobacillus casei (leche 1), Lactobacillus acidophilus, bifidobacterium sp y
Lactobacillus paracasei (leche 2), mostrando una diferencia significativa en
microdureza del esmalte comparado con la microdureza inicial. Los valores
promedios de microdureza del esmalte expuesto a probidticos superan los
valores dados para el esmalte expuesto a sacarosa, pero cabe enfatizar que las
cepas de probidtico y el vehiculo usados en dicho articulo no son los mismos a

los manejados en este.

La seleccion de las mejores cepas probidticas para la prevenciéon de las
enfermedades orales sigue siendo un problema abierto. Se han llevado a cabo
estudios in vitro verificando la eficacia y atributos de los probiéticos; reducida
produccion de acido, sin riesgo de cariogenicidad, sin potencial de resistencia a
los antibioticos, y sin parametros generales toxicos (Bosch M. y cols 2012) .Sin
embargo no se ha llegado a un consenso que permita establecer que cepa
probidtica tiene el mayor potencial para intervenir en pro del equilibrio oral, o el

vehiculo mas conveniente para llevar a cabo la intervencion.

Los mecanismos de accion de los probidticos sobre la formacion de la placa
dentaria y la caries dental no estan dilucidados completamente. Se ha visto una

competencia de estas bacterias con los patégenos orales por nutrientes, factores
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de crecimiento y sitio de adhesion. (Twetman S., 2012). Estudios in vitro han
planteado que las bacterias probidticas se adhieren a los tejidos orales mas
fuertemente que los patégenos, pudiendo competir por las superficies de adhesion
(Piwat S. y cols ., 2012 ) , pero aun no esta claro los mecanismos exactos por el
cual los probidticos confieren beneficios positivos a la cavidad oral y a otras partes

del cuerpo humano .

En particular, las modificaciones al modelo intraoral de Koulourides (T.
Koulourides , 1974 ) ha llevado al desarrollo de un modelo de caries in situ con
suficiente sensibilidad y reproducibilidad , respondiendo a diferentes procesos y
dosis que permiten validar el modelo (Parkinson C.R. vy cols ., 2018) . Los
beneficios que trae el uso de un modelo in situ de caries es la reproduccion y
simulacion de las condiciones intraorales no controladas, incorporando
parametros experimentales altamente controlados. Asi como beneficios, también
existen ciertas importantes limitaciones a considerar al utilizar este modelo, que
deben ser manejadas cuidadosamente por los investigadores; el reclutamiento de
voluntarios es un periodo de ardua busqueda, que podria llegar a retrasar el
proyecto en su totalidad. Una forma de combatir esta situacion seria la
incorporacion de mas muestras al dispositivo intraoral. Otro aspecto a considerar
es el compromiso de parte de los voluntarios, que debe ser vigilado estrictamente
por los investigadores, insistiendo en el cumplimiento del protocolo y los periodos
de experimentacion. La incomodidad del utilizar el dispositivo es un factor
importante a considerar en lo que respecta al cumplimiento del protocolo, situaciéon
gue se podria enmendar acortando los tiempos de experimentacion, o realizando
pruebas previas para que los voluntarios se acostumbren a su uso. A nivel del
disefio del dispositivo intraoral, la recoleccion de dientes para obtener las
muestras de esmalte puede ser muchas veces una dificil labor, por lo que la
opcion de utilizar esmalte bovino debe ser considerada. EI tamafo de las
muestras fueron de 3x3 mm y 3x6 mm, por lo que si no estan bien incorporadas a
los dispositivos, estas se podrian desprender pudiendo lastimar al voluntario y
alterar el tamafio de muestras. Por lo tanto, para llevar a cabo un estudio in situ,

se requiere de una minuciosa organizacion de parte de su equipo de trabajo y una
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buena comunicacién con el grupo de voluntarios para finalizar la experimentacion

con éxito.

