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I. Resumen

La caries dental es una de las enfermedades crénicas mas prevalentes de las
personas en todo el mundo; las personas son susceptibles a esta enfermedad a lo
largo de su vida. La caries dental se forma a través de una interaccién compleja a lo
largo del tiempo entre las bacterias productoras de &cido y los carbohidratos
fermentables, y varios factores del hospedero, incluidos los dientes y la saliva. El
riesgo de caries incluye factores fisicos, bioldgicos, ambientales, conductuales y
relacionados con el estilo de vida, como un alto nimero de bacterias cariogénicas,
flujo salival inadecuado, exposicion insuficiente al flior, mala higiene bucal, métodos
inadecuados de alimentacion infantil y pobreza. La prevencion y el tratamiento
secundarios deben centrarse en el manejo del proceso de caries a lo largo del tiempo
para pacientes individuales, con un enfoque minimamente invasivo que preserve el
tejido. Actualmente, se estan estudiando los probidticos los cuales son
microorganismos vivos que cuando se administran en dosis adecuadas confieren un
beneficio para la salud del hospedero, segin la OMS estos han demostrado que
pueden tener un papel fundamental en la cavidad oral y en la prevencion de la
enfermedad de caries. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto del uso
sistémico y topico del probidtico Lacticaseibacillus rhamnosus SP1 sobre la progresion
de lesiones de caries en esmalte en un modelo in situ en la cavidad oral. Un total de
4 participantes sanos, sin enfermedad de caries ni enfermedad periodontal, fueron
portadores de un aparato acrilico intra oral, localizado en la arcada superior, este
dispositivo presentaba 10 ranuras en las que se insertaron los bloques de esmalte,
previamente obtenidos de terceros molares incluidos, a los cuales se les determind
previamente su densidad mineral con Micro-CT. Los 4 participantes de dividieron en
dos grupos, estudio y control. El estudio contaba con 2 fases experimentales, la
primera, con una duracién de 14 dias, el desafio cariogénico, el cual consistia en que
cada participante debia instilar 1 gota de sacarosa al 20% cada 2 horas, 8 veces al
dia en cada bloque de esmalte. Una vez cumplidos los 14 dias, los bloques fueron
recolectados y medidos con micro-CT para luego ser huevamente aleatorizados vy
distribuidos en los dispositivos. La segunda fase de experimentacién, con una

duracion de 14 dias, los dos participantes del grupo estudio usaron el dispositivo



intraoral manteniendo el desafio cariogénico e instilaron una solucion del probidtico
L. rhamnosus SP1 de manera sistémica y tdpica, junto a la segunda aplicacidon de
sacarosa y el grupo control solamente continud con el desafio cariogénico por 14 dias.
Una vez finalizada la fase dos, se volvieron a recopilar los bloques de esmalte, y se
volvié a medir su densidad mineral con micro-CT y microdureza superficial. Las
mediciones de densidad mineral en las 3 ocasiones dieron los siguientes resultados,
inicialmente para el grupo experimental de obtuvo un valor promedio de 2,90+0,13
gr/cm?3 y 2,81+0,05 gr/cm? para el grupo control, sin diferencias estadisticamente
significativas entre ellos. Luego de la primera fase, tanto el grupo estudio como
control disminuyeron sus densidades minerales promedios, 2,38+0,14 gr/cm3 vy
2,38+0,13 gr/cm?3, respectivamente, sin diferencias estadisticamente significativas.
Una vez finalizada de la fase dos experimental, se mostraron diferencias significativas
entre el grupo estudio, expuesto a sacarosa y probidtico (2,12+0,10 gr/cm3), y el
grupo control, expuesto solo a sacarosa (2,05+0,14 gr/cm3). Respecto a la
microdureza superficial ambos grupos presentaron diferencias estadisticamente
significativas en sus promedios. El valor del grupo estudio (260,50+28,27) luego de
la fase dos fue mayor con comparaciéon con el grupo control (180,60+59,65). Se
puede concluir que la exposicion al probidtico L. rhamnosus SP1 de forma mixta
demostro un efecto benéfico/atenuante frente a los fenomenos de desmineralizacion
en bloques de esmalte cariados en un modelo de caries in situ, confirmado a través

de mediciones de densidad mineral y microdureza superficial.
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II. Marco Teodrico

2.1 Introduccion

La enfermedad de caries es la mas prevalente en el mundo y estd demostrado que
es la principal causa de la pérdida dentaria provocando un efecto en la calidad de
vida y sus diferentes dimensiones, como hablar, comer, la apariencia y en las
relaciones sociales (Luoto y cols., 2009). Esta alta prevalencia también significa que
el costo financiero mundial para tratarla es elevado (Robinson y cols., 2000). Es una
enfermedad crénica no transmisible, progresiva y multifactorial, modificada por
factores patogénicos o protectores, estd mediada por biopeliculas y es un proceso
dinamicamente alternado de desmineralizacion y remineralizacién (Wang y cols.,
2016; Wong y cols., 2017).

La caries de la primera infancia es un problema de salud publica frecuente en los
paises en desarrollo y todavia representa una carga significativa para los servicios de
salud en todo el mundo. Los datos nacionales han mostrado lo siguiente; una
prevalencia del 17% en nifos de 2 afnos, una prevalencia de 48% a los 4 afios y del
70% en nifos de 6 anos segun los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud
(MINSAL, 2010).

La terapia con probidticos para prevenir y controlar las enfermedades bucales ha
crecido notablemente en los Ultimos afnos. El pensamiento conceptual es que una
cepa efectora inofensiva se implanta en la microbiota del hospedero para mantener
o restaurar un microbioma natural mediante la interferencia y / o inhibicién de otros
microorganismos, y especialmente patégenos. Ademas, se cree que una modulacion
sistémica de parametros inmunoldgicos es parte de la interaccién. Si la interferencia
bacteriana o la bacterioterapia se aplican a la caries dental sigue siendo una cuestién
abierta. Las evaluaciones clinicas de probidticos que son especificos de la cavidad

bucal son poco frecuentes (Twetman y Keller, 2012).

Un estudio realizado por Rodriguez y cols. (2016) con el objetivo de ver el efecto de
leche suplementada con L. rhamnosus SP1 en la ocurrencia de caries en nifios con
alto riesgo cariogénico, obtuvo como resultado una disminuciéon de ésta en el grupo
estudio. También el probidtico L. rhamnosus SP1 mostré un rapido aclaramiento en

la boca cuando se detiene la ingesta de éste, por lo tanto, se sugiere una ingesta
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diaria con el fin de lograr una disminucion de la incidencia de la caries. Entre las
conclusiones de este estudio es necesario clarificar los mecanismos de accion de los

probidticos dentro de la cavidad bucal.

El objetivo de este trabajo de investigacion clinico es ver el efecto del uso del
probidtico L. rhamnosus SP1 de forma sistémica y tdpica en la progresion en lesiones

de caries de esmalte en un modelo in situ en la cavidad oral.

2.2 Caries dental con enfoque ecoldgico

El término caries dental se utiliza para describir los signos y sintomas, de una
disolucién quimica localizada en la superficie del diente causada por eventos
metabdlicos que tienen lugar en el microbiota supragingival que cubre el area
afectada. La destruccion puede afectar el esmalte, la dentina o el cemento vy
permanece durante un periodo de tiempo (Fejerskov y Kidd, 2013). Una vez
establecida, la microbiota tiene una composicién diversa, que consiste en una amplia
variedad de especies bacterianas Gram-positivo y -negativo, levaduras y otros tipos
de microorganismos los cuales cambian su composicién a medida que la ecologia de
la boca se altera. Los microorganismos orales residentes estan adaptados para
utilizar nutrientes enddgenos para el crecimiento tales como, proteinas salivales y
glicoproteinas, pero sobrepuestos a esto pueden existir ingestas repentinas e
irregulares de carbohidratos en la dieta en exceso como los azucares facilmente
fermentables —glucosa, fructosa y sacarosa. No obstante, la boca es aerdbica, las
bacterias anaerobias estrictas y las anaerobias facultativas pueden persistir dentro
de la microbiota comprendiendo un grupo mas numeroso de bacterias en estos sitios.
Los organismos tienen que adherirse firmemente a una superficie para evitar ser
arrastrados por el flujo de saliva o deglutidos. Por lo tanto, la mayoria de los
organismos se encuentran en sitios de dificil acceso para su eliminacion a través de

la saliva alrededor de la denticién (Fejerskov y Kidd, 2013).

