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. RESUMEN

Introduccion: La caries dental corresponde a la enfermedad cronica no
transmisible mas prevalente a nivel mundial. Se manifiesta como un proceso
continuo, en el que los estadios de la enfermedad se suceden aumentando el grado
de severidad y destruccion, estos van desde cambios subclinicos a la pérdida
franca de la estructura dentaria. La complejidad del entorno oral y los problemas
éticos asociados a su estudio en personas han encauzado la busqueda y desarrollo

de modelos que simulen el microcosmos oral humano.

El propdésito de este estudio piloto, es desarrollar un modelo de caries in situ con un
protocolo estandarizado, en el que se establezcan diferencias en la densidad
mineral, microdureza superficial y cambios estructurales de bloques de esmalte

humano insertos sometidos a la accion topica de sacarosa al 20%.

Materiales y métodos: Voluntarios de edades entre 24 y 29 afios participaron en el
estudio piloto de un modelo experimental in situ. Los voluntarios utilizaron durante
14 dias un aparato palatino removible con 5 bloques de esmalte humano. Cada
dispositivo intraoral se dividié en dos grupos, uno expuesto a la accién topica de
sacarosa al 20% aplicada cada 2 horas, logrando 8 aplicaciones al dia y un grupo
control. La desmineralizacién de los bloques fue analizada mediante micro- CT,
microdureza de Vickers y microscopia electronica de barrido. Los valores obtenidos
fueron comparados mediante test de Student y considerados significativos cuando
p<0,05.

Resultados: Los blogues de esmalte expuestos a la accion topica de sacarosa
presentaron una disminucion de la densidad mineral tanto de forma cualitativa como
cuantitativa (p<0,001). La pérdida de la dureza superficial fue de 48%, revelando una
microdureza significativamente menor al grupo control (p<0,001). Se evidenciaron

cambios estructurales entre los grupos.



Conclusiones: Existen diferencias en la densidad mineral, microdureza superficial
y cambios estructurales de bloques de esmalte dental insertos en un modelo de
caries in situ expuesto a la accion topica de sacarosa al 20% versus esmalte dental
no expuesto. EI modelo estudiado posee la capacidad de replicar el proceso
bioldgico de la caries dental y puede ser utilizado como plataforma para futuras

investigaciones.



II. MARCO TEORICO

Introduccién

Desde sus inicios el ser humano siempre ha querido explicar los diversos
fendmenos que ocurren en su vida diaria, atribuyéndole en un principio significado
divino, para luego avanzar hacia un conocimiento derivado de la ciencia. Es asi
como el estudio de las enfermedades ha evolucionado en el tiempo desde una etapa

observacional a una etapa experimental (Ismail y cols., 2001).

En este contexto el estudio de la caries dental no ha sido la excepcion. En la
antigliedad su etiologia fue atribuida a un “gusano” que se introducia en el diente y
generaba dolor (Weinberger, 1948). Actualmente se reconoce como una
enfermedad compleja, multifactorial y dindmica, en la que se produce un
desequilibrio entre hospedero, microorganismos y tejidos duros (Kidd y Fejerskov
2004; Featherstone, 2008)

La caries dental se puede manifestar en cualquier etapa de la vida y se encuentra
presente en todos los grupos etarios de la poblacién. Su inicio es en los primeros
afos de vida y su prevalencia y severidad va en aumento con la edad. Estudios
epidemioldgicos en nuestro pais indican que la prevalencia de caries en nifios a los
2 afos es de 16,8%, a los 4 afios aumenta a 49,6% Yy alcanza un 70,4% a los 6
afos (MINSAL, 2010). Su expresiéon en la poblacién adulto mayor alcanza casi un
100% (Gamonal, 1996; Arteaga y cols., 2009) y es la principal causa de pérdida

dentaria en nuestro pais (Arteaga y cols., 2009.).

Histéricamente su tratamiento ha sido remover el tejido desmineralizado afectado
por la enfermedad y luego poner en su lugar un material sintético para devolver
anatomia, funcion y estética; pero este enfoque restaurador no ha demostrado ser
capaz de realizar un control real de la enfermedad. De hecho, el mas reciente

informe Global Burden of Disease (Murray y cols., 2012), revelo6 que las lesiones de
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caries no tratadas en los dientes permanentes es la enfermedad humana mas
prevalente en todo el mundo, mientras que las lesiones de caries no tratadas en los

dientes primarios ocupan el décimo lugar.

La complejidad del entorno oral y los problemas éticos asociados con el estudio de
enfermedades bucales en los seres humanos han encauzado la busqueda y
desarrollo de modelos que simulen el microcosmos oral humano. El desarrollo de
modelos de caries ha tenido un importante rol en el estudio de esta patologia,
ayudando a establecer su etiologia multifactorial, comprender los complejos
procesos que se desarrollan y los factores que la afectan tanto en su inicio como en

Su progresion.

Caries Dental

La caries dental ha sido descrita como una enfermedad no transmisible, croénica,
de avance lento, en la mayoria de los individuos, prevenible, pero que rara vez es
auto limitada (Selwitz y cols., 2007; Tweetman, 2018). Esta se manifiesta como un
proceso continuo, en el que los estadios de la enfermedad se caracterizan por una
severidad y destruccion dentaria creciente, que van desde cambios subclinicos a
lesiones de caries donde la dentina estd francamente involucrada, ya sea en
presencia de una superficie intacta o de una cavitada (Featherstone 2004; Kidd y
Fejerskov 2004). Si bien los signos de la desmineralizacién se observan en los
tejidos duros dentarios, el inicio de esta afeccion se genera mucho antes dentro del
biofilm (Selwitz y cols., 2007).

El concepto moderno de caries la clasifica como una enfermedad compleja, en la
gue es necesario considerar la forma en la que estan involucrados componentes
conductuales, sociales y psicolégicos, asi como también elementos biologicos (Pitts
y cols., 2017). Esta surge de la accién concertada de diferentes factores tales como:
interacciones y tipo de polimicrobios presentes en el biofilm; caracteristicas propias
del hospedero como cantidad y capacidad buffer de la saliva, factores genéticos y

sistema inmune; comportamientos individuales que confieren riesgo, vinculados a
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dieta y habitos de higiene, asi como también influencias ambientales relacionadas
con nivel socioecondmico, educacion, acceso a salud, entre otros. (Selwitz y cols.,
2007; Philip y cols., 2018).

Las lesiones de caries son producto de la desmineralizacion progresiva y localizada
de los tejidos duros del diente, debido a la baja del pH provocada por la
metabolizacion de azlcares fermentables que tiene lugar en el biofilm activo
presente en la zona afectada. Se desarrollan en sitios relativamente protegidos de
la influencia mecanica de lengua, mejillas, alimentos abrasivos y, no menos
importante, el cepillado, lo que permite que la biopelicula se acumule por periodos

prolongados y que su composicion madure con el tiempo. (Fejerskov y Kidd, 2008).

En sus estadios iniciales se presentan signos a nivel ultra estructural de
desmineralizacion directa de la superficie externa del esmalte, que se observan
como un aumento en el tamafio de los espacios intercristalinos por la disolucion
parcial de la periferia de los cristales de hidroxiapatita. Esta disolucion y cambios
ultra estructurales con el tiempo avanza hacia el esmalte subsuperficial y se hace
visible clinicamente como una lesion de mancha blanca (Kidd y Fejerskov, 2004;
Pitts y cols., 2017).

Esmalte dental, composicion e histologia.

La hidroxiapatita, Caio(POa4)s(OH)2, es el principal constituyente del esmalte,
representa un 96% de su peso total, ésta posee una naturaleza estructural y
guimica que permite sustituciones idnicas en su red cristalina. Las principales
modificaciones son la sustitucion de iones de calcio por magnesio y sodio,
reemplazo de sitios de hidroxilo con fluoruro y cloruro, y la sustitucion de sitios de
fosfato e hidroxilo con carbonato (Abou Neel y cols., 2016). Estas modificaciones
generan variaciones en las propiedades de la hidroxiapatita, por ejemplo la
incorporacion de carbonato (CO327) altera la estructura cristalina aumentando su

solubilidad (Legeros y cols., 1967).
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Histologicamente, el esmalte se compone de prismas o varillas, los cuales se forman
durante la amelogénesis, en la que los ameloblastos depositan una matriz organica
que luego se rellena con mineral inorgénico (Ten Cate y Featherstone, 1991). Estos
prismas recorren el esmalte en todo su espesor desde el limite amelodentinario a la

superficie externa o libre en contacto con el medio bucal (Nanci y Ten Cate, 2008).

Los prismas estan separados entre ellos por una delgada capa de prisma organico
y por esmalte interprisméatico (Cuy y cols., 2002). La matriz orgadnica comprende
aproximadamente el 1% del peso del esmalte y el restante 3% es aportado por
agua (Williams y cols., 1989). Esta zona interprismatica forma las vias de difusion
de acidos, componentes minerales y de iones de fluoruro (Ten Cate y Featherstone,
1991).

La solubilidad del esmalte esta influenciada por distintos factores entre ellos las
modificaciones en la composicion de la hidroxiapatita, presencia de flior, contenido
de la sustancia interprismatica y el nivel del pH ambiental. (Skucha-Nowak y cols.,
2015).

Proceso de desmineralizacidn- remineralizacion

En la superficie dentaria constantemente esta ocurriendo un proceso dinamico, que
involucra ciclos de pérdida (desmineralizaciébn) y ganancia mineral
(remineralizacion), estas fases pueden ocurrir de forma simultanea o alternativa en
diferentes zonas de un mismo diente. El equilibrio entre estos procesos esta
determinado por diversos factores protectores y patolégicos, cuando la balanza se
inclina hacia mayor desmineralizacién es cuando la lesion de caries se desarrolla
(Pitts y cols., 2017).

La fase de desmineralizacion comienza con la formacién de &cidos organicos,
principalmente acido lactico, como producto final del metabolismo del aztcar por
parte del biofilm oral (Featherstone, 2004). A medida que el &cido se acumula en la

biopelicula, el pH disminuye alcanzando un pH critico en el que la hidroxiapatita
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comienza a disolverse. Estos acidos se difunden en el diente a través del agua entre
los cristales, alcanzando sitios susceptibles en la superficie del cristal, lo que
provoca la disolucion de calcio y fosfato en la fase acuosa circundante entre los
cristales (Featherstone, 2008).

A medida que avanza el proceso de desmineralizacion el grado de saturacion
mineral de la fase acuosa intercristalina aumenta, alcanzando la sobresaturacion, lo
que detiene el proceso de desmineralizacion y favorece la reprecipitacion de los

minerales.

La superficie del esmalte es la mas beneficiada durante la remineralizacion, pues
recibe las concentraciones de calcio y fosfato que se acumulan en la biopelicula, los
minerales que se difunden desde el esmalte subsuperficial y desde la saliva (Ten
Cate y Featherstone, 1991).

Modelos de Caries

Los ensayos clinicos poseen una gran relevancia clinica; sin embargo también
tienen desventajas como las limitaciones éticas, un gran consumo de tiempo y
recursos para su desarrollo y que el investigador tiene escaso control de las
variables (Clasen y Ogaard ,1999). Debido a esto se han desarrollado modelos que
facilitan la investigacion, recreando el entorno oral y el proceso en que se produce

la enfermedad de caries.