Este estudio nos otorga evidencia de los beneficios de los probiéticos en forma
tépica, en la inhibicion de la desmineralizacion en un modelo in situ, pero esta
proteccion no logra impedir la desmineralizacién en su totalidad. Esta condicién
puede ser explicada por el hecho de que la dosis Optima requerida para la
supresién bacteriana patégena no se utilizd, o el numero de dosis diarias debe ser
mayor, o la via de administracion no es la mas efectiva. Se necesitan mas
estudios microbiologicos e inmunoldgicos que permitan esclarecer estos y otros
temas pendientes que deben ser trabajados en un futuro; como son determinar el
mecanismo de accion de los probiéticos en el ambiente oral, las cepas probidticas
optimas, la concentracién de probioticos y las dosis diarias efectivas, la via de
administracion (ya sea topica, sistémica o mixta) y vehiculos a utilizar. Con esta
informacion justificada, se podran llevar a cabo estudios mas certeros que avalen
el verdadero potencial de los probidticos como una herramienta para prevenir y

combatir las enfermedades orales.

Los resultados sugieren que la aplicacién de probiético Lactobacillus rhamnosus
SP1 de forma tdépica en esmalte sometido a sacarosa, tiene un efecto inhibitorio

sobre la desmineralizacion.
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8- CONCLUSIONES

- Se demostré que existen diferencias significativas en el espesor y microdureza
superficial del esmalte expuesto a sacarosa y probidtico Lactobacillus rhamnosus

SP1 topico, versus el esmalte expuesto sélo a sacarosa.

- Al comparar el esmalte expuesto a sacarosa y probiético, comparado con el
expuesto soOlo a sacarosa, se logra observar en las imagenes una superficie de

esmalte menos porosa e irregular .
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10. ANEXOS.

Anexo 1. Ficha Clinica

&
EUI ONTOLOGIA
UNIVIRSIIMD Do 18

Evaluacion de voluntarios para participacion en trabajo de investigacion

titulado “Efecto del uso topico del probiético Lactobacilus Rhamnosus

SP1 en en un modelo de caries artificial in situ”.

Nombre Rut
Edad Sexo ™M)  (F)

Teléfono Fecha de nacimiento
Anamnesis

1. Antecedentes moérbidos:

2. Antecedentes quirurgicos (Fecha, diagndstico, procedimiento, complicaciones) :

3. Alergias:

4. Medicamentos (Nombre, dosis, fecha inicio) :

5. Habitos
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eTabaco: 6. Higiene Oral

eAlcohol: Frecuencia cepillado:

eDrogas: *Ocasion:

eControles odontolégicos (frecuencia, *Tipo de cepillo, pasta, enjuague

fecha altimo control )

Examen Intraoral

1-  Apreciacion periodontal

e Gingivitis ( )

e Periodontitis ( )

2- Denticion
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composicion de la placa dental dependiendo si se toman o se aplican direciamente en los
dientes. Para ello, se invitaran a participar voluntarios de antre 18 y 30 afos de edad.

Le proporcionaremos informacion y lo invitamos a ser parte de este proyecto. No tiene que decidir
hoy si lo hara o no. Antes de tomar su decision puede hablar acerca de la investigacion con
cualquier persona de su confianza. Este proceso se conoce como Consentimiento Informado y
puede que contenga términos que usted no comprenda, por lo que siéntase con la absoluta libertad
para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude aclarar sus dudas al respecto.

Una vez aclarada todas sus consultas y después que haya comprendido los objetivos de la
investigacion y si usted desea participar.se le solicitara que firme este formulanc.
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Justificaclon de Ia Investigacion

L3 carles dental es una enfermeadad cronica, multifactona y de aita prevalencia a nivel mundial. B
tratamiento convencional de 13 carles dental ha sico hisitricamenie 13 remocion quinirgica del
tejido afectado por canes, sin embargo se ha demosirado que & enfogque restaurador basado en ia
operatoria ciaskca por sl solo, no logra controiar |3 enfermedad. Existen diversas estrateglas
preventivas para e manejo de 1a carles dental, enfre 13s que se descriden algunos mecanismos
para modificar 13 biopelicula o placa dental. Dentro de este OMO grupo se encuentran los
probioticos, que han skdo historicamente utiizacos en 2| tratamientbo y prevencion de una ampia
gama de condiciones y patolgias del sar humano. Estudios clinicos avaian el uso oe prodioticos
COMO 3genies beneficiosos SoDre 13 salud oral, y en particular un estudio clinico lievado 3 cabo por
nuestro grupo de investigacion, demuestra su efecto en 13 disminucion de i3 incidencia de leson2s