La hipodtesis ecoldgica de la placa propone que los organismos asociados con la
enfermedad, llamados patobiontes, estan presentes en sitios sanos y en niveles bajos
en condiciones de salud. La enfermedad es el resultado de una disbiosis impulsada

por un cambio en las condiciones ambientales locales, en el caso de la caries dental,
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la disminucién del pH después de la ingesta frecuente de azucar o la disminucién del
clearance de azUcar después de la baja secrecidn salival favoreceran el crecimiento
de especies acidégenas y aciduricas (Fejerskov y Kidd, 2013). Estd estudiado que
existen diferencias sustanciales en la composicién de la microbiota que recubre las
lesiones de caries, con un enriquecimiento de las especies con un fenotipo
acidogénico y tolerante a los acidos. La cariogenicidad de las bacterias asociadas con
las caries dentales se relaciona con su capacidad para convertir rapidamente los
azUcares de la dieta en acidos organicos, reducir el pH, desmineralizar la estructura
dental y continuar proliferando y metabolizando los azlcares bajo estas condiciones
acidas. Por el contrario, muchas de las bacterias residentes beneficiosas para el
hospedero crecen preferentemente a pH neutro y no pueden crecer en condiciones
acidas. El control de la caries, como enfermedad multifactorial, requiere un enfoque
holistico de control mecanico efectivo de la microbiota y modificacién de la dieta
(Marsh, 2018).

2.3 Esmalte dental

El esmalte es un tejido acelular compuesto por 80-90% en volumen de cristales de
hidroxiapatita de calcio carbonatado. El 10-20% restante consiste en material fluido
y organico, generalmente proteico. La distribucién de estos componentes no es
homogénea, en su mayor parte relacionada con la micro morfologia especifica. Los
cristales de apatita son largos (posiblemente hasta 1 mm), 50 nm de ancho y 25 nm
de espesor, que se extiende desde la dentina hacia la superficie del esmalte. La
hidroxiapatita tiene una dureza de aproximadamente 430 KHN (dureza de Knoop) y
el esmalte 370 KHN; sin embargo, esto no solo refleja la dureza de la hidroxiapatita,
sino que también esta relacionada con la fuerza con que los cristales individuales se
adhieren entre si. Estan dispuestos en grupos de aproximadamente 1000 cristales,
en los denominados prismas de esmalte. Los espacios intercristalinos forman una fina
red de vias de difusién que a menudo se denominan microporos. Los cristales de
hidroxiapatita se disponen principalmente con sus ejes largos (c-) paralelos a los ejes
largos de los prismas. En la periferia de cada prisma, los cristales se desvian un poco
de esta orientacion, produciendo una interfaz entre prismas donde puede existir mas

espacio intercristalino formando una fina red de vias de difusion en el esmalte. Todos
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los espacios dentro del esmalte, independientemente de su tamafio, contendran
proteinas, lipidos y agua. La presencia de este componente organico modificarad
naturalmente los procesos de difusién dentro y fuera del esmalte, asi como también
modificara la reaccion de la fase mineral a los factores ambientales en la cavidad
oral. Por lo tanto, es razonable considerar el esmalte dental, incluida la micro
superficie externa, como un soélido microporoso compuesto de cristales apretados
(Robinson y cols., 2000; Fejerskov y Kidd, 2013).

La estructura estequiométrica se aprecia mas facilmente considerando la disposicion
de iones alrededor de la columna central de hidroxilo, que se extiende en la direccion
del eje C a través de los ejes largos de los cristales, pero la apatita en el esmalte y
en todos los demas tejidos mineralizados, presenta una serie de variaciones sobre
este tema. Dichas variaciones incluyen iones faltantes, particularmente calcio e
hidroxilo. También se pueden encontrar con frecuencia iones como carbonato,
fluoruro, sodio y magnesio dentro de la estructura cristalina. Tales defectos y
sustituciones tienen un profundo efecto sobre el comportamiento de la apatita,
especialmente con respecto a su solubilidad. Se ha informado que el producto de
solubilidad para el mineral de esmalte es mas alto que el calculado para la apatita
estequiométrica. La caries del esmalte en particular puede considerarse casi
exclusivamente como un proceso quimico que, dado que el esmalte es totalmente
acelular, puede considerarse que se produce sin la participaciéon de células del
hospedero. Como resultado de esto, muchas de las estrategias preventivas y
reparadoras pueden autoactivarse a través de cambios en el entorno quimico local.
El ataque acido sobre el diente es episddico, con episodios destructivos que ocurren
mas o menos continuamente. Por lo tanto, se necesitan medidas reparadoras
constantemente, es decir, el entorno debe ser monitoreado y ajustado continuamente

para mantener el proceso de remineralizacion (Robinson y cols., 2000).

2.4 Proceso de desmineralizacion y remineralizacion

Los carbohidratos fermentables son metabolizados por las bacterias del biofilm que

producen acidos organicos, principalmente acido lactico. Estos productos finales del
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metabolismo bacteriano se acumulan en la fase fluida de la biopelicula, lo que provoca

una caida del pH y la desmineralizacién de la capa superficial del diente (Zero, 1999).

Ocurre un aumento en la porosidad del esmalte, los espacios entre los cristales
guedan ensanchados y la superficie se ablanda, lo que brinda una oportunidad para
que los &cidos penetren mas profundamente en la estructura dental y se

desmineralice (Pitts y cols., 2017).

En este punto, los productos de reaccién de la desmineralizacién (calcio y fosfato) se
acumulan en la superficie del esmalte y pueden protegerlo de una mayor pérdida de
minerales. Ademas, el fluoruro disponible puede ayudar a proteger contra la

desmineralizacion de la superficie (Pitts y cols., 2017; Cate Ten y cols., 1991).

Los azuUcares son tragados y eliminados por la saliva, ésta puede devolver el pH del
biofilm a la neutralidad gracias a su capacidad amortiguadora; el calcio, el fosfato y

el fluoruro ahora remineralizan la superficie del diente (Pitts y cols., 2017).

Si las condiciones acidas se perpetuan, las caidas de pH continuaran llegando a un
punto en el que la tasa de pérdida de minerales bajo la superficie sea mayor que en
la superficie, lo que dara como resultado una lesién bajo ésta. Cuando hay suficiente
pérdida de minerales, una mancha blanca se vuelve clinicamente visible (Pitts y cols.,
2017).

Una mancha blanca se puede detener o revertir si se implementan cambios de habitos
como el alimenticio y medidas preventivas como el uso diario de pasta fluorada. Si
la caries progresa mas, se forman microcavidades en el esmalte debido al aumento
de la porosidad de la superficie, lo que corresponde clinicamente a un cédigo ICDAS
3. La lesidon superficial colapsara con el tiempo, dejando un orificio macroscépico. A
pesar de la gravedad de la lesién en este punto, aun se puede detener, pero la

cavidad permanecera (Pitts y cols., 2017).
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2.5 Probioticos

De acuerdo con la OMS los probidticos son “microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del
hospedero (FAO/WHO, 2002).

La aplicacion potencial de probidticos incluye la prevencidon y el tratamiento de
diversas afecciones y enfermedades tales como, infecciones gastrointestinales,
enfermedad inflamatoria intestinal, intolerancia a la lactosa, alergias, infecciones
urogenitales, fibrosis quistica, varios canceres, reduccion de los efectos secundarios
de los antibidticos, y en la salud bucal, como la prevencién de caries dentales,
enfermedades periodontales, mal olor bucal y muchos otros efectos que estan bajo

investigacién (Singh y cols., 2013).

Se han propuesto varios mecanismos de accidn de los probidticos, incluida una
variedad de efectos locales y sistémicos combinados que implican adhesion,
coagregacion, inhibicion competitiva, produccidon de acidos organicos y compuestos
similares a las bacteriocinas y modulacién inmunitaria (Teughels y cols., 2008;
Twetman y Keller, 2012).

Comelli y cols. (2002) describieron que, de las 23 cepas bacterianas utilizadas en la
industria lactea, Streptococcus thermophilus y Lacticaseibacillus lactis ssp. fueron las
Unicas con capacidad para integrarse en un biofilm presente en una superficie de
hidroxiapatita e interferir con el desarrollo de la especie cariogénica Streptococcus
sobrinus. Una revision sistematica de diferentes cepas probidticas sugiere que el
género Lacticaseibacillus demuestran una evidencia mas consistente de efectos
terapéuticos para la prevencidn de nuevas caries y la reduccion de éstas, que los
géneros Bifidobacterium y Streptococcus. Los efectos preventivos y terapéuticos del
género Lacticaseibacillus pueden explicarse por una reduccion en los recuentos orales
de S. mutans, lo que eventualmente conduce a una disminucién en la incidencia de

caries (Coqueiro y cols., 2018).
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Entre el género Lacticaseibacillus, L. rhamnosus SP1, también conocido como L.
rhamnosus GG, se ha convertido en una de las bacterias probidticas mas estudiadas
del mundo con décadas de uso seguro que respalda su eficacia y sus beneficios para
la salud (Vandenplas y cols., 2015; Banna y cols., 2017). En 2001, un estudio que
incluyd a 594 ninos, de 1 a 6 afos, en el cual algunos recibieron leche normal y otros
una leche suplementada con L. rhamnosus, 5 dias a la semana en las guarderias
durante 7 meses, determind que la leche que contiene la bacteria probidtica L.
rhamnosus GG tiene un efecto beneficioso sobre la salud dental de los nifos,

especialmente a la edad de 3 a 4 afios (Nase y cols., 2001).