Un modelo necesita capturar los elementos esenciales del fenémeno que se quiere
estudiar, debe ser robusto, reproducible y confiable al compararlo con el sistema
para el cual esta disefiado (Ten Cate, 2015). Estos nos ayudan a predecir con
precision, de forma controlada y simplificada, un resultado clinico que puede
llevarnos a acciones preventivas para una enfermedad (Featherstone, 1996).

Los modelos de caries han tenido un rol importante en la investigacién de diversos

factores que afectan su inicio y progresion, junto a esto, a partir de ellos se han
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desarrollado medidas y productos que ayudan a reducir su incidencia y favorecen
su prevencion. En el estudio de caries los modelos se dividen en tres categorias:

modelos in vitro, modelos in situ y modelos in vivo (Marsh, 1995).

Una revision realizada en 2017 acerca de los modelos de desmineralizacion-
remineralizacion mas utilizados en cariologia indexados en la Web of Science entre
el 2014 y 2016, encontré que la mayoria de los estudios fueron in vitro (84%),
seguidos por estudios in situ (15%) y en ultimo lugar se encontraron los estudios in
vivo (1%)(Yu y cols., 2017).

No existe un modelo ideal que estudie y represente la compleja naturaleza de la
caries dental, cada modelo posee sus ventajas y desventajas. En vista de esto, al
utilizar un modelo de caries, es importante considerar la pregunta de investigacion
para evaluar cuidadosamente qué tipo de modelo se debe usar para que los

resultados se interpreten correctamente.

Modelos in vitro

Los modelos in vitro son Utiles para llevar a cabo experimentos de una sola variable
bajo condiciones altamente controladas, demostrando gran sensibilidad y precision.

Estos se clasifican en modelos expuestos a desafios quimicos o bioldgicos.

Los modelos experimentales quimicos se dividen en aquellos que realizan la
inmersion de discos de hidroxiapatita en agentes demineralizantes y el llamado pH
ciclico, protocolo creado por Ten Cate y Dujisters (Ten Cate y Duijsters, 1982),
gue consiste en numerosos periodos de exposicion a soluciones de bajo pH y luego
exposicion a soluciones remineralizantes, lo que replica las etapas de
desmineralizacion y remineralizacion que ocurren en la boca. Si bien replican las
fases alternas del proceso de desmineralizacion, carecen de un factor relevante en

el desarrollo de la caries dental, los microorganismos.
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Otro proceso de formacion de las lesiones cariosas involucran modelos bacterianos
en los cuales bacterias planctonicas o microorganismos organizados pueden ser
usados, estos pueden ser biopeliculas de una sola especie, multiespecies o
derivados de saliva.

Para simular lesiones de caries en esmalte, se han implementado diferentes
modelos in vitro a modo de probar diferentes alimentos, sustratos y antimicrobianos,
y evaluar su relacion en la prevencion y/o progresion de la enfermedad (Seemann
y cols., 2005, Steiner-Oliveira y cols., 2007, Ccahuana y Cury 2010, Giacaman y
cols., 2012, Hernandez de Campos y cols., 2015, Lippert, 2017).

Sin embargo es importante reiterar que la mayoria de estos modelos son disimiles
respecto a la complejidad del entorno oral y solo pueden reproducir un pequefio
namero de eventos posibles, de los que podrian ocurrir in vivo. Es asi como
diversos estudios recalcan que los modelos in vitro son incapaces de simular
procesos biologicos complejos (Shellis y cols. , 1994; Marquezan y cols., 2009), asi
como también han demostrado diferencias en las caracteristicas fisicas y mecanicas
del sustrato desmineralizado, tales como las caracteristicas de distribucion mineral
(Arends y cols., 1987; Mclintyre y cols., 2000), composicién quimica (Lynch y cols. ,

2006) y dureza superficial (Magalhdes y cols., 2009; Marquezan y cols., 2009).

Modelos in vivo

Los modelos en animales poseen una larga historia de uso exitoso en la
investigacién de caries. Son invaluables herramientas para simular la progresion
natural de caries en condiciones bioldgicas verdaderas y han contribuido en el
desarrollo de pastas dentales clinicamente efectivas y productos preventivos
(Briner, 1981).

Se han utilizado diversas especies para realizar estos estudios, entre ellos
destacan, los primates, ratas, hamster y ratones. La investigacion ha evolucionado,
incorporando animales que han sido modificados, desde la extirpacion quirdrgica

de las glandulas salivales (Cheyne, 1940) a la incorporacion de animales
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genéticamente alterados, que no producen saliva o0 incluso libres de

microorganismos.

Han sido fundamentales en el estudio del papel que cumple la dieta (Mc Collum y
cols., 1922) y los microorganismos (Orland y cols., 1955) en la etiologia de la caries
dental y el rol protector de la saliva y del flior en su aplicacion topica (Cheyne,

1940) en la salud oral.

A pesar de sus grandes hallazgos y utilidades, estas son investigaciones
demandantes vy dificiles de conducir que requieren de altos estandares para la
experimentacién animal. Frecuentemente ocurren errores que pueden afectar el
resultado y la interpretacion de los datos (Bowen, 2013), junto a esto, poseen
limitaciones por las diferencias en la morfologia dentaria, en la composicion de la
microflora enddgena, composicion salival y habitos alimenticios. (Zero, 1995).
Igualmente se han encontrado dificultades en la inoculacién y establecimiento de
cepas bacterianas humanas en animales, junto a diferencias en el patron de caries

entre roedores y humanos (Xuelian y cols., 2016).

Modelos In situ

Los modelos de caries in situ implican el uso de aparatos u otros dispositivos
intraorales que crean condiciones definidas que simulan el proceso de caries dental.
Son considerados el modelo de estudio intermedio, entre la situacion clinica natural
no controlada (estudios clinicos) y la situacion de laboratorio altamente controlada
(in vitro), al tener un disefio experimental mas flexible que incluye los aspectos
multifactoriales de la naturaleza de la caries, como son el substrato dentario,
biopelicula, desafio cariogénico y tiempo. (Zero, 1995). Sin embargo también
poseen desventajas, como que el tamafio de la muestra es limitado, por lo que
puede ser poco representativo y que requiere de un gran compromiso de los sujetos

de estudio.
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Los pioneros en el uso de este tipo de modelos fueron Koulourides y Volker en
1964; y a partir de este se han realizado diversos estudios que han sido utiles para
estudiar el mecanismo de accion de fluoruros (Koulourides y cols., 1974), evaluar
diferentes formulas y dosis de pastas dentales, obtener biofilm directamente desde
la cavidad oral, asi como también para evaluar el efecto de diferentes alimentos
sobre la caries dental (Ribeiro y cols., 2005; Giacaman y cols., 2013 y 2016) y la
accion de diversos agentes preventivos (Cochrane y cols., 2012 a; Schlafer y cols.,
2017), y todo esto sin causar caries en la denticion natural.

En 2012 en la Universidad de Talca se desarroll6 un modelo de caries in situ palatino
con bloques de esmalte bovino con el que se realizé un estudio clinico aleatorizado
doble ciego para evaluar si los acidos grasos libres son anti cariogénicos, llegando
a la conclusién de que los acidos grasos reducen la cariogenicidad de la biopelicula
(Valenzuela y Giacaman, 2012). Posteriormente, en 2013, volvieron a utilizar el
modelo in situ, esta vez investigaron el efecto modulador de la proteina ovoalbumina
sobre la cariogenicidad de la sacarosa, concluyendo que la ovoalbumina parece

reducir la formacién de caries en el esmalte (Jara y cols., 2013).

Para el desarrollo de un modelo de caries in situ se deben examinar
cuidadosamente los objetivos de la investigacion y requiere de un entendimiento
claro del proceso de caries. Se deben tener en consideracion el mayor numero de
condiciones naturales para lograr un valor predictivo y relevancia clinica, sin
embargo el investigador debe mantener el control de las variables para poder
detectar resultados cientificamente validos en un limitado niamero de participantes

(Zero, 1995). Todo esto manteniendo altos estandares éticos.
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Se han realizado varias conferencias dedicadas a modelos in situ, dos conferencias

en 1990, otra en 1994 en Estados Unidos y otra en Europa en 1994 (Curzony

Hefferren, 2001) y diversas revisiones (Ten Cate, 1994; Fejerskov y cols., 1994,

Zero, 1995) que resaltan la importancia de varios pardmetros del modelo que deben

ser establecidos por el investigador para lograr un adecuado control de las

variables. Estos se resumen en cinco puntos: disefio fisico, participantes, tejido a

utilizar, disefio del estudio y método de evaluacion.

Disefio fisico: EI modelo in situ varia segun disefio fisico, el cual puede ser fijo
o removible. Otra variacion de su disefio se relaciona con la ubicacién de las
muestras. Estas variables influyen en las condiciones ambientales de la
formacion y cariogenicidad de la biopelicula, alterando su composicion y
espesor, asi como también en el acceso y retencion de un sustrato dietético,

saliva y/o agentes remineralizantes.

Caracteristicas de los participantes: La seleccion de los participantes debe ser
encaminada segun los objetivos de investigacion del estudio (Ten Cate, 1992),
ya que este corresponde a uno de los factores que puede influenciar en el
resultado del modelo in situ. Si el objetivo es la determinacion de un parametro
fisiologico general se debera hacer una seleccion de participantes que sea
representativa de la poblacién, mientras que si el objetivo es analizar un
fenédmeno que ocurre en un grupo especifico se deberan seleccionar sujetos que

pertenezcan a ese conjunto.

En algunas investigaciones sera necesario realizar una estandarizacion de la
poblacion de estudio, en estos casos la seleccion sera realizada bajo criterios
especificos de inclusion y exclusién. Una muestra bien caracterizada permite

una adecuada interpretacion de la informacion generada (Zero, 1995).
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El protocolo debe detallar las caracteristicas de los participantes como,

- Edad, género

- Estado de salud general y consumo de farmacos

- Habitos: Actividades diarias, habitos alimenticios, tabaquismo, consumo de
drogas, disposicion. Son condiciones a evaluar, pues los participantes deben
ser capaces de seguir las instrucciones.

- Estado de salud oral: Salud periodontal, indice COPD (Damato y Stephen,
1994), actividad de caries, numero de dientes en boca, acceso a fluoruros,
riesgo cariogénico individual (Johnson, 2004).

- Factores salivales: Flujo salival, capacidad buffer, pH, concentraciones de
calcio y fosfato.

- Factores microbiolégicos: Presencia de Streptococus mutans y lactobacillus

en el biofilm enddgeno.

Otro elemento a considerar son los reparos éticos, es necesario que los
miembros de la poblacion de estudio sean capaces de entregar su

consentimiento informado antes de participar en el estudio.

Tipo de tejido duro a utilizar: El estudio debe detallar su origen (humano o
bovino), tipo de denticion y diente involucrado, el tejido a estudiar (esmalte,
dentina o cemento), el estado del tejido (sano o con lesiones preformadas), si
su superficie sera tratada o no y el procedimiento de esterilizacién (6xido de

etileno, radiacibn gamma, esterilizacion en autoclave).