Objstivo de Ia Inveatigacion { '/ COMITE %
L3 presente Investigacion tiens por objetivo delerminar & efecto que &l consumo 2
en 13 composicion de 13 placa dental dependiendo sl se toman o 52 aplican d tefEndos

dientes. Para elio, se vitaran 3 participar voluntarios de entre 18 y 30 aflos de B 4\65’

\-<.‘?" 0
BSeneficio de Ia Investigacion.
Ustad podra conocer su estado de salud ord ¥ 3poriara con Informacikin refevants sodre el efecto
02 ios probioticos en salud oral.

Tipo de Intsrvencion y Procadimisnto.

S usted decioe panicloar sera3 examinado para evaluar su stuacion de salud ord y luago s e
Invitara 3 uliizar una placa acrilica en & paladar. Las placas contendran dioques de dientes
humanos estenies. Se e solichara aplcar 3zacar en gotas con un gotario que s2 |e enfregara
sobre Jos Dloques de gent2 3 veces I diayen 2, 3 04 de ellas.

Dependiendo de! grupo al que haya sido 3skignado, s2 le soliilara hacer 1 de 13s sigulentes
acclones:

a) Ingerir 100 mi d2 agua en i3 que se ha suspendide una dosis llfZada ge protiotico. Esta
3ccion se reakiza con & aparato fuera de 1a boca

D) Aplicar S gotas de 100 ml de 3gua en 13 que se ha suspendido una dosis loflizada de
probiotico. Esta accion se reallza so0re 10s bloques de esmale en ef aparato removible.

¢) Ingerr 100 mi de agua en I3 que se ha suspendido una dosis HoMizada de probktico. Esta
acckon se reakza con & aparato dentro de [a boca

Aparte de cada vez que s2 apligue &l probidtico ya sea 1Opico o sistémico, 135 pacas solo se
FEMOVEran para COMET y Para lavarse los dlentes. Las placas seran utllizadas 14 di3s 303 una.

) protiotico utlizado &5 un lactonacto con prodadas propledades beneficas para el organismo
humano.

Al cabo de cada fase expanmental, Ias placas seran devueltas 3 bos Investigadores ios QuUE D iy

analzaran i35 bactenas formadas y 13 desmineralzacion provocada. "‘\
(3 comre

Rlesgo da la Inveatigacion. . o

Ustad no comera ningun riesgo mediante y posterior al procegimiento de @ Inv DIGRY &4

que este protocoio es minimamenss invasivo, 1 LIZackin del 3parato es INocwd Para su 53 a_ s
foma de Muestras no produce ningn daflo. Ademas, su PAriCipacion en esie estudio Mo Henen "~
niNgan costo Sconomico para usied. En caso 02 presentar aigon Upo de moiesta o Incomoddad
PANg3se &N CONActo con jos Investigadoras de este proyecto.

Criterlos para aslsccion de los participantes en el estudio
Los criterios de Inclusion seran: Ineividuos de ambos sexos, de enfre 18 y 30 afios o2 edad, sin
enfermadades skstémicas, no fumadores, Ibres de ghgvitis ¥ enfermedad perodonial, con al
menos 20 dientes naturales y sin ieslones de carles cavitadas.

~
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Los criterios de exclusion seran: individuos que estén o hayan estado con tratamiento antibiotico o
antiséptico los dltimos 6 meses previos a participar del estudio e individuos gue presenten
alteraciones del flujo salival.

Confidencialidad y difusion de datos.

La informacion obtenida de la investigacion, nespecio de la identificacion de participantes, sera
mantenida con estricta fi ialidad por el # ‘, - El b Yy datos personales de usted
seran codificados para €l uso en este estudio y no seran identificados pabli te. Los resultad:
emanados de este estudio podran ser publicados en revistas cientiﬁcas.

Aclaraciones

* La participacion es p e ia.

* No habrd ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la
intervencion y/o participacion.