En la actualidad, Piwat y cols. (2020) demostraron que el uso de probidticos no solo
puede prevenir lesiones de caries, sino que revertir el proceso de éstas. El estudio
consistié en dividir a niflos entre 1 a 5 aifos, en 3 grupos, uno que recibid diariamente
la leche con probidtico, otro que recibié 3 veces a la semana leche con probidtico y
el resto de los dias placebo y por ultimo un tercer grupo que recibié placebo. Hubo
tres tiempos de medicién, inicial, 6 meses y a los 12 meses. En conclusién, el
consumo diario o trisemanal de leche probidtica con la cepa L. paracasei SD1 puede
prevenir moderadamente nuevas caries, pero revertir considerablemente las lesiones
cariosas, lo que sugiere que los intervalos de dosis diarios o trisemanales son

suficientes para revertir las lesiones cariosas en niflos pequefos.

El efecto local que tienen las bacterias probidticas cuando interactian con otras
bacterias en la biopelicula y dificultan el crecimiento de los patégenos, es mediante
la produccién de perdéxido de hidrégeno, bacteriocinas y acidos organicos. Sin
embargo, los mecanismos de accién no se conocen completamente y existen informes
contradictorios sobre los efectos inducidos por los probidticos en la respuesta del

entorno oral (Twetman y cols., 2017).

Los vehiculos mas comunes para la administracion de los probidticos son los
productos lacteos, ademas de tabletas, capsulas, pastillas y gotas, todas ellas por ser
productos de facil consumo, sin embargo, no se ha establecido una dosis dptima para
el cuidado oral (Hasslof & Stecksén-Blicks, 2019).
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2.6 Modelo in situ de caries

Los modelos in situ se han estado utilizando en la odontologia durante muchos afos.
La investigacidon de caries in situ sirve como puente entre la investigacion clinica y
los estudios de laboratorio. En este tipo de investigacidon, los voluntarios usan una
férula o protesis intraoral removible que contiene muestras de investigacion. Gracias
al disefio mas flexible del experimento es posible incluir varios factores que se
involucran en el proceso de formacidon de la caries, los cuales no es posible en los
modelos in vitro (Zero, 1995; Hollanders y cols., 2018). Respecto a este experimento,
debido a que la enfermedad de caries es un proceso multifactorial, éste debid incluir
un sustrato dental (esmalte), presencia de una biopelicula con potencial cariogénico
o formacidn de ésta, presencia de carbohidratos (sacarosa al 20%) y tiempo, este
ultimo determinado por el experimento y sus fases. Una de las principales ventajas
de los modelos de caries in situ es que se sitlan en la cavidad oral y se pueden
controlar algunas de las variables experimentales, mientras que su principal
desventaja puede ser el poco nimero de voluntarios que se pueden usar durante el
experimento debido a que se realiza en humanos y ademas depende en el

compromiso de estos para su correcta ejecucién (Zero, 1995).

2.7 Planteamiento del Problema
Las enfermedades bucales son las mas comunes de las enfermedades crénicas y son
un importante problema de Salud Publica por su alta prevalencia, impacto en los

individuos y en la sociedad, y el costo de su tratamiento (Sheiham, 2005).

La caries dental es una de las enfermedades mas prevalentes tanto en niflos como
en adultos en todo el mundo (Selwitz y cols., 2007). Sin embargo, el éxito de todos
los programas de prevencién de caries se ha visto obstaculizado por su naturaleza
multifactorial. La enfermedad es el resultado de la desmineralizacidn, causada por
las interacciones de las bacterias cariogénicas, una dieta rica en carbohidratos
fermentables y componentes del hospedero, como las propiedades de los dientes y

la saliva (Fejerskov, 1997).
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Hoy en dia, la odontologia contemporanea se basa en la odontologia minimamente
invasiva, la cual se enfoca en la prevencién y remineralizacion de las lesiones de
caries en su etapa inicial. Es por esto que surge la necesidad de prevenir con mayor
eficacia la ocurrencia de esta enfermedad y el uso de probiéticos podria ser una
opcidén terapéutica que complemente los tratamientos preventivos clasicos. Como se
observd en los resultados del estudio de Piwat y cols. (2020), los probidticos
administrados de forma trisemanal o diaria, pueden tener un efecto terapéutico sobre

lesiones de caries ya establecidas, generando una reversién en éstas.

Dado lo anterior, este trabajo de investigacidn propone estudiar el efecto del
probidtico L. rhamnosus SP1 de consumo mixto (sistémico y exposicion topica) en la
disminucién de la progresidn de lesiones de caries, lo cual se realizara determinando
la densidad mineral y dureza superficial en bloques de esmalte con una lesion de
caries insertados en un modelo in situ de caries. La pregunta de investigacion que se
plantea es: ¢(Existe un efecto benéfico/protector del probidtico Lacticaseibacillus
rhamnosus SP1, administrado de forma mixta (sistémico y exposicion topica), sobre

la progresion de lesiones se caries de esmalte en un modelo in situ de caries?
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III. HIPOTESIS.
El uso de Lacticaseibacillus rhamnosus SP1 de forma mixta (sistémico y exposicidn
topica) tendra una disminucién en la progresién en lesiones de caries de esmalte

inducidas en un modelo in situ en la cavidad oral.

IV. OBJETIVO GENERAL.
Establecer el efecto del uso mixto del probidtico Lacticaseibacillus rhamnosus SP1
sobre la progresion de lesiones de caries en esmalte inducidas en un modelo in situ

en la cavidad oral

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar la progresién de lesiones de caries en esmalte (densidad mineral
y dureza superficial) en un modelo in situ en la cavidad oral en un grupo de
estudio al consumir el probidtico Lacticaseibacillus rhamnosus SP1 de forma
mixta (sistémica y tépica).

2. Determinar la progresién de lesiones de caries en esmalte (densidad mineral
y dureza superficial) en un modelo in situ en la cavidad oral en un grupo control
sin consumir probidticos.

3. Comparar resultados del grupo de estudio y el grupo control, en sus valores
de dureza superficial y densidad mineral en el modelo in situ en la cavidad

oral.
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VI. MATERIALES Y METODOS.

6.1 Tipo de estudio:

El tipo de estudio que se realizd en esta investigacion fue experimental in situ. Los
modelos de caries in situ implican el uso de aparatos u otros dispositivos intraorales
gue crean condiciones definidas que simulan el proceso de caries dental, entonces en
este trabajo se generaron lesiones de caries en 40 muestras de esmalte humano
insertos en unos dispositivos intra orales removibles, que estuvieron en la boca de
los sujetos, las cuales fueron sometidas mediante instilacion, a sacarosa al 20%, 8
veces al dia cada 2 horas, durante 14 dias, para generar lesiones de caries artificiales.
En la segunda fase del experimento con una duracidon de 14 dias, los participantes
del grupo experimental usaron el dispositivo intraoral manteniendo el desafio
cariogénico e instilaron 1 gota del probiético de manera tépica en cada bloque vy
ademas consumieron una solucion de 150 mL de agua con 108 UFC/mL del probidtico
L. rhamnosus SP1 de manera sistémica, junto a la segunda aplicacidon de sacarosa y
el grupo control solamente continué con el desafio cariogénico por 14 dias.
Finalmente, se determind el efecto del probidtico L. rhamnosus SP1 en la progresion
de la lesion de caries, mediante microdureza superficial (microindentador de Vickers)

y densidad mineral (Micro-CT).

6.2 Muestra:

Los sujetos portadores de los aparatos intra orales fueron voluntarios de la facultad
de Odontologia de la Universidad de Chile.

La muestra consiste en muestras de esmalte humano de terceros molares incluidos
de personas intervenidas en el Instituto Nacional de Ortodoncia.

Para el cdlculo del tamafio de muestra, se decidid que el tamafio de muestra que se
ajusta mejor al modelo se lograba cuando se utilizaba la medicién de microdureza
superficial (Seguel, 2020). Se considerd un riesgo alfa de 0,05 y un riesgo beta de
0,2 en un contraste bilateral. Se asume una desviacién estandar comun de 15,3 (Colil
Orellana, 2019), con una tasa de pérdidas de seguimiento del 5%, y un poder
estadistico de 80%. Se necesitan 20 unidades de observacidon correspondientes a

bloques de esmalte en cada grupo para detectar una diferencia igual o superior a 15
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unidades de microdureza de Vickers. El nimero final de unidades de observacién

fueron de 40.

Las muestras se dividieron en dos grupos en la fase experimental:
-Grupo A estudio: 20 muestras de esmalte que fueron divididas
equitativamente en 2 sujetos voluntarios portadores del dispositivo intra oral,
las cuales se sometieron a una solucién de sacarosa y a una soluciéon con el
probidtico L. rhamnosus SP1 de forma mixta.
-Grupo B control: 20 muestras de esmalte que fueron divididas
equitativamente en 2 sujetos voluntarios portadores del dispositivo intra oral,

las cuales se sometieron a la solucidon de sacarosa.