Los dientes de origen bovino se utilizan a menudo en investigacion cuando el
suministro de dientes humanos es dificil de obtener, por motivos éticos o por
dificultad en su recoleccion. El tejido bovino tiene muchas ventajas, por
ejemplo, una mayor area de superficie y un grosor de esmalte mas uniforme,
no obstante, posee diferencias microestructurales puesto que el esmalte es

mas poroso y difiere en su composicibn quimica, ya que contiene mas
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carbonato (Featherstone y Mellberg, 1981) y menos fluoruro (Mellberg y

Loertscher, 1974) que el esmalte humano.

Lippert y Lynch (2014), realizaron un estudio in vitro en el que se comparaba
la  microdureza superficial, Vickers y Knoop, y la pérdida mineral,
Microradiografia transversa, entre bloques de esmalte humano y bovino
expuestos a diferentes periodos de desmineralizacion (8, 16, 24, 32, 40 y 48
horas). Al igual que en estudios previos (Featherstone y Mellberg, 1981), los
resultados obtenidos indicaron que el esmalte bovino se desmineraliza mas
rapido que el humano, con una razén en la velocidad de desmineralizacion
(AZ/tiempo de desmineralizacion) de 1.4: 1, respectivamente. Este estudio
concluyé que, si bien ambos tejidos poseen un patrén de disolucion lineal y
se comportan de manera similar, no son necesariamente reemplazos

parecidos.

Disefio del estudio: Debe especificar la cantidad de participantes, duracién, tipo
de desafio cariogénico (dieta del participante, comidas estandarizadas o
soluciones de sacarosa), método y frecuencia de aplicacion de sustrato a
estudiar estandarizados e indicadores de cumplimiento. Todos los estudios
clinicos requieren aprobacion ética y deben seguir las pautas de la guia para

la buena préctica clinica (OMS, 1995).

Método de evaluacion del estado mineral: El disefio debe definir el método en
el que se cuantificara la cantidad neta de desmineralizacion o remineralizacion
gue se ha producido durante el periodo experimental. La distribucion de la
concentracion mineral o densidad mineral en tejidos duros dentales se pueden
medir mediante analisis directo (analisis quimico de una muestra) o indirecto
(Fluorescencia laser). Existe una diversa gama de métodos, por ejemplo la luz
polarizada, permeabilidad del yoduro, métodos Opticos, Fluorescencia laser
(QLF), Microradiografia transversa (TMR), Microdureza superficial (SMH) y
Micro- CT.
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Microradiografia transversa (TMR): Esta es la técnica gold estandar para
cuantificar cambios en la cantidad y distribucion mineral (Ten Bosch y
Angmar-Mansson 1991), 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): La dureza se define como la resistencia
superficial de un cuerpo a sufrir deformaciones permanentes; o bien como la
resistencia de un material de ser penetrado en su superficie por un objeto
duro. Propiedad que depende del grado de cohesion entre las moléculas que

componen el material.

Para medir la dureza de un cuerpo existen diferentes pruebas, las cuales se
dividen en pruebas de macro y microdureza (Donald y cols., 2011). Estas
utilizan un penetrador o indentador diamantado con una carga y tiempo

establecido.

Las pruebas de microdureza son las mas adecuadas para medir la dureza de
la estructura dental, ya que permiten evaluar la dureza de materiales finos y
regiones pequefias. Esta prueba no mide el contenido mineral, sino las
propiedades mecanicas y la integridad estructural de la superficie dentaria
(Lippert y Lynch, 2014); siendo las mas comunes las técnicas de Knoop y de
Vickers que utilizan cargas menores a 2 Newtons, ideales para muestras

pequeias y resilientes como el esmalte.

La prueba de dureza Vickers utiliza un penetrador diamantado con forma de
piramide de base cuadrada, el cual es aplicado perpendicularmente a la
superficie cuya dureza se desea medir. El procedimiento consiste en ubicar
la muestra sobre una plataforma y ajustar el lente del microdurémetro hasta

gue la superficie se observe nitidamente. Posteriormente, se aplica una carga
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mantenida de 1.961 Newton durante un tiempo de 10 segundos. Al medir las
diagonales de la microindentacion, se obtiene la lectura de microdureza
Vickers, que es calculada automéaticamente por el microdurometro a través,

de la siguiente formula:

HV =K - F/d2

Donde:

K= Constante de la maquina (en este caso K=0.1891)
F= Carga aplicada (Para este caso F=1.961)

d= Longitud promedio de las diagonales de indentacion
(Majithia y cols., 2016).

Se ha establecido que el valor medio de microdureza para el esmalte humano
sano esta en el rango de 250-360 VHN (Majithia y cols., 2016). Diversos
estudios han cuantificado el cambio en la microdureza superficial del esmalte
dental con una lesion de caries incipiente, un estudio in vitro con protocolo pH-
ciclico lo ha cuantificado entre 72 y 176 VHN, segun la cantidad de horas de
exposicion (Lippert, 2017) y en un modelo de biopelicula de Streptococcus
mutans se encontrd una dureza superficial entre 102,6 y 178,9 VHN (Jara y
cols., 2017).

Microscopia electronica de barrido: La microscopia electronica de barrido es
una técnica avanzada que permite, entre otras cosas, realizar observaciones
de muestras bioldgicas. Es util para examinar la morfologia de los tejidos

porque permite el mapeo tridimensional de las superficies con gran aumento.

El microscopio funciona haciendo incidir un haz de electrones sobre la
superficie de la muestra, esta interaccién crea sefales eléctricas que son

detectadas hacia un sistema que las capta y traduce en imagen tridimensional.
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Micro CT: El Micro-CT es un sistema que permite realizar un analisis indirecto
no destructivo de la densidad mineral de huesos y dientes con una precision
superior al 1% y una resolucion entre 5y 30 um (Wong y cols., 2004). Es una
técnica sensible in vitro capaz de caracterizar y cuantificar las lesiones de

caries (Wong y cols, 2004).

La determinacion de la densidad mineral mediante evaluacion cuantitativa es
de particular utilidad cuando se estudian lesiones cariosas incipientes.
Estudios han caracterizado la densidad mineral de esmalte sano en un rango
de 2.65 y 2.89 g/cm® (Wong y cols., 2004; Clementino-Luedemann vy
Kunzelmann, 2006; Huang y cols., 2007) y de mancha blanca, donde la capa
superficial intacta aparente de la lesion y el nivel méas bajo de la lesion fue de
2.23-2.58 y 1.48-2.03 g/cm?, respectivamente (Huang y cols., 2007).
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Planteamiento del problema

Las enfermedades orales generan una gran carga econdémica a nivel global que
ascendié a $ 544,41 billones de doélares en 2015, de los cuales, $ 356,8 billones
fueron atribuidos a gastos de tratamiento y $ 187, 61 billones a pérdidas en la
productividad (Righolt y cols., 2018). Segun la Organizacion Mundial de la Salud, la
caries dental corresponde a la enfermedad cronica cuyo tratamiento es el mas caro
(Petersen 2003), representando una importante carga bioldgica, social y financiera
para las personas y el sistema de salud. El enfoque restaurador tradicional, no ha
demostrado ser capaz de realizar un control real de la enfermedad, por lo que se

hace necesario encontrar métodos de prevencion y tratamiento temprano.

Antiguamente, muchos de los tratamientos para las patologias orales no se basaban
en principios biolégicos ni cientificos; sino mas bien en la experimentacion sin
validacion; practica que durante los ultimos 50 afios fue, en menor medida, coman.

(Ismail y cols., 2001).

El disefio de modelos in situ optimizados es un paso exigente para los
investigadores, ya que en la literatura existen numerosos protocolos que involucran
diversos parametros experimentales que difieren entre si, junto a esto, existe
incertidumbre sobre como correlacionar diferentes resultados que se produjeron a

partir de diferentes condiciones experimentales (Sung, 2014).

El propdésito de este estudio piloto, es desarrollar un modelo de caries in situ con un
protocolo estandarizado en el que se obtengan mediciones confiables de los
cambios minerales producidos; como una forma de cuantificar los efectos de
diversas intervenciones en el proceso de caries, a fin de lograr su futura aplicacion
en el estudio de mecanismos de deteccion temprana y/o tratamientos que ayuden

a prevenir su inicio y progresiéon
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La pregunta de investigacidon que se plantea es ¢Se generan cambios en la
mineralizacion, dureza o en la estructura de bloques de esmalte dental humano
insertos en un modelo de caries in situ expuesto a la accion topica de sacarosa

versus esmalte dental inserto en el mismo modelo de caries in situ no expuesto?
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. HIPOTESIS.

Existen diferencias en la densidad mineral, microdureza superficial y cambios
estructurales de esmalte dental inserto en un modelo de caries in situ expuesto a la
accion topica de sacarosa al 20% aplicada cada 2 horas, 8 veces al dia, durante 14
dias, versus esmalte dental inserto en el mismo modelo de caries in situ no

expuesto.

IV. OBJETIVO GENERAL.

Establecer diferencias en la densidad mineral, microdureza superficial y cambios
estructurales de bloques de esmalte insertos en modelo de caries in situ sometidos

a la accion topica de sacarosa.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Evaluar densidad mineral, microdureza superficial y cambios estructurales de
esmalte insertos en un modelo in situ luego de la administracion de sacarosa en

modalidad tépica.

2. Evaluar densidad mineral, microdureza superficial y cambios estructurales de

grupo control en un modelo in situ de bloques de esmalte.

3. Comparar la mineralizacién, microdureza superficial y estructura del esmalte
entre el grupo expuesto a sacarosa en modalidad tépica y el grupo control en un

modelo in situ de caries.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Se llevo a cabo un estudio piloto de un modelo experimental in situ en el que se
pretendia estandarizar su protocolo y validar su utilidad para posteriores

investigaciones.

El modelo de desarrollo de caries in situ consistio en sujetos voluntarios que
utilizaron durante 14 dias un aparato removible que sirvid de plataforma para 5
bloques de esmalte humano preparados y montados en el dispositivo. El protocolo
del estudio fue aprobado por el comité de bioética de la facultad de odontologia de
la Universidad de Chile (Anexo 1).

1) Participantes

Se reclutaron 6 voluntarios que cumplieran con los criterios de inclusion y exclusion,
estos debian estar sistémicamente sanos, tener entre 18 y 30 afios, contar con
buena salud oral general, mas de 22 piezas dentarias naturales en boca, libres de
enfermedad periodontal y gingival, indice COPD <8, libres de caries activas (C=0),
tasa de flujo salival normal y contar con la disposicion y capacidad para utilizar el

dispositivo removible 24 horas al dia durante el periodo experimental (14 dias).

No existe informacion acerca del indice COPD promedio pais del grupo etario
estudiado. El estudio mas cercano al grupo investigado fue realizado en la comuna
de Tortel el afio 2015, el cual reflejé que el 64,29% de la poblacion de 15 a 29 afios
poseia una historia de caries menor o igual a 10 (Ehremberg y cols., 2015). Debido
a esto el valor COPD maximo para el estudio fue calculado a partir de una
proyeccion lineal entre los grupos etarios de 12 afios con un COPD promedio de 1,9
(Soto y cols., 2007) y el grupo de 35 a 44 afios con un COPD promedio de 15,06
(Urztay cols., 2012).

Los criterios de exclusion correspondian a individuos fumadores, voluntarios que no

quisieran firmar el consentimiento informado, exposicion a tratamientos antibiéticos
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0 antisépticos bucales en un plazo de seis meses previos a la fecha de ingreso al
estudio, individuos portadores de proétesis removible superior o portadores de
aparatos de ortodoncia, presencia de lesiones erosivas, ulcerativas o inflamatorias
en la mucosa del paladar duro y/o blando, alteraciones en el flujo salival, consumo

de farmacos, y/o con intolerancia a los materiales de estudio (acrilico) .