* Sjusted decide puede retirarse cuando lo desee.

* No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.

* No recibiré pago por su parhcnpaclon

* Usted podra solicitar inf d lizada sobre el estudio, al investig X
* Lainf ion obtenida de la investigacion, respecto de la identificacion de
mantenida con estricta confidencialidad por los ir ig;

* Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su pann:lpaclon puede si lo
desea, firmar la Carta de Cc Inft do anexa al d
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Carta ge Consentimiento informado

A traves oe |3 presente, declaro y manifiesto, libre y espontaneamente, y en consecuencla, acepto
que:

1. Heieiooyconweuaﬂolammacmamnmeme enfregada y que mis preguntas han

$KI0 respondidas de manera satisfactona.

He sido Informadoya) y comprendo 12 neceskiad y fines aesetateruuo/p
Tengo conocimiento oel procedimiento a realzar. (37
Conozeo 105 beneficios de paricipar 2n 1a Investigacion {-F:\
£ procadimiento no tene riesgo alguno para mi salud.

Mmuemnmmmwenerewm setelmmauo(a)enwﬁ’dﬁgmyal
requenimiento de '@ evolucion de mi proceso, 02 manera verbal yo esorlta sl fuera
necesana y al criteno del Investigador.

7. Autorizo 3 usar mi c3s0 Para Investigacion y para ser US3do como material audovisual en
clases, protegiendo mi identidad

8. En caso de cualquier duda puede acudir 3 Sergio Livingstone Pohhammer 943,
independencia, oe lunes 3 viemes en & horaro comprendido entre I35 £:00 y 17:00 hrs. En
2l periodo comprandiao 2n 13 INvestigacion y hasta § meses despues 0e conciulla esta.

9. Si Ud. desea CONsUar sODre sus derechos COMO sujeto de INVEsIgacion o plensa que
25105 han Sd0 Vuinerados se puste dingyr al representants del Comité Etica oe 13 Facutad
de Odonioiogia de |3 Universidad e Chile: Prof. Dr. Equardo Femandez, al teléfond (02)
29781742, en horano de oficha 0 al Ma¥ cec fouch@odontologia. uchie.d

Doy mi consentmiento 3l investigader y al resto 02 colaboradorss, 3 realizar & procedmiento
dlagnostico perinente, PUESTO QUE SE QUE ES POR MI PROPIOC INTERES.

oo koW

Nombre del Pacients:
Firma:
Fecha:

Saccion a llenar por el Investigador Principal

He expicade a Sr(a), la natwaeza de @
Investigacion, i he explicado acerca Oe 108 Nesgos y DENencios que IMPICa SU Pankipacion. He
contestaco 3 I3s preguntas y he preguniado & tene Iiguna duda Acepio que conozco la
mmavawmmeamlamvesngadmconseresmnmymapegoaen

Lhua‘

a-/
~——y

Nomire G Inesagadar Prncipa )»
Fecha ‘ﬂ

\




Anexo 4 .Consentimiento donacion de terceros molares

L
1 R
ouUN TOLOGIA
Penria e tara

CONSENTIMIENT O INFORMADO PARA DONACION DE DIENTES PARA EL ESTUDIO DE
MECANISMO DE ACCION DE PROSIOTICOS

Thtulo del Profocolo: “Efecto 02 CONSUMO 02 Prodidtico Lactobscius MamNcsys en formatos
Mymmammymwm
buca. Modeio 1 sku de canes”

Investigador Principal: Dr. Gonzao Rodniguez Martinez

Sede de Estudio; Faculiag de Ooomoiogia, Universidad o2 Chile — Sengio Livingstons 543 —
Independencia, Santiago.

Ssi2 document de Consentimisnto Iformado S8 aNCar3 3 pacentss con INACadon de exiracckn oe
tercar0s Molarss, y consta o2 ooe panes:

Informadion {proparciona INformMacion soore & estudio ustad
-Fm&m(mmdemmmm}uwm

Udl recibira una copla compieta o2 Documentn de Consentmiento Infommac.