6.3 Consideraciones éticas:
6.3.1 Donacion del tercer molar

Se informé acerca del motivo del uso de sus dientes en el proyecto de investigacién
y una vez informado, los que quisieron donar, firmaron un consentimiento informado

en el cual acepta el uso de estos para motivos de investigacién (Anexo 4).
6.3.2 Sujetos portadores de dispositivo intra oral removible.

Se obtuvo el consentimiento informado de cada sujeto antes de la participacién en la
investigacién en el cual se expliquen los objetivos, importancia, relevancia,

procedimientos por realizar y posibles complicaciones del proyecto (Anexo 2).

Los sujetos fueron voluntarios y participantes informados del proyecto de
investigacién, los cuales fueron seleccionados a través de métodos de inclusion y

exclusién mostrados en el punto 6.5.

Todo el protocolo del proyecto de investigacidon fue presentado al Comité de Etica
Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile previo al inicio de

este (Anexo 3).
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Todo el proceso cumplié con los cuatro principios basicos de la bioética: autonomia,

no maleficencia, beneficencia y justicia.

6.4 Preparacion de los bloques de muestras de esmalte humano

Primero se obtuvieron los dientes del Instituto Nacional de Ortodoncia, estos son
terceros molares incluidos que no han tenido contacto con la cavidad oral. Los
pacientes firmaron un consentimiento informado en el cual se entregd informacién
acerca del uso de sus dientes para fines de investigacién (Anexo 4). Los dientes en
el momento de su extraccidon se almacenaron en una solucién de timol al 0,2% y pH
7 para ser conservados hasta el dia de su uso. Estos fueron guardados hasta 2 meses

como maximo (Cury y cols., 1997).

Obtencion de los bloques de esmalte (3 x 3 x 3 mm): Se obtuvieron del tercio medio
coronal de los dientes (Ver Figura 1), estos fueron 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, montado en una pieza de

mano y se obtuvieron 40 muestras divididas en dos, para el grupo estudio y control.

Luego, los bloques de muestras de esmalte fueron esterilizados por autoclave a vapor
por 20 min. a 120°C.
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Figura 1. En el esquema se observa desde qué parte del esmalte se obtuvieron los

bloques, el cual fue del tercio medio coronal.

6.5 Seleccion de voluntarios y preparacion de los aparatos

Criterios de inclusion

Minimo de 22 piezas dentales.
Pacientes tipo ASA 1.
Edad 18-35 aios.

COPD <S8.

Criterios de exclusion

Hiposialia.
Fumadores.

Embarazo.

Portadores de aparatos intraorales.

Enfermedad periodontal.

Registro

Ficha clinica
Auto reporte.
Auto reporte.

Ficha clinica

Registro

Ficha clinica
Auto reporte
Auto reporte

Ficha clinica

Ficha clinica
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Lesiones de caries activas o cavitadas. Ficha clinica

Uso de antibioticos o antifangicos o Auto reporte
antisépticos bucales 6 meses antes.

Edéntulos. Ficha clinica

Cada voluntario fue evaluado y registrado por la ficha clinica establecida (Anexo 1).

Preparacion del dispositivo intra oral removible

El disefio corresponde a un dispositivo intraoral removible maxilar confeccionado en
acrilico de termo polimerizacion, con dos plataformas ubicadas en la zona vestibular

de los molares superiores y una superficie en la region anterior del paladar.

El modelo para su fabricaciéon se realizé a partir de una impresién maxilar de alginato
con cubeta de stock y técnica convencional, cuyo vaciado fue en yeso piedra

inmediatamente posterior al retiro de boca.

La confeccién fue realizada en un laboratorio con instrucciones especificas; el
dispositivo conté con 4 ranuras de 4x4x4 mm ubicadas en la zona vestibular de
molares, 6 ranuras de 4x4x4 mm por palatino: 4 en la zona de molares, 1 en zona

de premolares y 1 ranura en la zona media palatina (Ver figura 2).

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 acumulacién de placa o biopelicula (Cury y cols., 1997).
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Los bloques fueron numerados del 1 al 10 desde la zona mas posterior derecha
vestibular a la zona mas posterior derecha palatina yendo de izquierda a derecha por
vestibular y de izquierda a derecha por palatino, siendo nominada la muestra media

palatina como la nimero 7.

Figura 2. Dispositivo intraoral con bloques de esmalte. Aparato usado por los

voluntarios.

6.6. Desarrollo estandarizado de lesiones de caries

Esta parte del estudio experimental in situ, se desarrolld en una fase de 14 dias de
duracion. En ese periodo a cada una de las muestras se le aplicd una gota de sacarosa
al 20% como desafio cariogénico, cada 2 horas hasta lograr 8 aplicaciones diarias
(Cury y cols., 1997). La aplicacién se realizd6 con un gotario fuera de boca, tras lo
cual el voluntario esperd 5 minutos para volver a introducir el dispositivo (Tobar,

2021) (Ver figura 3). Luego se aleatorizaron en los grupos estudio y control.
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Figura 3. Desafio cariogénico. Instilacién de una gota de sacarosa al 20% cada 2
horas 8 veces al dia sobre los bloques de esmalte.

6.7. Modelo experimental

~

Preparacion de los chips de esmalte

Corte de terceros molares incluidos

Toma de impresion, vaciado en yeso

Seleccion y confeccién de aparatos intraorales piedra y mandar orden de laboratorio.

Aplicaciéon a chips de esmalte, mediante

Desarrollo de lesiones de caries

instilacion, sacarosa al 20% cada 2 horas
8 veces por dia durante 14 dias.

Fase 2 \
Aleatorizacion de los grupos de control y experimental ] e
Grupo Estudio: Toma de probidtico

Lacticaseibacillus rhamnosus SP1 de
Besermalls de B fnemenedn fqrma mixta (topica y sistemica) por 14
dias. Grupo control: toma de sacarosa

Medicién de microdureza y contenido mineral Uso de microindentador de Vickers y
Micro-CT.
Recopilacion y analisis de datos

~

N—

6.8 Intervencion
El experimento in situ consistié en la medicién en la progresion de lesiones de caries
al usar el probiodtico Lacticaseibacillus rhamnosus SP1 de forma tdpica y sistémica,

es decir, de manera mixta, la cual es la forma habitual de consumo de probidticos.
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Una vez realizados los dispositivo intra oral removible y probadas en boca de los
voluntarios, se hizo una induccién acerca de la intervencion a realizar, en donde se
entregd toda la informacion acerca de ésta y un documento el cual firmaron una vez

finalizada la induccion.

El desarrollo de la intervencion fue en dos fases de 14 dias cada una:

Fase 1, el desafio cariogénico, los participantes usaron el dispositivo intraoral durante
todo el dia exceptuando las comidas e higienizacion. Para generar la lesion de caries
instilaron sacarosa al 20% cada 2 horas con un total de 8 aplicaciones al dia, durante
14 dias a todas las muestras de esmalte. Luego se recopilaron todas las muestras y
se midi6 su densidad mineral, el cual fue util para evaluar si hubo o no
remineralizacion. Se usé el equipo SKYSCAN1272 de Bruker® usando el software
SkyScan Data Viewer, CTan y CTvox3D para visualizar los cortes y las
reconstrucciones en tres dimensiones de los bloques de esmalte para ver el contenido

mineral.

En la segunda fase, también con una duracidon de 14 dias, se produjo la exposicién al
probidtico. Para el grupo estudio, se continud con el desafio cariogénico y se sumé la
aplicacién mixta del probidtico. Cada participante prepard una soluciéon en 150 mL de
agua con una dosis de Lacticaseibacillus rhamnosus SP1 de 108 UFC/mL y junto a la
segunda aplicacion de sacarosa tuvieron que aplicar una gota en cada bloque de
esmalte y luego se tomaron el resto de la solucion con el dispositivo intraoral fuera

de boca. El grupo control continué con el desafio cariogénico exclusivamente.

Pasado los 14 dias de la fase 2, se recopilaron todos los bloques de esmalte para
realizar las mediciones de micro dureza y contenido mineral de estos nuevamente.
Para el primero se usé microindentador de Vickers Struers Duramin (USA) ubicado
en el Laboratorio de Ciencias de los Materiales de la Facultad de Ingenieria de la

Universidad de Chile con una carga de 1,961 Newton (N) por 10 seg.
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Nombre Definicion conceptual | Definicion Tipo de | indicador
variable operacional variable vy
su
naturaleza
Microdureza | Grado de solidez | Ensayo de dureza Continua Media con
producida por la | Vickers: una carga de Dependiente | desviacién
cohesién existente entre | 1,961 Newton (N) Cuantitativa | estandar
sus particulas y su|durante 10 seg. se
medicidn, se basa en la | aplica sobre la muestra
capacidad del material a | a estudiar, dejando
resistir deformacion | una huella en forma de
permanente frente al|rombo y que, a través
contacto de un | de sus diagonales,
indentador. calcula
automaticamente la
microdureza Vickers a
razon de la siguiente
formula: VH = 1,854 x
F x 103 /d?
Densidad Cantidad de material | Micro-CT es una técnica | Continua Media con
Mineral inorganico por unidad de | que logra la formacién | Dependiente | desviacion
dental area presente en un|de imagenes | Cualitativa estandar
tejido, en este caso, | microscépicas y
esmalte dentario. tridimensionales de
rayos X en alta
resolucion, las

imagenes reconstruidas

procesadas muestran la
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estructura interna de
un objeto de forma no
destructiva sin la
necesidad de
tratamiento,

recubrimiento o vacio
(Singhal y cols., 2013).