Inicialmente fueron reclutados 6 voluntarios, de los que finalmente solo 5 fueron los
sujetos incluidos, estos eran estudiantes de la facultad de odontologia de la
Universidad Andrés Bello de Vifia del Mar, 3 mujeres y 2 hombres, con edades que
varian entre 24 y 29 afos. Todos los voluntarios fueron clinicamente evaluados a
través de un detallado examen intraoral de tejidos blandos y duros realizado por
distintos examinadores con experiencia y previamente calibrados. Los
examinadores aplicaron una ficha clinica (Anexo 2), que detallaba antecedentes
morbidos, habitos y examen dentario, el cual fue realizado siguiendo las
recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud y sus criterios del indice
COPD (OMS, 1997) y la evaluacién de salud periodontal fue realizada a través de

Examen Periodontal Basico (British Society of Periodontology, 2016).

Antes de participar en la investigacion a los voluntarios se les proporcioné
informacion acerca de los objetivos del estudio, su protocolo y posibles riesgos. Se
les entregé un consentimiento informado escrito que detallaba el propdsito del
estudio, su duracién, procedimientos requeridos, posibles riesgos y el contacto del
equipo investigador (Anexo 3).
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2) Preparacion de las muestras dentarias

Se utilizaron terceros molares incluidos sin contacto con el medio oral donados por
participantes con indicacidén de extraccion que consintieran voluntariamente (Anexo
4). Estos se mantuvieron en solucion de Timol al 0,2%, pH 7, por un mes, como

maximo.

Los terceros molares fueron montados en acrilico, cortados con una sierra de
diamante de baja velocidad (SYJ-150, MTI) y su forma final fue dada con un disco
de acero diamantado de 0.20 mm de grosor marca Horico (Alemania) montado en
pieza de mano (Figura 1). De los bloques de esmalte obtenidos se seleccionaron
25, 20 unidades de 3x3x3 mmy 5 de 6x3x3 mm, los cuales posteriormente fueron

sometidos a autoclave a vapor por 20 min a 120°C, para asegurar su esterilidad.

Figura 1. Recortadora con disco de acero diamantado SYJ.150 (MTI Corporation,
China).

3) Disefio y confeccion de dispositivo intraoral

El disefio corresponde a un dispositivo intraoral removible maxilar confeccionado en

acrilico de termopolimerizacion que poseia 2 plataformas ubicadas en la zona
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vestibular de los molares superiores y una superficie en la region anterior del paladar
(Figura 2).

El modelo para su fabricacion fue realizado a partir de una impresién maxilar de
alginato con cubeta de stock, cuyo vaciado fue realizado en yeso piedra

inmediatamente posterior al retiro de boca.

La confeccion fue realizada en un laboratorio con instrucciones especificas. El
dispositivo contd con 4 ranuras de 4x4x4 mm ubicadas en la zona vestibular de

molares y una ranura de 7x4x4 mm en la zona palatina.

Los bloques de esmalte fueron montados individualmente de forma aleatoria en
cada ranura utilizando cera adhesiva de alta fusion y dejando un espacio protegido
por acrilico de 1 mm para la acumulacion de placa o biopelicula (Cury y cols., 1997).
Este modelo, por su disefio, permite realizar analisis de biofilm oral, sin embargo,

en este estudio este aspecto no fue analizado.

Los bloques fueron numerados del 1 al 5, desde la zona mas posterior derecha a la
zona mas posterior izquierda, siendo nominada la muestra palatina como la nimero
3. (Figura 3).

Figura 2. Aparato removible con los bloques de esmalte humano.
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4) Disefio experimental

El disefio corresponde a un estudio piloto de una fase, con 14 dias de duracion, en
el que participaron 5 voluntarios. Cada voluntario utilizé un dispositivo intraoral, el

cual se dividié en 2 grupos, un grupo expuesto a sacarosa y uno control (Figura 3).

e Grupo expuesto a sacarosa (Amarillo)
A cada una de las 25 muestras se les aplicé una gota de Sacarosa al 20%
(Aires y cols., 2006), como desafio cariogénico, cada 2 horas hasta lograr 8
aplicaciones diarias (Cury y cols., 1997, Cury y cols., 2001). La aplicacion fue
realizada mediante un gotario fuera de boca, tras lo cual se debia esperar 5
minutos para volver a introducir el dispositivo.

e Grupo control (Rosado)
Los bloques palatinos fueron divididos en 2 zonas, la mitad derecha fue
cubierta con esmalte de ufia, obteniéndose 5 muestras para ser utilizadas

como control.

—
=

Figura 3. Esquema de aparato removible con los diferentes grupos de estudio
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5) Instrucciones participantes

El dispositivo intraoral fue utilizado dia y noche, durante 14 dias continuos, solo fue
retirado durante los momentos de higiene oral y alimentacion, ademas de la
aplicacion del tratamiento topico indicado. Las instrucciones de uso del dispositivo
y la forma de aplicacion de los tratamientos fueron entregadas de forma oral y
escrita con un diagrama para mayor claridad. (Anexo 5)

Los participantes mantuvieron un régimen normal de dieta. El dispositivo podia
permanecer fuera de boca, conservandolo humedo dentro de un contenedor

entregado, por un tiempo maximo de 30 minutos.

Se les entrego a los participantes un cepillo de dientes y una pasta dental fluorada
de 1450 ppm, con los que realizaron su higiene oral 3 veces al dia, 15 minutos
después de alimentarse. Posterior al cepillado debian enjuagarse con abundante
agua para remover residuos de pasta dental que pudiese quedar en la boca. El

dispositivo intraoral no debia ser lavado (Anexo 5).

Por otro lado, durante el periodo experimental no se podia utilizar antibiéticos,

antiacidos ni enjuague bucal.

6) Evaluacion de compromiso y cumplimiento de participantes

La evaluacion del compromiso y cumplimiento por parte de los voluntarios se realizé
mediante la aplicacion de una pauta entregada por escrito en la que ellos, a
conciencia, escribieron la aplicacion de los tratamientos por hora (Anexo 6) y una
encuesta realizada posterior a la etapa experimental la cual evalué el cumplimiento
y las desventajas que pudiera tener el modelo estudiado en cuanto a uso y

comodidad (Anexo 7).
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7) Medidas de Desenlace y plan de analisis de datos

i.  Medicion densidad mineral- Micro- CT

Se utilizé el sistema de Micro-CT Sky Scan 1278 version de software 1.0.5
(Bruker Corporation, Estados Unidos), para evaluar los cambios en la densidad
mineral (g/cm?3) de 9 muestras posterior a su exposicion en el modelo de caries in
situ, 6 ejemplares pertenecientes al grupo expuesto a tratamiento tépico con
sacarosa y 3 del grupo control. Cada espécimen fue montado individualmente y en
la misma posicién utilizando un procedimiento estandar, procurando que el haz de
rayos X incidiera perpendicularmente a la superficie. El escaneo fue realizado por
un operador experto en técnicas de imagen de micro-Ct de la Plataforma
experimental Bio-CT, perteneciente a la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile (FONDEQUIP EQM150010).

Las secciones de imagenes digitales fueron obtenidas con las siguientes
condiciones de irradiacion: 65 kV; 692 uA; 1 mm de filtro de Aluminio; 51.489000
um de tamafo de pixel, 360° de rotacién al paso 0,25; tiempo de exposicién de 36
ms con una camara de 7,5 megapixeles.La duracion del escaneo total fue de 44 min

promedio por muestra.

Las imagenes obtenidas de los cortes dentales fueron reconstruidas a través del
software NRecon version 1.7.4.2 de Sky Scan vy fueron evaluadas de manera
cualitativa por un examinador utilizando los softwares SkyScan Data Viewer y
CTvox. La evaluacion cuantitativa de la densidad mineral fue realizada usando el
programa CTan (version 1.13.5.1, SkyScan; Bruker), en el que se separ6é de manera
tridimensional la superficie externa del esmalte (Figura 4) del aire en la superficie
exterior y otros tejidos a través de la funcién de region de interés (Figura 5a 'y 5b) y
la aplicacion de una lista de tareas (Figura 5¢). Cada muestra fue evaluada en tres

oportunidades, realizando diferentes regiones de interés en cada medicion,
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obteniendo un niumero de muestras de n: 18 para cada uno de los grupos. A partir

de esto se evaluo6 la densidad total del esmalte externo.

Figura 4. Reconstruccion tridimensional de superficie del esmalte externo realizada

a partir de zona de interés con programa Ctvox
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Figura 5. Funcion para la seleccion de esmalte externo en Software Ctan. A.
Seleccion de zona.de interés B. Seleccion de zona que incluye defectos como aire.

C. Area de interés con lista de tareas aplicada, libre de defectos.



36

ii.  Medicion de dureza superficial

Posterior al periodo experimental se realizo la medicion de dureza superficial
a 18 muestras de esmalte, mediante 5 indentaciones por ejemplar, obteniendo un
tamafo muestral N: 90 para el grupo sacarosa y N: 30 para el grupo control. Este
procedimiento se llevé acabo con el microindentador de Vickers Struers Duramin
(Struers, Estados Unidos) proporcionado por el Laboratorio de Ciencias de los
Materiales de la Facultad de Ingenieria de la Universidad de Chile (Figura 6). Las
indentaciones se distribuyeron de manera aleatoria. Se utilizé una carga de 1.961
Newton durante 10 segundos. Posteriormente, a cada uno de los bloques, se le
calcul6 el promedio de las 5 mediciones obtenidas.

Figura 6. Microindentador de Vickers Struers Duramin (USA).
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En los bloques palatinos se obtuvieron los promedios de las indentaciones y se les

aplicé una formula (Figura 7) para obtener el porcentaje de pérdida de dureza

superficial (%PDS), el cual se utiliza como indicador de la desmineralizacién

ocurrida (Zero y cols., 1990; Cury y cols., 2001).

Promedio de dureza zona control — Promedio dureza zona expuesta [x 100

Dureza zona control

Figura 7. Férmula de porcentaje de pérdida de la dureza superficial (%PDS)

ii. Evaluacion Estructural

Se realizé la evaluacion estructural de 10 muestras posterior a la exposicion

del modelo in situ, que incluian al grupo control y al experimental, mediante

imagenes obtenidas a través de microscopia electronica de barrido (SEM) por parte

de un operador experto. El protocolo para esto consistio en:

a)

b)

d)

Periodo de fijacion: Fijacion de las muestras en Glutaraldehido al 2,5% en
bafer Cacodilato de sodio 0.1 M por 2 horas. Lavado en agua bidestilada 3
veces por 5 minutos. Lavado final en bdfer cacodilato de sodio 0.1 M durante
5 minutos, 3 veces.

Deshidratacion. En alcoholes ascendentes 50°,70°,95°,100°1 y 100° Il por 5
minutos cada uno.

Secado punto critico: Se colocan las muestras en el Secador de punto critico
AUTOSAMDRI-815, SERIES A OVERVIEW por 30 minutos
aproximadamente. Estas son secadas para remover todas las moléculas de
agua a través de CO2.