M nombre es Gonzao Rodniguez Martinez y soy académico o2 I3 Facultad de Odontoiogia oe 13
Uriversidad ge Chile. Estoy re@zando una Mvestigacion 0e |2 cud e proporcionard Informacion y 3 13
q;emmeamdpammmmmyabmommoemwmgm
nablar acara o2 13 vestigacion con cuaquier parsona de suU Conflanza. Este proces0 S8 CONGcs Comd
Consantimientd INMoMado y pUSts QUE COMENga MemMINGs QUE LStSd NO COmpranda, por 10 que skentase
con 13 3beoit3 Ib=13d PA3 [EQUNLAr SOOFE CUAIGUIET 35PECci QUE IS 3YU0e 3CJar Sus oudas al

mmmmmmymmmmmmmnm@m
y sl d2s2a participar, s2 ke solcitara que fimme este formuaro.

Justificacion e 1a Investigacion
Existe avidencia & consumo de es ol en 13 o2 cares dentd, 52
- que - proditicos pravencion pero

Objetivo

8 02! estiddio €6 Oteminar € Efecio Que &l CoNSLUMO 0 Prodioticos ge 3
iacs G Ge0n3Endo & 58 10an 0 S P SECErts on 06 Bertas Fera Sio £ moriarsn &1

mmwlmm&mmm

Noenstenrgm banefico inmediao 13 panriicipacion en & estudo los dientes 3 uthizar
xecnados Wmmmmm&ﬁmmmma
Wummam fUturas en e ambito de I3 odontoiogia.

Tipo ds Intervencion y Procedimianto
S usted decids particinar los dEmSs quUE & Seran ExTTaklos SEran AMacenados para Sar posteromens
utilzados en & presems estudo.

Riesgos

Loe dientes 0ON30S S8 UMZaran sok con & fin

D e U s Sl [ s g e e
mymmmmmymmmmm

L3 donacien en sl N presenta nesgos, Nl Cosios 3ACiones par usted, y &l Mnanclamiento dal proceso
quinirgico d2 extracsion sera su responsabilidad

Criterios para saleccion de los participantss en & sstudio
L0s Criterios 02 INCIUSION Seran: pacientes con INAicacion de exXtTacCion de ircercs MOLATES, CUYDS
tercaros molaras astén Incluldos.
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L3 Informacion obtenica o2 13 raspecto de |3 loentncacion mantenica
con rweﬂ?aax.anmm 0St0s persondes de ushadseran codficaoos
para & uso en este estudo y no seran Toenticados LOS rEsUtacns SManados oe ests

251Ut POOran 557 PUDICINS 2N rEvistas Cemimeas.
Actaracionss

La donacion 021 0 ks dlentes 25 compietaments voluntana

NO N3Dr3 NNJUNA CONSECUENCIa 026T3Vorabie Para USIed en Cas0 02 N0 302ptar |3 Invitacion.
NO 12N0ra que S52CIU3r G350 JYJUND COMD CoNsacUendia 02l estudio.

NO recibira pago por sU JoN3con.

Usted podta soilctar Infarmacion actuaitzaca soore & estudo, 3l Ivestigador responsadie.

La Informacion obtenida de 13 Investigacion, respectd de la identificacion de pacientss, serd
mantenida con estricta comnidenciaicad por o5 MVestigacores.

»  Slconsidara que no esten dudas N preguUAtas 3CEFCa O BU PANCDacion, puste, sl 10 desea,
fimnar 13 Carta de Consentimianto informado anexa 3l documento.

Carta de Consentimiento Informaco

A traves de |3 presente, d2ciarm y manifiesto, b y S6PontaNa3ments y en CONSECUENC 302DiD que
1. He l2i00 y comprandoo |a INformacion antemomments erEgaca y Mis preguntas han sido
r25poNAnas 08 Manera satsfaciona.
2 Tango conocimianto del procadimiento 3 realizar.
Conozeo 108 benacios 02 PAicpar & 13 Investigacion.
£l procadimiento No Hens resgo AgUnd Para M s3Ld.
Agemas O 2613 Iformadion que he rechicn, serd NoMade(3) & cada momeno y 3
02 13 Svolucion 02 MY OGS0, 08 MANEra Verdd WO B6Cnta &l fusra necsearia y al