6.10 Medicion de los resultados
6.10.1 Mediciones densidad mineral

Los bloques de esmalte fueron escaneados en el equipo SKYSCAN1272 de Bruker®
de alta resolucién en tres ocasiones, previo a la fase 1, terminada la fase 1 vy

terminada la fase 2.

Las secciones de imagenes digitales fueron obtenidas con las siguientes condiciones
de irradiacidon: 65 kV; 692 uA; 1 mm de filtro de Aluminio; 51.489000 um de tamano
de pixel, 360° de rotacion al paso 0,25; tiempo de exposicion de 36 ms con una

camara de 7,5 megapixeles (Schwass y cols., 2009).

Una vez obtenidas las imagenes, se utilizd el software SkyScan Data Viewer, CTan y
CTvox3D para visualizar los cortes y las reconstrucciones en tres dimensiones de los

bloques de esmalte.

La calibracién del nivel de gris se logré utilizando el esmalte de las muestras control
como guia para determinar los valores de densidad mineral de diferentes partes del
diente. Se utilizé el software CTan para medir la densidad mineral de las muestras.

6.10.2 Mediciones dureza superficial

Una vez terminada la fase 2, la dureza superficial se midié con un microindentador

de Vickers Struers Duramin (USA) (Figura 4) ubicado en el Laboratorio de Ciencias
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de los Materiales de la Facultad de Ingenieria de la Universidad de Chile. Se utilizd
una carga de 200 g (1,961 N) por 10 seg a las muestras de esmalte, realizando 3
indentaciones distribuidas de manera aleatoria, las cuales se promediaron y se

obtuvo el resultado para cada grupo.

La férmula que se usara sera la siguiente:
Microdureza Vickers (VH) = 1,854 x F x 103
/d?

HV: microdureza de Vickers.

F: test de carga aplicada (N).

d: promedio de las diagonales de la

I ‘_

| —
Figura 4. Microindentador de

Vickers Struers Duramin (USA).

6.12 Plan analisis de datos

Se hizo auditoria de base de datos por un solo operador, se utilizé Excel Office 2012
para Windows para la recopilacion de datos. Luego se realizd una prueba T-test
(Student s T-Test) para valores paramétricos y Wilcoxon rank-sum test para valores
no paramétricos. Se desarrolldé un andlisis descriptivo de los datos de microdureza y
densidad mineral de la muestras de cada grupo. Se compard medias y medianas, se
consideraron diferencias significativas si el valor del p-value obtenido es igual o

menor a 0,05.
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VII. RESULTADOS.

El nimero total de voluntarios fue de 4, los cuales completaron en su totalidad el
estudio, donde hubo solo una muestra perdida (bloque de esmalte). El total de las
muestras fueron recolectadas luego del término de cada fase y medidas en Micro-CT
para determinar la densidad mineral de éstas y en el microindentador de Vickers para
medir su microdureza superficial. Todos los voluntarios fueron supervisados
diariamente si cumplieron correctamente con el protocolo durante todo el

experimento (Anexos 6y 7).

7.1 DENSIDAD MINERAL

Antes del inicio de la fase 1, los bloques de esmalte fueron escaneados por Micro-CT
para cuantificar la densidad mineral inicial, luego fueron instalados en los dispositivos
intraorales y entregados a los 4 voluntarios para iniciar la formacion de lesiones de
caries (fase 1). Una vez terminada esta fase, se recolectaron los blogues de esmalte,
se volvié a medir por Micro-CT cada uno de ellos para cuantificar su densidad mineral
luego de ser expuestos a sacarosa. Se aleatorizaron los bloques y se volvieron a
entregar a los voluntarios para iniciar la fase 2. Terminada ésta, se recolectaron
nuevamente todos los bloques de esmalte, dividiendo estos en dos grupos, estudio
(probidtico/sacarosa) y control (sacarosa) y se volvié a medir cada uno en Micro-CT,
utilizando cédigo de colores para poder observar las densidades minerales y la

distribucion de esta en el esmalte.

La tabla N°1 es un analisis descriptivo que muestra los valores de la densidad mineral
(BMD1) por Micro-CT, antes de la primera fase del estudio, eso quiere decir antes de

la formacion de la lesion de caries.

Tabla N°1. Promedio y desviacién estandar de la densidad mineral (BMD1) medida

por Micro-CT, segun cada grupo de la muestra, antes de la primera fase de estudio.
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GRUPOS DE ESTUDIO MEDIA INICIAL DESVIACION N
BMD1 (GR/CM3) ESTANDAR
ESTUDIO 2,9 0,13 19
CONTROL 2,81 0,05 20
p>0,05.

El andlisis inicial de la media de Bone Media Density (BMD) de los 2 grupos de estudio,
se realizdé con T-test, esto considerando que los datos se distribuyen de manera

normal. Las diferencias no son significativas al comparar los dos grupos entre ellos.

La tabla N°2 es un analisis descriptivo que muestra los valores de la densidad mineral
(BMD?2) por Micro-CT, luego de la primera fase de estudio, que consistié en formar la

lesion caries.

Tabla N°2. Promedio y desviacion estandar de la densidad mineral (BMD2) medida
por Micro-CT, segun cada grupo de la muestra, luego de la primera fase de estudio

(formacion de la lesién artificial).

GRUPOS DE ESTUDIO MEDIA BMD2 (GR/CM3) DESVIACION N

ESTANDAR
ESTUDIO 2,38 0,14 19
CONTROL 2,38 0,13 20

p>0,05.

El andlisis inicial de la media de Bone Media Density (BMD) de los 2 grupos de estudio,
se realizd con T-test, esto considerando que los datos se distribuyen de manera

normal. Las diferencias no son significativas entre ellos.

La tabla N°3 es un analisis descriptivo que muestra los valores de la densidad mineral

(BMD3) por Micro-CT, terminada la fase dos del estudio experimental.
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Tabla N°3. Mediana y desviacion estandar de la densidad mineral obtenida (BMD3)

por Micro-CT, luego de la segunda fase de estudio (probidtico y/o sacarosa).

GRUPOS DE ESTUDIO MEDIANA DESVIACION N
BMD3 ESTANDAR
(GR/CM3)
ESTUDIO 2,12% 0,10 19
CONTROL 2,05% 0,14 20
*p<0,05

El analisis de comparacién de 2 grupos de estudio se realizé con Wilcoxon rank-sum
test considerando la distribucion anormal de los datos. Se muestran diferencias

significativas luego de realizar el andlisis comparativo entre ambos grupos.

A)

Figura 5. Imagenes obtenidas mediante Micro-CT con el software Ctan.A
correspondientes a las muestras de esmalte y su densidad mineral en las distintas

fases del estudio (voltaje de 50 kv y fuente de corriente de 1005 uA).

A) BMD1 del blogue de esmalte sano. B) BMD2 después de la primera fase de estudio

(desafio cariogénico). C) BMD3 posterior a la segunda fase de estudio expuesto a



34

probiético. D) BMD2 primera fase de estudio, bloque de esmalte (control). E) BMD3

del bloque de esmalte control expuesto a sacarosa.
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Figura 6. Valores de densidad mineral de BM1, BM2 y BM3 de las muestras en cada

fase del experimento para los bloques de esmalte segin grupo.

Se muestran diferencias significativas entre la densidad mineral BM3 (azul) entre los

grupos estudio y control.

7.2 MICRODUREZA SUPERFICIAL

La tabla N°4 es un andlisis descriptivo que muestra los valores de microdureza

medido por Microindentador de Vickers Struers Duramin.

Tabla N°4. Andlisis descriptivo, se observan valores de la microdureza superficial

(MDS3) en durémetro, una vez terminada la fase 2.
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GRUPOS DE MEDIA MDS3 DESVIACION ESTANDAR N

ESTUDIO

ESTUDIO 260,50%* 28,27 19

CONTROL 180,60%* 59,65 20
*p<0,05

Se realizé la comparacion de ambos grupos con el test Wilcoxon rank-sum,
considerando la distribucion anormal de los datos. Se muestran diferencias

significativas luego de realizar el analisis comparativo entre ambos grupos, P<0,05.