Metalizado con oro: Una vez secas las muestras son montadas en porta
muestras de aluminio y posteriormente se metaliza con oro en metalizador

Denton Vacuum Desk V.
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e) Visualizacion al microscopio electrénico de barrido: Las imagenes fueron
visualizadas en el microscopio electronico de barrido Jeol Modelo JSM
IT300LV, a 20 kV , en modo High Vac, en aumentos de 30x, 250x,600x,
1500x y 2000x

iv. Comparacion de variables cualitativas

Se realizé la evaluacion de las diferencias entre las imagenes obtenidas a
través de microscopia electronica de barrido y de Micro-CT de los grupos control y

experimental.

v. Analisis Estadistico de datos

Para el andlisis estadistico cada muestra fue considerada como unidad
experimental independiente. Los datos de las variables del estudio fueron
comparados mediante el test de Student. Las diferencias fueron consideradas

significativas si el valor p<0,05.
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@ Recoleccion dientes Corte y preparacion de las muestras

KCera Adhesiva

Bioque de Esmaite Aplicar 1 gota

® por muestra
I Control

Sacarosa

Aplicaciones cada 2 horas,
8 diarias por 14 dias

@ Medidas de Desenlace
Microscopia Electrénica Medicién con Micro-CT © Medicién de Microdureza
de Barrido (SEM) superficial (VMH)

LA

Figura 8. Diagrama esquemaético de protocolo de estudio.
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VIl. RESULTADOS

1. Medicion densidad mineral- Micro-CT

Evaluacion Cualitativa

En las muestras palatinas, compuestas por la zona control y la zona expuesta, se
expone de manera cualitativa las diferencias en la densidad mineral entre los tejidos,
a través de diferencias en la gama de colores, siendo los colores azules y celestes
las areas mas mineralizadas del esmalte, el azul oscuro y violeta corresponden a
regiones desmineralizadas del esmalte y el sector verde-amarillo corresponde a
dentina. (Figura 9 y 10). Se pueden observar colores azules mas oscuros en la
region derecha de las muestras, superficies expuestas a sacarosa, lo que es

congruente con la formacion de una lesién de caries incipiente (Figura 9).
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Figura 9. Muestra de Esmalte Palatina (14-3) bajo Micro-Ct. A: Corte Coronal se
ve zona desmineralizada (derecha) y zona control (izquierda). B: Corte Axial de

zona desmineralizada. C: Corte Axial de zona control.
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Figura 10. Muestra de Esmalte Palatina (13-3) bajo Micro-Ct. A: Corte Coronal
se ve zona desmineralizada (derecha) y zona control (izquierda). B: Corte Axial de

zona desmineralizada. C: Corte Axial de zona control.
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Evaluacion Cuantitativa

La densidad mineral fue evaluada de forma cuantitativa en la zona externa del
esmalte (Tabla 1), obteniéndose diferencias significativas entre el grupo control y
el grupo expuesto a sacarosa (p< 0,001). La pérdida de densidad mineral fue de

20,7% en la zona del bloque palatino expuesto a sacarosa.

Tabla 1. Densidad mineral esmalte externo

Densidad Mineral Esmalte Externo (g/cm?)

Promedio + Desviacién Estandar Rango Intervalo de confianza
(95%)
Control 2,48 £ 0,07 2,37- 2,58 2,44-2,51
Sacarosa 1,94+0,1 1,77-2,08 1,89-1,99
*p< 0,001

2. Mediciones de dureza
Las mediciones de dureza superficial entre los valores promedio del grupo
control y el grupo expuesto a sacarosa son estadisticamente significativos

(p<0,001) (Tabla 2).

Tabla 2. Microdureza superficial de Vickers

Microdureza Superficial de Vickers (HV)

Promedio + Desviacién Estandar Intervalo de confianza (95%)
Control 296,1 +38,7 281,66-310,54
Sacarosa 156,4 +42,8 147,43- 165.37

*p< 0,001
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Al comparar los valores obtenidos en las muestras palatinas, se encontré una
disminucién de la dureza superficial estadisticamente significativa (p<0,001), con
una pérdida de dureza superficial de 48% y con un promedio de 143,8 + 28,9 HV
(Tabla 3)

Tabla 3. Pérdida de dureza superficial

Pérdida de Dureza Superficial (%PDS)

Dureza (VH) Intervalo de confianza (95%) %PDS
Control 299,4 286,26- 312,54
48%
Sacarosa 155,6 145,48- 165,72
Diferencia 143,8 127,81-159,79
*p< 0,001

3. Evaluaciéon Estructural

La microscopia electronica de barrido demostré cambios estructurales entre las
superficies de los bloques de esmalte sano y el expuesto a sacarosa. En la figura
11, se evidencia el aumento en la porosidad del esmalte posterior al tratamiento con
sacarosa. En aumentos bajos la apariencia de la superficie del esmalte expuesto,
debido a la disolucién de los extremos del prisma, es parecida a las escamas de un
pez, en ella se pueden ver zonas con pequefias depresiones y algunos agujeros
focales que se alternan con superficies mas lisas y con depresiones poco marcadas
o incluso ausentes (Figura 3B). A mayores aumentos podemos ver depresiones en

forma de cuia (Figura 3F).
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Control Sacarosa

250 X

600 X

2000 X

Figura 11. Espécimen de esmalte bajo microscopia electrénica de barrido.
Aumento de 250x grupo control (A) y sacarosa (B); 600x grupo control (C) y
sacarosa (D); 2000x grupo control (E) y sacarosa (F).
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VIIl. DISCUSION

La formacion de una lesidbn de caries corresponde a un proceso complejo
multifactorial, cuyo estudio ha sido realizado a partir de diversos modelos que tratan
de replicar la realidad de la cavidad oral. El presente estudio buscé evaluar los
cambios estructurales, de densidad mineral y microdureza superficial de bloques de
esmalte expuesto a sacarosa al 20% en un modelo in situ de caries de elaboracion
propia, persiguiendo de esta manera, reproducir en la boca humana el proceso de
formacion de lesiones de caries incipientes de manera verosimil, incorporando
variables clinicas relevantes en el modelaje de caries como son la saliva y la

biopelicula oral (Zero, 1995).

La creacion de lesiones de caries incipientes in vivo de tamafio estandar es
dificultoso (Kucuk y cols, 2016). En el modelo estudiado se logré la formacién de
lesiones tipo caries en distintas etapas, desde una etapa subclinica de
desmineralizacion superficial del esmalte hasta la formacion de mancha blanca en
una de las muestras. Se ha descrito que la formacién de lesiones depende de
diferentes factores individuales, por ejemplo, el flujo salival, la concentracion mineral
de la saliva, la capacidad buffer y el comportamiento nutricional (Philip y cols., 2018),
es asi como bajo ciertas condiciones la desmineralizacién se puede estancar o
incluso retroceder e iniciar un proceso de remineralizacion (Pitts y cols., 2017).
Debido a esto las diferencias entre las lesiones formadas se podrian asociar a
variaciones individuales entre los participantes del estudio, ya que la muestra con
mayor severidad se encontraba en el sujeto con mayor historia de caries pasada y

con el mayor nivel de cumplimiento del protocolo.

En la presente investigacion se evidencio que luego de la exposicion de bloques de
esmalte en el modelo in situ por 14 dias a un desafio cariogénico de sacarosa al
20%, 8 veces al dia, los valores de dureza superficial de todas las muestras
disminuyeron de forma significativa respecto al control negativo de
desmineralizacion. Estos resultados se condicen con los obtenidos por Cury y cols.

(2001), Valenzuela y Giacaman, (2012) y Jara y cols., (2013) en sus disefios



47

experimentales in situ. Siendo los valores obtenidos congruentes con los descritos

por la literatura para esmalte dental sano y lesion de caries incipiente.

Aligual que la microdureza, el contenido mineral de las muestras también disminuy6
en comparacion con el esmalte sano. En este estudio la densidad mineral del
esmalte sano fue de 2,37 - 2,58 g/cm?3, valores ligeramente menores a los
reportados por otros autores, los cuales iban en el rango de 2,57- 3,1 g/cm?®
(Angmar y cols., 1963; Dowker y cols., 2003, 2006; Clementino-Luedemann y
Kunzelmann, 2006; Huang y cols., 2007; Cochrane y cols., 2012 b). Sin embargo,
son consistentes con los resultados reportados por Kuck y cols. (2016), quienes
evaluaron 11 premolares sanos con el mismo sistema de Micro-CT y software que

en esta investigacion, situando la densidad mineral entre 2,32-2,37 g/cm?3.

El contenido mineral promedio del grupo expuesto se localizé entre 1,77 y
2,08 g/cm?3, valores congruentes con los reportados por Dowker y cols. (2006),
quienes examinaron el promedio del contenido mineral de una lesion incipiente de

fisura y lo establecieron entre 1,5- 2,6 g/ cm?®

No se encontraron estudios in situ que evaluaran la densidad mineral de lesiones
incipientes de manera cuantitativa, por lo que los estudios previamente descritos
corresponden a estudios de lesiones incipientes naturales. Las pequefas
diferencias establecidas entre nuestros resultados y otros pueden deberse a
diferentes métodos de calibracion y célculo, y a las diferencias entre los sistemas

utilizados.

Es importante resaltar que ademas de los cambios cuantitativos en las muestras,
previamente descritos, también fue posible evidenciar variaciones en la coloracion
y textura de estas. De superficies brillantes, suaves y duras se transformaron, en
diferente medida, a zonas blanquecinas opacas, y rugosas, todas caracteristicas
compatibles con una lesion inicial de caries, tal como fue descrito por Balda y cols.
(1999) y Kidd y Fejerskov (2004). Estas variaciones también se plasmaron en la
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evaluacion cualitativa de la densidad mineral realizada a partir de las imagenes
obtenidas del micro-CT, en las que se visualizaban diferencias claras de la gama de
colores en las zonas desmineralizadas. Junto a esto, mediante microscopia
electronica de barrido se apreciaron cambios estructurales en la superficie del
esmalte, evidenciando un aumento en su porosidad, propio de una lesion inicial de

caries, similar a lo obtenido por Balda y cols. (1999) y Ratthapong (2015).

Estos resultados demuestran que el modelo in situ de caries propuesto es capaz de
materializar un proceso biolégico complejo en él, como es la formacién de lesiones

tipo caries incipiente sobre bloques de esmalte.

Para lograr relevancia clinica los estudios in situ requieren simular condiciones
intraorales no controladas asociadas a parametros experimentales altamente
controlados (Zero, 1995), debido a la incorporacion de multiples combinaciones de
variables naturales y experimentales su disefio resulta complejo. En las
publicaciones existen numerosos protocolos que involucran diversos parametros, lo
gue obstaculiza el realizar una comparacion entre los resultados de los diferentes
estudios (Sung y cols., 2014). A partir de esto, una de las fortalezas que tiene el
presente modelo es que buscé replicar los parametros mas utilizados en la literatura,
a fin de formular un protocolo lo mas estandarizado posible basado en esos

pardmetros principales.