0w

critesio g

& E£ncaso de cualguier Juoa pusce acudi 3 Dr. Gonzaio Radriguez Martinez, Sergio Livingstone
943 jos dias lunas y miercoles de 5200 — 17:00 0 via telefnica J 23781742 0 tamdién se puede
dngr 3 represantants dal Comite Etica o2 13 Faculiao de Odortologla 02 13 Universidad de
ﬁmmmwammm?ammoeMoa

mmam;a?nmm.amamm

Nombez oel panicipante Fma Fecha

Saccion a lienar por el Investigador Principal
He expiicado 3 SHa) 13 naturaiezz ge 1a Investigacion, i
he expicado 02rTa G 106 NEs00s § DENSII0E QUE IMPICa Su Paricipacion. He CONestado a las

e sl tiena duda. CON0ZCo i3 nomMmana =]
Feaar 3 Avesngacion con seres hamice y e 39600 3 s e

DF. Gonzalo Rodrguez Martinez (ivestgeds Pircios)
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Anexo 5. Informacion de estudio para pacientes

UNIVERSIDAD
DE CHILE

PROTOCOLO DE INTERVENCION PROBIOTICO TOPICO

Estimado Participante, bienvenido al estudio titulado “Efecto del uso topico del
probidtico Lactobacilus Rhamnosus SP1 en en un modelo de caries artificial in
situ”. Agradecemos profundamente su generosa disposicion para ser parte de este
proyecto de investigacion. A continuacién explicaremos paso a paso las maniobras que

debera realizar durante el periodo de experimentacion.

Al comienzo del periodo, se le entregara de parte del equipo investigador un bolso que

contiene los siguientes elementos:

. Dispositivo intraoral: esta es una estructura acrilica removible que tiene
incorporadas por muestras dentarias: 1muestra en la zona palatina, 2 muestras en la zona
vestibular derecha y 2 muestras en la zona vestibular izquierda. El siguiente esquema

representa la posicion de las muestras en el dispositivo:

] -
6
{i Sacarosa L
8 veces al dia
/ +
. J
\-/ Probidtico Xz

1 vez al dia
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. 14 frascos de probidtico
. 2 frascos de 30 ml con sacarosa
. Recipiente para guardar el dispositivo durante la comida

Al comienzo del periodo de experimentacién, el cual le sera indicado por el equipo de
investigadores, Ud. deberd utilizar el dispositivo intraoral durante un periodo continuo de
16 dias, 24 horas al dia. SOLO podra remover el dispositivo desde el interior de la boca
para higienizarse los dientes (cepillado), beber liquidos o comer. Esto significa que debera

dormir con el dispositivo por el tiempo que dure el estudio.

Al remover el dispositivo almacenarlo en caja para ello envuelto en 1 cuadrado de toalla

nova de 20x20 cm humedecida en 10 mL de agua.
Remover el dispositivo méximo 4 veces al dia, 30 min cada vez.

Se recomienda lavarse los dientes al menos dos veces al dia, por dos minutos y con

pasta fluorurada.

Por otro lado, durante el periodo de experimentacion, se debe evitar el uso de los

siguientes elementos:

* Enjuague bucal
* Antiacidos

* Medicamentos (por ejemplo antibiéticos o antisépticos)

En caso de necesitar utilizar alguno de los elementos descritos, debe comunicarse

inmediatamente con el equipo de investigadores para determinar la conducta a seguir.

TODOS LOS ELEMENTOS ENTREGADOS PARA EL ESTUDIO SE DEBEN GUARDAR
EN EL BOLSO ORIGINAL y al finalizar el estudio se deben entregar de la misma forma al
equipo investigador.

Modo de Aplicacion de las Soluciones:
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Paso 1: Primera aplicacion de sacarosa que se encuentra contenida en el frasco grande:
Una vez retirado el dispositivo de la boca, DEBE APLICAR 1 GOTA DE SACAROSA EN
CADA UNA DE LAS MUESTRAS DE TEJIDO. Inmediatamente luego de aplicar la gota de
sacarosa, debe volver a colocar el dispositivo dentro de la boca. Aplicar sacarosa cada 2

horas, 8 veces al dia .