36

VIII. DISCUSION

En este trabajo de investigacion a través de un modelo in-situ de caries, se expuso a
2 de 4 voluntarios, como grupo estudio, a la ingesta del probidtico L. rhamnosus SP1
de forma mixta, eso quiere decir de manera tdpica y sistémica, durante 14 dias.
Mientras que a la otra mitad, se expuso solo a sacarosa, como grupo control. Se
obtuvo un total de 39 bloques de esmalte como muestra, los cuales fueron divididos
en dos grupos, el grupo control (20) y el estudio (19) estos fueron analizados en 3
momentos para evaluar su densidad mineral, previo a la formacién de las lesiones de
caries, posterior a la formacién de las lesiones de caries y posterior a la administracion
del probidtico de forma mixta, en esta ultima también se evalud la microdureza
superficial de los bloques de esmalte. Con estos resultados fue posible evaluar los
efectos del probidtico de uso mixto sobre la progresion de lesiones de caries en el
esmalte dental. Se perdidé solamente 1 bloque de esmalte durante todo el estudio, lo
cual es menos del 5% establecido como margen por lo que los resultados obtenidos

no se vean alterados.

Con respecto a las imagenes obtenidas por microtomografia computada (Micro-CT),
estas permitieron estudiar de forma tridimensional y no destructiva los bloques de
esmalte sometidos al experimento, entregando resultados cualitativos y cuantitativos.
Antes de iniciar el proceso de formacién de las lesiones de caries, se realizd la primera
medicion de densidad mineral de los grupos estudio y control, los cuales comenzaron
con 2,9040,13 gr/cm® vy 2,81+0,05 gr/cm3, respectivamente, sin diferencias
estadisticamente significativas. Estos valores fueron similares a los reportados por
Dowker, entre 2,60 gr/cm3vy 3,10 gr/cm? en esmalte sano (Dowker y cols., 2003).
Estos resultados eran esperables ya que los bloques de esmalte fueron obtenidos de
terceros molares incluidos que no tuvieron contacto con la cavidad oral. Entre las
ventajas que tiene el uso del Micro-CT es que permite caracterizar y observar los
cambios estructurales que ocurren en la densidad mineral de la lesidon de caries sin la

necesidad de seccionar o preparar la muestra.
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Los resultados cuantitativos de la densidad mineral terminada la fase 1 resultaron en
la estandarizacién de la formacién de lesidn caries in situ, ya que los resultados de la
media en ambos grupos, control y estudio fue de 2,38 gr/cm3, sin diferencias
significativas entre ambos grupos, coincidiendo con los valores obtenidos por Dowker
(2,1-2,7 gr/cm3) y Seguel (2,54+0,22 gr/cm?3) (Dowker y cols., 2003; Seguel, 2020).
Esta disminucion en la densidad mineral de los bloques de esmalte evidencia que
efectivamente se pudo estandarizar la formacion de lesiones de caries en modelos in
situ y que el estar todos en un mismo nivel de desmineralizacion, permitidé poder
aleatorizar de mejor forma cada bloque para poder iniciar la fase 2 experimental y asi
poder comparar de mejor manera los efectos del probidtico aplicado de manera mixta
en la densidad mineral de un esmalte ya desmineralizado. Ademas, actualmente no
existe evidencia cientifica publicada que haya evaluado mediante Micro-CT el efecto
de probidticos en modelos in situ en la superficie del esmalte dental desmineralizado,
por lo tanto no se pueden hacer comparaciones de estos resultados, sin embargo se
abre la posibilidad de usar esta metodologia en las préximas investigaciones que se

utilice tejido desmineralizado y no esmalte sano.

Una vez terminada la fase 2, se observaron diferencias significativas, entre el grupo
control (2,05+0,14 gr/cm3) expuesto a sacarosa y el grupo experimental (2,12
+0,10gr/cm?3) expuesto al probiodtico y sacarosa, este ultimo presentd mayores valores
de densidad mineral. Por lo que se puede evidenciar una tendencia a la disminucion
del proceso de caries dental en los sujetos del grupo experimental que fueron
expuestos al probidtico de forma mixta. No obstante, estos resultados indican que el
probidtico L. rhamnosus SP1 al ser administrado de esa manera no detiene el proceso
de formacién de lesion de caries, mas bien tiene un efecto reductor, disminuyendo la

cantidad de mineral que se perdid en el mismo periodo de tiempo que el grupo control.

La medicion de microdureza que se utilizé en esta investigacion, es un método
confiable para recopilar informaciéon sobre cambios en el contenido mineral de los
tejidos dentales (Mandava y cols., 2017). Los valores de microdureza superficial
obtenidos en este estudio revelaron que el valor promedio de las muestras de esmalte

del grupo experimental sometido al probidtico, de forma mixta, junto a la sacarosa es
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superior (260,50+28,27) al valor promedio del grupo control solamente expuesto a
sacarosa (180,60+59,65), llegando a ser esta diferencia estadisticamente
significativa. Esto indica que en el grupo estudio debido a que hubo una menor pérdida
de minerales presenta una mayor microdureza superficial al ser expuestos de manera
mixta al probidtico L. rhamnosus SP1. No obstante, los valores de microdureza
superficial del grupo experimental son menores al de esmalte sano (390,69+11,90)
(Palti y cols., 2008), indicando nuevamente que la exposicién del tejido cariado al
probidtico de forma mixta tiene un efecto atenuante de la progresion de formaciéon de
la lesion de caries. Al realizar una comparacién de los resultados obtenidos por otros
trabajos de investigacion realizados afios anteriores los cuales utilizaron el mismo
método de formacion de caries in situ , los resultados de microdureza del grupo control
son parecidos (Seguel, 2020; Azan 2019; Colil, 2019).

El principal motivo por el cual no se realizaron mediciones de microdureza previo a la
fase 1 y fase 2 es que luego de usar el microindentador de Vickers sobre las muestras
de esmalte, éstas ya no se pueden usar para otros estudios debido que su superficie
externa se dana por las fuerzas que se aplican con el microindentador de Vickers. Lo
que se pudo haber hecho, era aumentar el tamafo muestral y destinar algunas de las

muestras a ser medidas previo a la fase 1 y otra previo a la fase 2.

Entre los beneficios que conlleva el uso de un modelo in situ de caries es poder
reproducir y simular condiciones intraorales no controladas, incorporando los
parametros experimentales controlados que se quieren estudiar (Jablonski y cols.,
2020). Como existen beneficios también tiene importantes limitaciones al momento
de usar este tipo de modelo, por ejemplo, el compromiso de los voluntarios, ya que
requieren monitoreo diario debido a que el estricto complimiento de los participantes
en este estudio in situ era determinante para poder obtener resultados confiables.
Ademas, conseguir voluntarios que quieran participar debido a que el uso de una placa
removible durante un periodo casi de un mes es algo que haria dudar la participacién
de un estudio experimental, esto se podria mejorar acortando los tiempos de éste.
Por lo tanto, para poder realizar un estudio in situ se requiere a un equipo de trabajo

muy minucioso y comprometido, tener buena comunicacién con los voluntarios y que
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estos estén igual de comprometidos con el estudio para finalizar éste de manera

exitosa.

El uso de probidticos para la prevencién y tratamiento de enfermedades en la cavidad
oral ha sido respaldada por muchos estudios en los ultimos afios (Teughels y cols.,
2008; Twetman y cols., 2012; Seminario-Amez y cols., 2017). Un problema es que
los diversos mecanismos de accién de los probidticos no se conocen por completo. En
general, se cree que existen efectos locales y sistémicos combinados que involucran
la adhesién, la coagregacion, la inhibicion competitiva, la produccién de Aacidos
organicos y compuestos similares a la bacteriocina, y la inmunomodulaciéon (Teughels
y cols., 2008). Otros probidticos muestran adhesién y colonizacién (al menos
transitoria) del cuerpo humano, lo que puede aumentar su tiempo de retencion,
facilitando asi una actividad probidtica prolongada (Fierro Monti y cols., 2017). En
consecuencia, la composicién y la actividad metabdlica de la biopelicula oral pueden
modificarse temporalmente. Los efectos de las bacterias probidticas parecen
especificos segun la cepa, y no se puede aplicar directamente a otras cepas. Ademas,
las mismas cepas pueden tener un efecto diferente en diferentes individuos (Twetman,
2012).

Estudios afirman que las cepas de probidticos pueden detectarse en la saliva durante
su consumo, pero cuando cesa el consumo, desaparecen de la cavidad bucal en pocas
semanas. Algunos de los estudios fueron ensayos clinicos a corto plazo (dias o
semanas), y otros estudios a largo plazo (de seis meses a un afo). Utilizaron
diferentes vehiculos (tabletas, leche, helado, queso y dulces) y trabajaron con
diferentes grupos de edad (Marttinen y cols., 2012; Ashwin y cols., 2015; Nishihara y
cols., 2014).