El advenimiento de la tecnologia nos permitio utilizar el sistema de micro-CT para
evaluar los cambios en la densidad mineral de los bloques de esmalte. Este sistema
tiene algunas ventajas en comparacién con métodos mas antiguos, ya que no
requiere preparacion previa de la muestra, faculta la realizacion de exploraciones
repetidas, es un sistema no destructivo puesto que la superficie dentaria no es
dafiada durante el proceso, sus resultados son sensibles y permite evaluar el area
de la lesion de manera tridimensional (Swain y cols., 2009). Dentro de las
desventajas advertidas se encuentran el largo tiempo necesario para formar un

modelo 3D de cada muestra, el alto costo del proceso (Kuck y cols., 2016), el escaso
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conocimiento acerca de su uso en nuestra facultad y las dificultades en el proceso

de calibracion.

Junto a esto, el disefio del modelo propuesto permite la acumulacién de biopelicula
lo que corresponde a una gran ventaja, ya que en futuras investigaciones puede ser
utilizado y contribuir a una mayor comprension de las interacciones entre el medio
ambiente y el microbioma oral. A medida que el entendimiento de las diferentes
relaciones aumente, serd posible identificar nuevas estrategias para combatir esta
enfermedad, asi como también encontrar medidas para la promocién activa de la
microbiota natural y mecanismos para la reduccion del impacto de aquellos factores

que conducen a la disbiosis. (Marsh, 2018).

Uno de los obstaculos presentados en esta investigacion fue la captacion de
voluntarios que quisieran participar durante el periodo experimental. La seleccion
del panel de sujetos posee una gran relevancia en la respuesta de un modelo in situ
(Zero, 1995). En nuestro caso estuvo integrado por estudiantes de odontologia,
hecho que facilité levemente su reclutamiento, asi como también su desempefio en
el estudio, ya que estos poseian un mayor nivel de comprension en cuanto a lo que
estaba ocurriendo en su boca, asi como también facilidades en el acceso para aliviar
incomodidades que tuviera el dispositivo. No obstante a lo anterior, el hecho de que
estos se encontraran en Vifia del Mar generd algunos entorpecimientos para la

instalacion y retiro de los dispositivos.

En cuanto al perfil del panel de sujetos, si bien ha sido descrito que la incorporacion
de participantes con antecedentes asociados o con capacitacion en odontologia
tiene la posibilidad de introducir un sesgo experimental (Zero, 1995), en la presente
investigacion no fue el caso, puesto que los voluntarios seleccionados poseian
diferentes rangos de experiencias de caries pasadas, lo que le otorga mayor
representatividad a la muestra, otorgandole relevancia al estudio.

Al incluir un limitado nimero de participantes se decidio utilizar diferentes superficies
de los bloques de esmalte como observaciones independientes para asi aumentar
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el tamafo muestral. Este andlisis, si bien no es el recomendado (Stookey y cols.,
1992), no afectd el desenlace, ya que los resultados advirtieron escasa variabilidad
entre ellos, hecho que se ve reflejado en los reducidos rangos presentes en los
intervalos de confianza de cada grupo. Si bien en la presente investigacion no reflejo
alteraciones, se recomienda a futuro incluir un mayor nimero de participantes o

disminuir el periodo experimental y que los sujetos utilicen el dispositivo en 2 etapas.

Como bien se ha expresado previamente, dentro de los conocimientos necesarios
para realizar un estudio in situ, es necesario tener la nocion de las limitaciones de
trabajar con personas voluntarias y de las dificultades que se pueden presentar en
cuanto al compromiso y cumplimiento de los sujetos con los protocolos de
investigacién. Es asi, como es probable que estudios que plantean exigencias poco
realistas, tengan problemas de cumplimiento y un alta tasa de desercion (Zero,
1995). Es por esto que se hace indispensable lograr un disefio y protocolo adecuado
que permita lograr un equilibrio entre el nivel de exigencia y los requerimientos
experimentales, puesto que un bajo nivel de cumplimiento puede tener un efecto
importante en los resultados. En el presente estudio se utilizaron multiples recursos
para motivar a los voluntarios a lograr el cumplimiento de los protocolos, inicialmente
con medidas para recordar la aplicacion del tratamiento con sacarosa, como
alarmas y una hoja donde anotar las aplicaciones, asi como también una evaluacion
personal final realizada en el documento de evaluacion de compromiso y
cumplimiento final (Anexo 7). A partir de este documento se obtuvo un promedio de
cumplimiento de 4,6, en una escala de 1 a 7, lo cual nos indica un nivel de
desempeiio aceptable para un modelo piloto. Puesto que el nivel de cumplimiento
individual es una medida subjetiva, se quiso analizar si los valores obtenidos por los
participantes alteraron de alguna manera los resultados experimentales, no
encontrando diferencias significativas entre los resultados de dureza y/o densidad

mineral entre los sujetos a partir de su nivel de cumplimiento.

En relacion a la tasa de desercion, esta se considera baja, ya que solo se retir6 del
estudio un participante previo a la instalaciéon del dispositivo por motivos horarios.
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En cuanto a las complicaciones reportadas durante el periodo experimental, los
participantes relataron incomodidad (80%), que fue aliviada posterior a un par de
controles del dispositivo y dificultades horarias para la aplicacion del tratamiento
(100%). A partir de esto, se hace necesario considerar para futuros estudios
incentivos para los participantes, para de esta manera facilitar su captacion, asi

como también poder lograr un mayor compromiso con el estudio.

Otra de las limitaciones presentadas fue la recoleccién de terceros molares incluidos
indemnes, esto debido a las consideraciones éticas, ya que estos son considerados
desechos biologicos, asi como también a las restricciones en su seleccion, puesto
que la mayoria de estos dientes requieren de odontoseccion para su extraccion. Si
bien los dientes de origen humano son la fuente mas apropiada para ser el sustrato
de estudios in situ desde la perspectiva de relevancia clinica (Zero, 1995), podrian
utilizarse para futuras investigaciones bloques de esmalte bovino altamente
estandarizado, teniendo en consideracion las diferencias entre tejidos previamente

descritas.

Los modelos de caries in situ han sido utilizados para evaluar la cariogenicidad de
los alimentos desde que fueron descritos en 1974 por Koulourides y cols., a partir
de entonces este método ha sido utilizado por distintos grupos de estudio alrededor
del mundo y ha sido discutido en diversos congresos y publicaciones (Duggal y
cols., 2001). A pesar de ser un modelo antiguo, estos siguen estando
completamente vigentes, representando un 15% de los estudios de investigacion en
cariologia sobre desmineralizacion y remineralizacion entre los afios 2014 y 2016
(Yu y cols., 2017), cuya utilidad ya no solamente radica en el estudio de caries,
como demuestra una revision sistematica realizada entre 2003 y 2012, la que reflejé
gue entre esos afos se realizaron 191 publicaciones en modelos de caries in situ.
En ella los articulos fueron categorizados segun tépico en publicaciones
relacionadas con desmineralizacion, remineralizacion, erosion y otros. Concluyendo
gue los temas que adquirieron mayor interés durante la Ultima década corresponden

a estudios relacionados con remineralizacion y erosion (Sung y cols, 2014).
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El proposito del modelo in situ descrito anteriormente es la medicion confiable de
cambios estructurales, minerales y de dureza superficial como una forma de
cuantificar los efectos de la sacarosa al 20% en el proceso de caries. Los modelos
In situ, aunque experimentales, no son medidas sustitutas, sino medidas reales de
intervenciones que afectan al proceso de la caries dental (Highman y cols., 2005).
Por lo tanto, se puede confiar en los hallazgos de los estudios que emplean estos
modelos como informacion valida sobre desarrollo de caries secundarias
(Hollanders y cols., 2018), eficacia de productos como dentifricos (Creeth y cols.,
2018; Zero y cols., 2018) o sus constituyentes (Parkinson y cols., 2018), enjuagues
y/o barnices de flior (Kucuk y cols., 2016) en la remineralizacion del esmalte; acerca
de la desmineralizacion resultante de alimentos cariogénicos o la proteccion que
brindan la ovoalbumina (Jara y cols., 2013), acidos grasos libres (Valenzuela y
Giacaman, 2012), chicle (Cai y cols., 2009; Cochrane y cols., 2012 a), probiéticos
(Lodi y cols., 2010 y 2015), entre otros. Por lo tanto, la relevancia de esta
investigacion radica en la creacion de un modelo de caries in situ realizado en
nuestra universidad a través de un protocolo establecido que podra ser utilizado

como plataforma para futuras investigaciones.



53

IX. CONCLUSIONES

A patrtir de los resultados obtenidos en este trabajo, podemos concluir que:

1) Existen diferencias en la densidad mineral, microdureza superficial y
cambios estructurales de blogues de esmalte dental inserto en un modelo de
caries in situ expuesto a la accion tépica de sacarosa al 20% aplicada cada
2 horas, 8 veces al dia, durante 14 dias, versus esmalte dental inserto en el

mismo modelo de caries in situ ho expuesto.

2) Este modelo posee la capacidad de replicar el proceso biol6gico de la caries

dental y puede ser utilizado como plataforma para futuras investigaciones.
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Anexo 2. Ficha Clinica

FACULTAD

N n ODONTOLOGIA
i@ UNIVERSIDAD DE CHILE Evaluacién de voluntarios para participacion en trabajo

de investigacioén dirigido a adultos

Nombre Rut

Fecha de Nacimiento Edad Teléfono

Posibilidad de utilizar dispositivo durante periodo experimental: (1) Si (2) No

Anamnesis

1. Antecedentes moérbidos:

2. Antecedentes quirargicos (Fecha, diagnéstico, procedimiento, complicaciones)

3. Alergias:

4. Medicamentos (Nombre, dosis, fecha inicio)

5. Habitos
e Tabaco:
e Alcohol:
e Drogas:

e Controles odontoldgicos (frecuencia, fecha dltimo control y causa)

6. Alimentacion:
= Frecuencia:
=  Qcasion:
= N°ingestas HC:



= (Calidad:

= Consistencia:

= Valor potencial cariogénico:
7. Higiene Oral

o Frecuencia cepillado:
o Ocasion:
o Tipo de cepillo, pasta, enjuague

8. Antecedentes Familiares:

Examen Fisico

1. Examen Fisico General:

2. Examen Intraoral:

Alteraciones Salivales: (1) Si (2) No

Portador de prétesis removible u ortodoncia: (1) Si

3. Examen Periodontal Basico

(2) No

4. Estado de Denticién y Tratamiento necesario
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ESTADO DE LA DENTICION Y TRATAMIENTO NECESARIO

55 54 53 52 51 61 62 63 64 65
18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28
Corona (66) (81)
Raiz (82) (97)
Tratamiento (98) | (113)
8584838281 7172737475
48 47 464544 434241 313233343536 37 38
Corona (114) : (129)
Raiz (130) (145)
Tratamiento (146) L. (161)
Dientes Dientes
primanos  permanentes
Corona Corona/raiz  SITUACION TRATAMIENTO
A o 0 Satisfactoria 0 = Ninguno
B 1 1 Carlado P = Preventivo, cuidados de
Cc 2 2 Obturado, con canes detencion de la carles
D 3 3 Obturado, sin canes  F = Obturacion de fisura
E 4 - Perdido, como 1 = Una obturacion superficial
resultado de carles 2 = Dos o mas obturaciones
- 5 - Perdido, por cuaiquier superficiales
otro motivo 3 = Corona por cualquier motivo
F 6 - Fisura obturada 4 = Revestmiento o lamina
G 7, 2 Soporte de puento, 5 = Cuidado de la pulpa y
corona especial o restauracion
funda/implante 6 = Extraccion
- 8 8 Diente sin brotar 7 = Necesidad de olra asistencia
(corona) o raiz (especitiquese)...............
cublerta 8 « Necesidad de otra asistencia
T T - Traumatismo (fractura) (especifiquese)...............
- 9 9 No registrado 9 = No registrado

COPD

00 o0oO0
OTvOoO0



Anexo 3. Consentimiento informado participantes

Edicidn del CI 2500820117

*
EUDUMTDLDGEA
Consentimients InformadoPara Partlcipacitn en P de Iy achdn
Dirigido 8 Adultos

Titulo del Protocola: Efecto del consumo de probidfico Lactobsciius rhamnosus en
formatos  sistémico y tbpico en |3 morfologia, diversidad v
compasicion del beofilm bucal. Modelo in ity de cares

Investigadar Principal: Dr. Gonzaelo Rodriguez Martinez

Sede de Estudio: Faculted de Odontologia. Unikwersided de Chie - Serglo
LLiwingatone B43 — Independencia. Santiago.