Paso 2: Al levantarse por la mafiana debe preparar la solucion de probiético: tome 1 de
los frascos pequeiios, el cual contiene una porcion de probidticos liofilizados y mézclelo
con 10 ml de agua potable. Agite bien el frasco. ESTA SOLUCION DEBE GUARDARLA
EN EL BOLSO PUES DEBERA APLICARLA 2 HORAS DESPUES DE HABERLA
PREPARADO.

Paso 3: 2 horas después de la primera aplicacién de sacarosa, huevamente debe retirar el
dispositivo de la boca y proceder a APLICAR LA SOLUCION PREPARADA AL
COMIENZO DEL DIA EN EL FRASCO DE PROBIOTICO (frasco chico). Debe aplicar 1

gota de probiotico en cada una de las muestras.

Paso 4: Luego de la aplicacién del probiético en el paso 3, debe aplicar inmediatamente 1
gota de sacarosa en todas las muestras. Inmediatamente luego de aplicar la gota de

sacarosa, debe volver a colocar el dispositivo dentro de la boca.

Paso 5: Debe continuar aplicando 1 gota de sacarosa en todas las muestras con el
dispositivo fuera de la boca, durante todo el dia y CADA 2 HORAS, hasta completar un
total de 8 APLICACIONES de sacarosa durante todo el dia. Una vez aplicada la gota de

sacarosa, debe volver a colocarse el dispositivo en el interior de la boca.
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Anexo 6. Evaluacion de cumplimiento
Estimado participante,

Para tener un control de la aplicacién de la solucion, se debe registrar cada paso descrito
en la siguiente tabla. En la columna fecha, anote el dia en que inici6 el periodo
experimental, en las columnas que dicen aplicacién de Sacarosa, marcar cada recuadro
(1-8) con una X al aplicar la dosis. Repetir lo anterior en la columna que dice Probidtico al
aplicar la dosis de este. Recordar que se debe aplicar el probiético en la segunda
aplicacion de la sacarosa. Se solicita rellenar el siguiente recuadro a conciencia y con la
mayor honestidad. Procure que los horarios sean lo méas similares posible dentro del
periodo experimental, para esto puede poner alarmas. En el caso de olvidar alguna
aplicacion debera realizarla lo mas pronto posible, y esperar 2 horas para una nueva
aplicacion.

Dia Gotas de Sacarosa (aplicar cada 2 horas )

Probiétic Sacarosa

[o]




10

11

12

13

14
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Anexo 7. Evaluacion de cumplimiento final

Estimado participante, Mediante el siguiente cuestionario evaluaremos el periodo
experimental al que fue sometido. Se solicita responder a conciencia y con la mayor

honestidad posible las siguientes preguntas. El cuestionario es anénimo.

1. Cumplié con todas las aplicaciones: Si__ No____

2. Sisurespuesta es no ¢cuantas aplicaciones no realizd? :

3. Las aplicaciones de sacarosa fueron cada 2 horas: Si No

4. Evalle en la siguiente escala su cumplimiento, marque con una x el nimero de la

escala que siente que mas lo representa.

Escala | Significado

1 No cumpli con ninguna de las aplicaciones ni horarios

Omiti mas de 5 aplicaciones durante el periodo
experimental
Omiti 2 a 5 aplicaciones durante el periodo experimental

Omitl 1 aplicacion durante todo &l periodo experimental J

Cumpli con todas las aplicaciones con diferencias en los

horarios de aplicacion de 30 min a 1 hora

Cumpli con todas las aplicaciones con diferencias en los

| horarios de aplicacion de 15 a 20 min aproximadamente
Cumpli con todas las aplicaciones en los horarios |

| establecidos

N o ow» b WN

5. Marque con una X las siguientes frases si representaron su experiencia

Si No
| Retiré el dispositivo para alimentarme y lavarme los dientes |
Dormi con el dispositivo

" Omiti algun dia del penodo expenmental

' Usé el dispositivo segun las instrucciones dia y noche

6. En el siguiente espacio anote, con letra clara, observaciones y/o dificultades que tuvo

durante el periodo experimental.