Se utilizd la cepa probidtica L. rhamnosus SP1 debido a la evidencia cientifica
publicada anteriormente, donde ésta tuvo propiedades contra bacterias cariogénicas
en ensayos clinicos randomizados, en donde hubo una disminucion en el desarrollo de
caries cavitadas en el grupo tratado con el probidtico, esta intervencion demostro

efectividad del probidtico pero aun no esta claro la dosis exacta, el tiempo efectivo de
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tratamiento, ni el mejor vehiculo para llevar a cabo procedimientos experimentales y
poder maximizar su efecto protector/atenuante (Rodriguez y cols., 2016). Al igual que
aun se desconoce si es la cepa mas efectiva contra la enfermedad de caries, faltan

mas estudios al respecto y profundizacion del tema.

Respecto a los resultados obtenidos en trabajos de investigacién en paralelo, con la
misma metodologia pero distintas formas de aplicacion del probidtico, sistémico y
topico, se observaron resultados similares a los descritos en éste experimento, lo que
indicaria que no existe una forma de aplicacion con mayor efectividad sino que el
resultado radica en la aplicaciéon del probidtico como tal (Mufioz, 2022; Naveillan,
2022).

El presente estudio, luego de todos los analisis realizados, ha contribuido que el
probidtico L. rhamnosus SP1, administrado de forma mixta, es efectivo en atenuar la
desmineralizacién de lesiones de caries ya existentes, asi ralentizando el avance de

éstas y también la formacién de una cavidad en esmalte.
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IX. CONCLUSIONES

Los resultados demostraron que el probidtico L. rhamnosus SP1 administrado de
forma mixta, tépico y sistémico, tiene un efecto benéfico/atenuante frente a la tasa
de progresion de desmineralizacion del esmalte en el proceso de formacion de la lesidn

de caries.
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Anexos

Anexo 1: Ficha Clinica

Evaluaion de voluntarios para participacion en trabajo de investigacion titulado
“Efecto del uso del probiotico Lactobacillus rhamnosus SP1 de forma

topica y sistémica en la progresion en lesiones de caries de esmalte en

un modelo in situ en la cavidad oral”

Nombre: Rut:
Edad: Sexo: ™M) (F
Teléfono: Fecha de nacimiento:

Anamnesis

1. Antecedentes morbidos:

2. Antecedentes quirirgicos (Fecha, diagnostico,

procedimiento, complicaciones):

3. Alergias:

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

5. Hébitos
- Tabaco:
- Alcohol:

- Drogas:

- Controles odontoldgicos (frecuencia, fecha

ultimo control)

6. Higiene Oral:

- Frecuencia del cepillado:

- Ocasion:
- Tipo de cepillo:
- Pasta:

- Enjuague

Examen Intraoral
Apreciacion periodontal
e Gingivitis: ()
e Periodontitis: ( )

- Denticién
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Anexo 2: Consentimiento informado voluntarios

Universidad de Chile
Facultad de odontologia

Carta de Consentimiento Informado

A través de este presente declaro y manifiesto libre v espontaneamente, v en consecuencia acepto que:

1. He leido y comprendido toda la informacion anteriormente entregada y mis preguntas han sido

respondidas.

He sido informado y comprendo la necesidad v fines de ser atendido.

Tengo el conocimiento del procedimiento a realizar.

El procedimiento no tiene riesgo alguno para mi salud.

Conozco los beneficios de la investigacion.

Demas de esta informacion que he recibido, seré informado(a) en cada momento y al requerimiento

de la evolucion de mi proceso, de manera verbal y/o escrita si fuera necesario y al criterio del

investigador.

7. Autorizo a usar mi caso para investigacion y para ser usado como material audio visual, protegiendo
mi identidad.

8. También comprendo que en cualquier momento v sin necesidad de dar explicacion alguna puedo
revocar el consentimiento.

9. En caso de cualquier duda puedo acudir a Sergio Livingstone 943—Independencia; Santiago de lunes
a viernes en el horario comprendido entre las 8:00 y 17:00. En el periodo en la investigacion y hasta 6
meses después de concluida esta.

10. Si Ud. Desea consultar sobre los derechos como sujeto de investigacion o piensa que estos han sido
vulnerados puede dirigir al representante del Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile: Prof. Dr. Eduardo Fernandez, al teléfono 29781742, en el horario de oficina o
al mail cec.fouch@odontologia.uchile.cl.

S

Doy mi consentimiento al investigador y al resto de colaboradores, a realizar el procedimiento diagnostico’
pertinente, PUESTO QUE SE QUE ES POR MI PROPIO INTERES.

Identificacidn paciente

Nombre:

Rut:

Fono:

Firma:

Fecha:

Seccion para llenar por el investigador principal

He explicado al Sr.(a) la naturaleza de la investigacion, le he explicado
acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas y he preguntado




si tiene alguna duda. Acepto que conozco la normativa vigente para realizar la investigacion con seres
humanos y me apego a ella.

Nombre del investigador principal

Nombre:

Rut:

Fono:

Fima:

Fecha:

Nombre del Director del establecimiento de investigacion o de su representante

Nombre:

Rut:

Fono

Firma:

Fecha:
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Anexo 3: Aprobacién comité de ética

W Ed-24 Agosta 2017

\

PACULTAD DF | COMITE ETICO
OEONTOLOGIA CIENTIFICO

ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

INFORME N°:2016/30

Acta de Aprobacién de Proyecto FIOUCH fitulado “Efecto del consumo de
probiético Lactobacillus rhamnosus en formatos sistémico y tépico en la
morfologia, diversidad y composicién del biofilm bucal. Modelo in situ de
caries.” Versiéon 11/2016.

1. Miembros del Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile participantes en la aprobacién del Proyecto:

Dr. Eduardo Ferniandez Dr. Marco Cornejo Dra. Weronika Weil
Presidente CEC Vicepresidente CEC Miembro Permanente CEC
Sra. Paulina Navarrete Sr. Roberto La Rosa Dr. Rodrigo Cabello

Miembro Permanente CEC Miembro Permanente CEC Miembro Permanente CEC

Dr. Alfredo Molina Dra. Paola Llanos Dr. Juan Estay
Miembro Permanente CEC Miembro Permanente CEC  Miembro Permanente CEC

Sra. Rebeca Galarce Dra. Viviana Toro
Representante de la Comunidad Miembro Alterno CEC
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Ed-24 Agosio 2017

2. Fecha de Aprobacién: 03/05/2017

Titulo completo del proyecto: “Efecto del consumo de
probidtico Lactobacillus rhamnosus en formatos sistémico y tépico en la
morfologia, diversidad y composicién del biofilm bucal. Modelo in situ de
caries.” Versién 11/2016.

3. Investigador responsable: Dr. Gonzalo Rodriguez Martinez

4. Institucién Patrocinante: Facultad de Odontologia — Universidad de Chile

o
.

Documentacién Revisada:

Proyecto

Consentimiento Informado (CI)

Carta de presentacién o solicitud de revision/evaluacién.

Carta de Intencién de la Investigador

Carta de Compromiso de la Investigador

Carta de Autorizacién del Uso de Sillén

Carta del Director de Departamento de Odontologia Restauradora

¥ ¥V V¥V ¥V ¥V ¥

Y

6. Fundamentacién de la aprobacién

Este proyecto es aprobado luego que se realizaran las modificaciones en relacién a los
siguientes aspectos:

RESPECTO A ASPECTOS METODOLOGICOS:
» En el formularic de consentimiento informado, en la seccién objetivo de la
investigacién, adaptarlo al formato sugerido por el CEC, publicado en la pagina
web. Incluyendo nombres del IP e institucién patrocinante.

RESPECTO A ASPECTOS JURIDICOS:

» Enviar una declaracién de conflicto de intereses.

# Declarar explicitamente que este proyecto no se aplicara en poblaciones
vulnerables sujetas a tutorias o evaluaciones directas como los son alumnos de
FOUCH.
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RESPECTO A ASPECTOS ETICOS:

Realizar las siguientes modificaciones al C.l.:

cle.:

e

Modificaciones en  su  lenguaje, especialmente en laz secciones de
"Procedimients”, que faciliten la comprensidn por parte de los sujetos woluntarios.
Se reguiere incluir a los demas coinvestigadorezs gue pudieran tomar el
consentimients informada.

Incluir los criterios de exclusidn e inclusidén dentro del CIL

Explicar la obtencidn de los blogques de dientes humanos utilizados en las placas
en esta investigacion. Presentar documentacién que avale la obtencidn.

En consecuencia, el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile, ha aprobade el Protocolo del estudio titulado “Efecto del
consumo de probidtico Lactobacillus rhamnosus en formatos sistémico y
tépico en la morfologia, diversidad y composicién del biofilm bucal. Modelo in
situ de caries.” Version 11/2016.

'“’?,? yess

.r;_.,/ 7‘ _"'——-—_h

Dr. Eduardo Fernandez G.

Investigador Principal vy Secretaria C.E.C.
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Anexo 4: Consentimiento informado para la obtencidon de terceros
molares.