Hombre del Participante:

Este documento de Consentimiento informado =2 aplicard a Adultos y consta de dos pa

« Infiormackdn |proponciona informecidn sobre el estudio para usied).
= Formudano de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar].
IUd. recibird ung copla completa del Documento de Consentimients Informado.

Este Proyecto estd conformedo por un equipo investigador y académico de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile. Como Inwestigador Principal esta Gonzalo Rodriguez
Martinez y como Co investigadores, Paincia Palma y Begofia Moreno. Estamos realizando una
investigacstn cuyo objetivo es determinar el efecto gue el consumo de probedticos en la
composickn de la place dental dependiendo =i s2 toman o se aphcan directamente en los
dientes. Fara elio, s inwitardn & participar voluntanios de entre 18 y 30 afios de edad.

Le proporcionaremos informacidn y lo invitamos a ser pane de este proyecto. No tiens gue decidir
hoy sl by hard o no. Antes de tomar su decisidn pusde hablar scerca de la inwesbgacion con
cusbguier persona de su conflanza. Este proceso se conoce como Consentimiento Informado v
puede que contenga términcs que usted no comprenda. por o que séntese con ka absoluta libertad
para preguntar sobre cualguier aspechn que le ayude sclarar sws dudas al respecho.

Una wez aclsrada todas sus consullas ¥ después que haye comprendido los obyetivos de la
Inwestigacstn y 51 usted desea paricipar,se le solicitard que firme eate formulano.
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Edicidn del Cl 250820117

Justificacitn de la Investigacidn

La caries dental &3 una enfermedad crandca, multifactonal y de alte prevalencia a nivel mundial. EI
tratemiento convencional de |a canes dental ha sido histdricaments & remocién quirdngica del
tepdo afectado por caries. sin embargo se ha demostrado que el enfoque restswrador basado en la
operatoria clésica por sl solo, no logre contolar k3 enfermedad. Existen diversas estrategiss
preventivas para el manspo de la canes dental, entre las gue se describen algunos mecanismos
para modificar la blopelicula o placa dental. Dentro de este dlemo grupo se encueniran los
probigticos, que han sido histdncamente uwtilizados en el ratamiento y prevencion de una amplia
gama de condiciones y petologias del ser humano. Estuedios clinicos avalan e uso de probidiicos
como agentes beneficosos sobre la salud oral, y en pariculsr un estedo dinico llevado & cabo par
nuesiro grepo de investigacidn, demuesira su efecto en |a disminucidn de la incidencia de lesiones
de caries en parvulos, sin tener claro cudl es el mecanismo de Bocdn que tiene estas bacterias

probidticas. ,fq',_-}l:hu Og
S ‘*\:&

Objetive de la Investigacidn {3 TEOMITE

La presente nvestigacion tiene por objetivo determinar el efecto que el consumo dE| Eos |-

an |e composicidn de la place dental dependlends & se toman o &2 aplican dir
dientes. Para ello, se invitaran & participar voluntanos de entre 18 y 30 aflos de ed

Beneficio de la Investigacian.
IUsted podra conocer su estado de sakud oral y aporiara con informacksn relevante sobre el efecto
de bos probidtcos en saked oral.

Tipo de Intervencién y Procedimiento.

5l usted decide participar serd examinado para evaluar su situacidn de salud oral y luego =& e
inwitard a wiilizar una placa acrilica en el paladar. Las plecas contendréan blogues de dientes
humamos estériles. Se ke soliciterd aplicar axicar en gotas con un gotario que se ke entregarg
sobee los blogues de diente 8 veces al diayen 2.5 o4 de ellas.

Dependiendo del grepo al que haya sido asignado, se le solicilard hecer 1 de las sigulentes
acciones:

a) Ingerr 100 mi de agua en la gue se ha suspendido una dosis liofilizada de probidtico. Esta
accion se realiza con el aparato fuera de |a boca

b) Aplicar 5 gotas de 100 mi de agua en & gue s& ha suspendido una dosis Noflizeda de
probidtico. Esta sccion s realiza sobre os bloques de esmalte en el aparato remaovible.

) Ingerir 100 ml de agua en la gue se ha suspendido una dosis lioflizeda de probidsco. Esta
accion se realiza con el aparaty dentro de 1a boca

Aparte de cada vez que se aplique &l probidtico ya sea tipico o sistémico, lBs placas sdio se
TeMmovErEn para comes y para lavarse los dientes. Las plecas seran utilizadas 14 dias cada una.
El probidtico wiilizado es wn lactobacéo con probadas propledades benéficas para el organismo
humanao.

Al cabo de cada fase experimental, las placas seran devueltas a los investigadores los gm,hu oF
analizaran las bacterias formadas y la desmineralzacion provocada.

[3 o
B DE
A

Riesgo de la Investigacidn. |*
Usted no comerd ningdn riesgo medlante y postenior &l procedimiento de k8 investigacid
que este probecolo es minmamente invasive, 1a utilizacdn del aparaio es INDCUD Para su
toma de muestras mo produce ningdn dafo. Ademds, su participacion en este estudio no-
ningln costo econdmico para usted. En caso de presentar akgdn tipo de molestia o incomodida
pdngase en contacto con los Investigedores de este proyecto.

Criterios para selecclén de los participantes en el estudio
Los criterios de Inclusidn serdn: individeos de ambos sexos, de entre 18 y 30 afos de edad, sin
enfermedades sistémicas, no fumadores, lives de gingivite vy enfermedad periodontal. con al
menas 20 dientes naturales y sin lesiones de canes cavitades.
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Lios criterios de exclusidn seran: individuos que estén o hayan estado con tratamiento antibidtco o

antséptico los dimos & meses previos a participar del estudio e indviduos gQue presenien
atteraciones del flujo salival.

Confidencialidad y difusidn de datos.

La informaciin obtensda de la investigacion, respecio de la denbficacion de partcipanies, serd
mantenida con estricta confidencialidad por el investigador. El nombre y datos personales de usted
seran codificados para el uso en este estudio ¥ no serdn identificados pdblicamente. Los resuliados
emanados de este estudio podrén ser publicados en revistas clentificas.

Aclarackones

La participaciin es completaments voluntania.
Mo habrd ninguna consecwencia desfevorable para usted, en caso de no aceptar la
intervencidn yao paricipacidn.

5 usted decide puede retirarse cuando o deses.

Mo tendrd gque efectuar gasio alguno como consecuencia ded estudio.
Mo recibird pago por su participacion.

TICA
Usted podrd solicitar informacidn actualizada sobre el estudio, al iInvesbgedg ‘||II|i .
La infomiacidn obienida de e investigacidn, respecto de la dentificacion :'#"‘- S5 aTE

mantenida con estricta confidencialidad jpor los nwvestigadones.

&4 considera que no existen dudas nl pregunias acerca de su participacidn, puade = o
desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa &l docwumento.

L=t
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Carta de Consentimiento Informado

A través de |a presente, declaro y manifiesio, libre y espontaneamente, y en CONSECUSNCIA, Bapho
que:

1. He leido ¥ comprendido la informacion anteriormente entregada y que mis preguntas han
sado respondidas de manera satisfactona

He sido Informadoia) y comprendo |a necesidad v fines de ser Hmﬂdldu:;;:,ﬂ_ﬂe
Tengo conccimeento del procedimianto a realizar. -,?/—
- Conozco los beneficies de participar en ka Investgacion

El procadimienio no iene resgo alguno pana mi salud. -

Mot B W R
o
m
1 -
1]
I

requerimienty de la evolucidn de mi proceso. de manera verbal wio escrta si fuera
necesaria y al criterio ded investigador.

7. Audorizo a usar mi caso para investigackdn y pare ser ussdo como material audioviswal en
clases, protegeendo mi identidad

4. En caso de cuskpuier dude puede acudr a Sergio Livingstone Pohlhammer 943,
Independencia, @& lunes & viemes en el horano comgrendido entre kas 800 y 17:00 e, En
el penodo comprendido en |a inwesbgacion y hasta & meses después de conclulda esta.

9. 5i Ud. desea consultar eobre sus derechos como sujets de investgaciin o plensa gue
es10s han sido vulnerssos se pusde dingir al representante del Comitg Etica de |la Facultad
de Odontolegia de la Universidad de Chile: Prof. Dr. Eduardo Femandez, al teléfono (02)
29TB1742, en horario de oficing o al mall cec fouchifodontnlogia.uchie o

Doy mil consentimiento al investigedor y al resto de colaboradores, a realizar el procedimiento
diagnéstico pertinente, PUESTO QUE SE QUE ES POR Ml PROPIO INTERES.

Mombre del Pacienta:

Firma:

Fecha:

Seccidén a llenar por el Investigador Principal

He explicado &l Sia) la natwaleza de la
inwestigactn, la he explicado acerca de los riesgos ¥ beneficios que Implica su participacidn. He
conlestedo & las preguntas y he preguntado s| tens sguna duds. Aceplo que comozco la
normativa vigente parareslizar |a investigacidn con seres humanos y me apego & ella

S —
Fombre de Investinader Frcpal el L',:;

Firma: \i\ _ETiCA
N
- '-"
Fecha: S rl;‘?'gy
Nombre del Direchor del establscmicenio donde realca @ INvestgackn o 0 SU representame

Firma:
Fecha:




Anexo 4. Consentimiento donacién de terceros molares

ﬁ ODONTOLOGEA

COMSENTIMIENTO INFORMADO FARA DONACION DE DIENTES PARA EL ESTUDIO DE
MECANISMO DE ACCION DE PROBIOTICOS

Titulo del Protocola: “Efectn del consumo de probidtico Lectobscilius rhamnosus en formatos
sistémico y tdplco en la morfologia, diversidad y composicidn del biofim
baucal. Modelo in sftu de caries”

Investigador Principal: Dr. Gonzalo Rodriguez Martinez

Sede de Estudio: Faculied de Odoniologla. Universidad de Chile — Sergio Livingstons 843 —
Independencia, Santiago.

Mombre del DOMANDE ..ot st e

Este documento de Consentimeento Informedo se aplicard & pacientes con indicacidn de extraccidn de
ierceros molares, v consta de dos pares:

= Informacian (proporciona informackin sobre el estudio para usted).

= Formulano de Consentimiento (para firmar =l estd de scuerdo en participar].

Ud. recibird una copla completa del Documento de Consentimients Informada.