*
I, Y — )
R OO TOLOGIA

COMSEMTIMIENT O INFORMADO PARA DONACION DE DIENTES PARA EL ESTUDID DE
MECANISMO DE ACCION DE PROBIOTICOS

Titulo del Protocoba: “Efecta dal consuma de probidion Laciobacilis rhamnosus &n farmatas
sistamico v taplco an la morfalogla, diversidad v compasicién del blofim
bical, Modalo v st da carkes”

Invastigader Principal: DOr. Gonzale Rodriguaz Martinez

Sede de Estudio: Facullad de Odartalogia, Universidad de Chie - Sergio Livingsione 543 -
Indapandencia, Santisga,

Hombre del Domamte e e e

Esbe dacumnenta de Consanfimiento Informado se aplicard a pacienies con indicacidn de exiraccion de
lemceros molares, ¥ consla de dos pares:

+ Informacién (proporciona infarmackin sobra &l ashudo para usted),

+ Formularie de Consartiméanta (para firmar si estd de acusrds an participar)

Usd. recibird una copia completa del Documenta de Conssnlimienio Infarmada.

Mi nombre as Gonzalo Rodriguez Martinez v soy académice de |la Faculad de Odontolegia de la
Universidad de Chile. Esloy realizando una invesligacidn de la cual le proporcicnaré nfomacian y a la
que lo invilaré a parlicipar. Na liene gue decidic hoy si lo hard o no. Anles de lomar su decisidn puads
hatlar acarca da la Invastigackin con cuslquier parsona de su conflanza, Esle procesa 58 CONODA COMa
Consantimisnto informado ¥ pusde qua contanga MErmines que usted no compranda, par o que skntasa
can la absaluta liberlad para pregunlar sobre cualguier aspecto que |l ayude aclarar sus dudas al
respecio.

Una vez aclarada 1odas sus consulas v despuds qua haya comprendics los objativos da la investigackin
y &i desea parlicipar, ge ba solicitard que firme asle fomutaio.

Justificacién de la Invastigacién
Exisle wvidencia que &l conswna de probidlicos es 08 en |la prevencidn de cardes dendal, para ss
desconace su macanisma de accidn,

Objativa

El objetiva del esludic es delerminar & efecio gque el consuma de probidlicos en la composicion de |a
placa dental dependiendo si se loman o e apican directamenle en los dienfes. Para ello $e mantardn en
un gispasiive acrillice Irazos oa dBnias NUManas esiariss,

Beneficios

Mo existe ningdn tipe banafick iInmadisto por la paticipacién &n al ashidio va quae los disntes a utiizar
0N namalmanta desechados, Sin ambarge, como consecuencla de asta denacidn ¥ da 1a imvestigacién a
realizar = espera conlribuir & aplicaciones fuluras en &l dmbite de la odonlalogia.

Tipo da Intarvanclén y Pracedimiants
5l usted dackle participar los danbas que le sardn axtraldos sardn almacenados para ser poskanamanta
ulilizados an el prasenbs esiudia.

Riasges

Los dienles donados ss utlizardn sélo con el fin expuesto y no se guardard ningdn regisire de su
ralacién con usted comd  donants, Mingdn ot tpo de estudie se realizard con los disntes Una vez
obparvades ¥ descntos, los diemtes seran destnades v oeliminades skuiande s profocolos de
bivssguridad.

La daracitn an si no presenta riesgos, ni cosios adicionales para usted, y &l financiamienio del proceso
QUINingico de exireccion seard su respansabllided.

Criterios para seleccidn de bos participantes en el estudio
Los crteries de inclusidn seran; pacientas con indicackin de exiraccién de fercenos molaras, ouJyos
18rceras molaras aslan Inciudos,



Anexo 5: Protocolo a seguir por voluntarios

Universidad de Chile
Facultad de odontologia
Protocolo por seguir de los voluntarios

Estimado Participante, bienvenido al estudio agradecemos profundamente su generosa disposicion
para ser parte de este proyecto de investigaciéon. 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 que contiene los
siguientes elementos:
- Dispositivo intraoral: es una estructura acrilica removible que tiene incorporadas 10 muestras
dentarias: 1muestra en la zona palatina, 2 muestras en la zona vestibular derecha, 2 muestras
en la zona vestibular izquierda, 5 en la zona palatina posterior (fig. 1).

</ \os
Figura 1: Dispositivo intraoral

- 2 frascos de 30 ml con sacarosa.
- Recipiente para guardar el dispositivo durante la comida.
- Sobres de probidtico.

Ud. debera utilizar el dispositivo intraoral durante un periodo de 28 dias, 24 horas al dia. S6lo podra
remover el dispositivo de la boca para higienizarse los dientes (cepillado), beber liquidos o comer.
Esto significa que debera dormir con el dispositivo por el tiempo que dure el estudio, ademas el
dispositivo podra ser removido maximo 4 veces al dia, 30m cada vez.

Al remover el dispositivo almacenarlo en la caja para ello envuelto en 1 cuadrado de toalla de
20x20cm humedecida.

Se recomienda lavarse los dientes al menos dos veces al dia, por dos minutos y con pasta fluorurada.
Durante el periodo de experimentacion, se debe evitar el uso de los siguientes elementos:

- Enjuague bucal
- Antiacidos
- Medicamentos (por ejemplo, antibioticos)

En caso de necesitar alguno de los elementos descritos, debe comunicarse inmediatamente con el
equipo de investigadores para determinar la conducta a seguir.

Todos los elementos entregados para el estudio se deben guardar en el bolso original y al finalizar el
estudio se deben entregar de la misma forma al equipo investigador.
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Protocolo inicial (generacion de lesion artificial):

Paso 1:

Paso 2:

Al levantarse por la mafiana debe realizar la primera aplicacion 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. Se debe tener mucho cuidado de evitar que la solucioén
de sacarosa chorree hacia los lados, por lo cual 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.

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 cal

so de olvidar alguna aplicacion debera realizarla lo mas pronto posible y esperar 2 horas para

una nueva aplicacion.

Protocolo de intervencion probidtico via sistémica y topica:

Paso 1:

Paso 2:

Paso 3:

Paso 4:

Se realizara la primera aplicacion de sacarosa, una vez retirado el dispositivo de la boca, debe
aplicar 1 gota de sacarosa en cada uno de los bloques de esmalte. Inmediatamente luego de
aplicar la gota de sacarosa, debe volver a colocar el dispositivo dentro de la boca.

Aplicar sacarosa cada 2 horas, 8 veces al dia.

2 horas después de la primera aplicacion de sacarosa, nuevamente debe retirar el dispositivo
de la boca y utilizar el probiotico de la siguiente manera:

- Abrir el probiotico ponerlo en el frasco grande y mezclarlo con agua.

- Debe aplicar 1 gota de probidtico en cada bloque de esmalte
- Lo restante debe ingerirlo

Luego del paso 2, aplicar inmediatamente 1 gota de sacarosa en todos los bloques de esmalte
e introduce nuevamente el dispositivo dentro de la boca.

Debe continuar aplicando 1 gota de sacarosa en todas las muestras con el dispositivo fuera
de la boca, durante todo el dia y cada 2 horas, hasta completar un total de 8 aplicaciones de
sacarosa durante todo el dia. Una vez aplicada la gota de sacarosa, debe volver a colocarse el
dispositivo en el interior de la boca.
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Anexo 6: Evaluacion de cumplimiento de voluntarios.

Universidad de Chile
Facultad de odontologia
Evaluacion de cumplimiento

Estimado participante:

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

Fecha de inicio:
Primera fase Segunda fase

Dia ' Aplicacion de Sacarosa Aplicacion de Sacarosa
1123 4|5 6 7 8 Dia |1 2 314 5

Probidtico Sacarosa

R=Te TS = N . L T O R
oo 1 o b R W -

e e T e e T
N S )
— e e e e
F-OE TS = L =]

7
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Anexo 7: Evaluacion de cumplimiento final.

Universidad de Chile

Facultad de odontologia
Evaluacion de cumplimiento final

Estimado participante, Mediante el siguiente cuestionario evaluaremos el periodo experimental al
que fue sometido. Se solicita responder a conciencia y con la mayor honestidad posible las
siguientes preguntas. El cuestionario es anonimo.

L.

2.

Cumplio con todas las aplicaciones: 8i _ No_

Si su respuesta es no jcuantas aplicaciones no realizd?

Las aplicaciones de sacarosa fueron cada 2 horas: 81 No

Evalie en la siguiente escala su cumplimiento, marque con una x el nimero de la escala
que siente que mas lo representa.

Escala Significado

1

Mo cumpli con ninguna de las aplicaciones ni horarios

2

Omiti mas de 5 aplicaciones durante el pericdo
experimental

Cmiti 2 a 5 aplicacianes durante el periode experimental

Omiti 1 aplicacion durante todo el perfodo experimental

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

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

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

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

Si_ [Ne

| Retiré el dispositive para alimentarme y lavarme los dientes
Dormi con &l dispositivo

Omiti algan dia del periodo experimental

Usé el dispositive segin las instrucciones dia y noche

periodo experimental.
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