Mi nombre es Gonzalo Rodriguez Martinez y soy scadémico de @ Facultad de Odontologla de la
Universsdad de Chie. Estoy realizando wna investigackdn de |3 cual le proporcionang informacidn v a la
que ko invitarg & participar. Mo tiene que decidi hoy sl ko hard o no. Antes de tomar su decisidn pusde
hablar acerca de 1a investigackin con cusbguier persona de su confianza. Este proceso se CONDCE COMG
Consentimients informado y puede que contenga terminos gue usied no comprenda, par o gue siéntase
con la absoluta Mbertad para preguntar sobre cualguier aspecto que le ayude aclarar sus dudes al
respecio.

Una vez aclarada todas sus consultas y después que haya comprendido los objetivos de |8 Investgacion
y &l desea participar, se le solicitard que firme este formulario.

Justificacion de la Investigacidn
Existe evidencia que e consumo de probdficos es O en la prevencsdn de canes dental, pero @e
desconnee SU mecanamao de aceiin.

Objetivo

El objetive del estudio es determinar el efecto que =l consumo de probidiicos en la composicidn de la
placa dental dependiendo sl se loman o se apican directamenie en los dientes. Para ello se montardn en
un dispositive scrilico trozos de dientes humanos esiénles,

Beneficlos

Mo estate ningdn tipo benefico inmediato por 1a participacion en el estudio ya gue los dientes & ublear
s0n nommalmente desechados. Sin embango, como conseceencla de esta donacidn y de |a investigacion a
redlizar ge espera contribuir & aplicacionss futuras en el Ambito de la odonbologia.

Tipo de Intervencion y Procadimisnts
Si usted decide participar los dientes que le serdn extraidos serén siMacensdos PEra Ser poslenomente
utilizados en el presente esiud.

Rlesgos

Los dientes donedos se ublzerén s con el fin expuesto ¥ no se guardard ningon reglstro de su
relackdn con wsted como  donante. Mingdn otro tpo de estudio se realizard con los dientes Una vez
observados y descritos, bos dientes serdn destruidos y elimnados siguiendo los protocolos de

biosegunidad.
La donacidn en =i no presenta riesgos, ni costos adicionales para usted, y = financiamiento del proceso
guinirgico de extraccion serd su responsabilided.

Critertos para selecclén de los participantes en el estudio
Los criterios de inclusion serén: pacientes con indicacidn de extraccain de tercercs molares. cuyos
iercaros molanes estén incluidos.

Confidenclalidad y difusidn de datos.

La informacitn obtenida de ks Investigacion, respecto de |a dentificacidn de participantas, serd mantenida
con estricta confidencialidad por el investgador. El nombre y datos personales de ustedserdn codificados
para el uso en esie estudio y no serdén (dentificados pdblicamente. Los resultsdos emanados de este
estudio podran ser publicados en revistas cientlficas.
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Aclaraciones

* L& donackin del o los dentes es completamente voluntaria

= Mo habrd ninguna consecuencia desfavorable para usted en caso de no aceptar |8 invitacion.

= Mo tendra gue efectuar gasto akjuno como consecuencia del estudio.

= Mo recibird pago por su donacion.

= Usted podrad soliciar informacién actusizeda sobre el estudio, al investigador responsabde.

= La informacin obtenida de la Investgacidn, respecto de la identificacsdn de pacientes, serd
marntenida con estricta confidencialidad por los investigadores.

+ S5 considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su paricipaciin, puede, si o desea,
firmar la Cane de Consentimiento informedo anexs &l docwemanmto.

Carta de Consentimiento Informado

A través de la presente, declaro y manifiesio, libre y esponténeaments ¥ en CONSECUENE acepln que:
1. He keido y comprendido & informacidn antenicemernte enfregada y mis preguntas han sido
respondidas de manera satefactona.
Tengo conocimienta del procedimiento a realizar.
Conozco kos beneficios de participar en la investigacidn.
El procedimiento no bene riesgo akguno para mi salud.

Ademds de esta Informacidn que he recbido. seré informadola) en cada momento y al
requerimento de ka evolucion de mi proceso, de manema werbal yo escrita sl fuera necesaria y &l
criteno ded investigador.

6. En caso de cuabguier duda puede acudir a . Gonzalo Rodriguez Martinez. Sergio Livingstone
943 los dies lunes y miérooles de 8:00 — 17:00 o via telefdnica al 29761742 o tlambeén =& puede
dirigir al representanta del Comité Etica de la Faculted de Odontologia de la Universidad de
Chile: Prof. Dr. Edusrdo Fernéndez, al teldfono 220761742, en horaro de oficna o al

mail E\E\C.f&uﬂh!mﬂﬂﬂnmlﬂla.mhlﬁ.ﬂl

o B R

Doy mi consentimiento al investigador v &l resto de colsboradores, 8 realizar el procedimiento pertinenie,
PUESTO GQUE SE GUE ES POR MI PROPIO INTERES.

Mombre del paricipante Firma Fecha

Secchon a llenar por el Investigador Principal

He explicado al Sria) la naturaleza de la investigacion, le
he explicado acerca de koS riesgos y beneficios gue implica su participacidn. He contestado & las
preguntss y he preguniedo =i tiene algune duda. Acepio que conozco |la normativa vigente para la
realizar |a invesbigaciin con seres humanos y me apego a ella.

Oir. Gonzalo Rodriguez Martinez (ressgador Frincipal)

Ficrrbrm dai Dirscior dal donde raiza b e Frma Fecha




79

Anexo 5. Informacion de estudio para participantes

FACULTAD

i ODONTOLOGIA

UNIVERSIDAD DE CHILE

Informacion para voluntarios

Estimado Participante,

Bienvenido al estudio titulado “Analisis de modelo in situ de caries dental:
Estudio piloto”. Agradecemos profundamente su generosa disposicién para ser
parte de este proyecto de investigacion. A continuacion 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
gue contiene los siguientes elementos:

» Dispositivo Intraoral: Esta es una estructura acrilica removible que tiene
incorporadas 5 muestras dentarias: 2 muestras en la zona vestibular derecha,
2 en la zona vestibular izquierda y 1 en la zona palatina.

» 1 frasco de 30 ml con sacarosa

» 1 gotario

> 1 Recipiente para guardar el dispositivo durante la comida

El siguiente esquema representa la posicion de las muestras en cada uno de los
grupos de intervencion que considera el estudio:
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El inicio del periodo de experimentacion le serd indicado por el equipo de
investigadores, Ud. debera utilizar el dispositivo intraoral durante un periodo
continuo de 14 dias, 24 horas al dia. El dispositivo s6lo podra ser removido desde
el interior de la boca para higienizarse los dientes (cepillado), beber liquidos y/o
comer. Esto significa que debera dormir con el dispositivo por el tiempo que dure el
estudio. El dispositivo podra estar fuera de la boca por un tiempo maximo de 30
minutos manteniéndolo humedo en el recipiente entregado.

Alimentacion

Ha de mantener régimen normal de dieta, que deberé ser consignada en un registro
de dieta. El dispositivo podra permanecer fuera de boca dentro del recipiente
entregado por un tiempo maximo de 30 minutos.

Higiene Oral y manejo de dispositivo

Respecto a la higiene oral, ésta debe ser realizada con cepillo de dientes y pasta
dental fluorada de 1450 ppm entregada por el equipo investigador, 3 veces al dia,
15 minutos después de alimentarse. Posterior al cepillado deberé enjuagarse con
abundante agua para remover residuos de pasta dental que pueda quedar en la
boca. El dispositivo intraoral NO debe ser lavado.

Por otro lado, durante el periodo de experimentacién, 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 anteriormente 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 la Solucién

Durante el periodo de experimentacion, debera retirar el dispositivo desde el interior

de la boca para aplicar la solucion que considera el estudio en todas las muestras.

Se recomienda mantener el dispositivo de forma horizontal durante la aplicacion de
la solucién para gue no escurra.
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Paso 1: Al levantarse por la mafiana debe realizar la primera aplicacién de
sacarosa que se encuentra contenida en el frasco. Una vez retirado el dispositivo
de la boca, debe aplicar 1 gota de Sacarosa en cada una de las muestras.

Cdémo se menciond anteriormente, debe tener mucho cuidado de evitar que la
solucion de Sacarosa escurra hacia las muestras del lado izquierdo. Se recomienda
mantener el dispositivo de forma horizontal para que el liquido no escurra. Luego de
aplicar la gota de sacarosa debe esperar 5 minutos antes de volver a colocar el
dispositivo dentro de la boca.

Aplicar 1 gota

por muestra ~ -] -
~
(7 |
\
/ \ /
NS \ ~

Aplicaciones cada 2 horas,
8 diarias por 14 dias

Paso 2: Debe continuar aplicando 1 gota de sacarosa en cada una de las muestras,
con el dispositivo fuera de la boca, cada 2 horas, hasta completar un total de 8
aplicaciones de sacarosa durante todo el dia. Una vez aplicada la gota de sacarosa
debe esperar 5 minutos antes de volver a colocarse el dispositivo en el interior de
la boca.

Debe recordar aplicar la solucion cada 2 horas. Procure que los horarios sean lo
mas similares posible dentro del periodo experimental, para esto puede poner
alarmas. Se le entregara una tabla donde debera anotar los horarios de aplicacion.
En el caso de olvidar alguna aplicacion debera realizarla lo mas pronto posible y
esperar 2 horas para una nueva aplicacion.

Si tiene alguna pregunta, molestia o heridas generadas por el aparato intraoral
durante el periodo experimental contactese con el equipo investigador para resolver

sus dudas y/o aliviar el dispositivo.
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Anexo 6. Evaluaciéon de cumplimiento

Estimado participante,

Para tener un control de la aplicacion de la solucién, se debe registrar cada paso
descrito en la siguiente tabla. En la columna fecha, anote el dia en que inicio el
periodo experimental, en las columnas que dicen aplicacion de Sacarosa, escribir
la hora de aplicacion en cada recuadro (1-8).

Se solicita rellenar el siguiente recuadro a conciencia y con la mayor honestidad.
Procure que los horarios sean lo mas similares posible dentro del periodo
experimental, para esto puede poner alarmas. En el caso de olvidar alguna
aplicacion debera realizarla lo mas pronto posible, anotar hora real de la aplicacién
y esperar 2 horas para una nueva aplicacion

Dia | Fecha Aplicacién de Sacarosa (Cada 2 horas)

1 2 3 4 5 6 7 8

10

11

12

13

14
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Anexo 7. Evaluacion de compromiso y 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.

2.

5.

6.

Cumplié con todas las aplicaciones: Si No
Si su respuesta es no ¢,cuantas aplicaciones no realiz6? :

Las aplicaciones de sacarosa fueron cada 2 horas: Si No

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

2 Omiti mas de 5 aplicaciones durante el periodo
experimental

3 Omiti 2 a 5 aplicaciones durante el periodo experimental

4 Omiti 1 aplicacién durante todo el periodo experimental

5 Cumpli con todas las aplicaciones con diferencias en los
horarios de aplicacion de 30 min a 1 hora

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

7 Cumpli con todas las aplicaciones en los horarios
establecidos

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 algan dia del periodo experimental

Usé el dispositivo segun las instrucciones dia y noche

En el siguiente espacio anote, con letra clara, observaciones y/o dificultades
gue tuvo durante el periodo experimental.



