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1. RESUMEN

La caries dental es una enfermedad con alta prevalencia a nivel mundial y afecta la
calidad de vida del que la padece. Debido a esto, la etiologia, el diagndstico,
tratamiento y control de la caries ha sido ampliamente estudiado mediante tres
tipos de modelos: in vivo, in situ e in vitro. En los modelos in vivo se debe
considerar la gran complejidad del medio oral y los problemas éticos que conlleva,

por lo que se suele preferir modelos in vitro e in situ.

Una manera de estudiar esta enfermedad es inducir lesiones de caries de manera
artificial en muestras de esmalte. Pese a que existen multiples modelos de estudio
in vitro e in situ para este fin, no se tiene conocimiento sobre la variabilidad que
tienen las caries generadas con un modelo u otro, siendo un punto importante a
considerar al momento de seleccionar el modelo de estudio adecuado para llevar

a cabo una determinada investigacion.

Se realizaron dos estudios para la induccion de caries, uno in vitro, en que se
expuso bloques de esmalte humano a sacarosa 10%, 4 veces al dia por 5 dias,
previa formacion de una biopelicula monoespecie de Streptococcus mutans, y un
estudio in situ, en el que 2 sujetos voluntarios portaron un aparato intraoral
removible con 10 bloques de esmalte humano, aplicando sacarosa 20%, 8 veces
al dia por 28 dias. En ambos estudios se midio la microdureza de Vickers y se
comparo la variabilidad de las lesiones producidas tanto en el modelo in situ como

en el in vitro.

Resultados: La variabilidad de las lesiones de caries artificiales inducidas en el
modelo in vitro es menor que la variabilidad de las lesiones de caries artificiales

inducidas en el modelo in situ.

Conclusiones: En ambos modelos se logro la induccion de caries, aunque existe
una menor variabilidad en el modelo in vitro, lo que debe ser considerado al

momento de planificar un estudio.



2. MARCO TEORICO

2.1 Caries dental

La caries dental es una enfermedad prevenible, no transmisible, cronica, dinamica,
multifactorial, que involucra a la biopelicula (Pitts et al., 2017; Twetman, 2018),
gue es una comunidad de bacterias estructurada rodeada de una matriz de
exopolisacéaridos y adherida a la superficie dental (Zijnge et al., 2010) mediante su
interaccibn con componentes provenientes de la pelicula salival adquirida
(Schilling & Bowen, 1992), que corresponde a una capa acelular compuesta
principalmente por proteinas llamadas mucinas (Fischer & Aparicio, 2021), que se
adhieren mediante adsorcion a la superficie dentaria (Fischer & Aparicio, 2021).
Ademas estan involucrados los carbohidratos de la dieta, principalmente azucares,
es influenciada por la saliva en su totalidad y factores genéticos, bioldgicos,
conductuales, psicosociales y medioambientales, dando como resultado una
pérdida neta de minerales de los tejidos dentales duros y su destruccion
progresiva (Pitts & Zero, 2016).

2.2 Prevalencia de la enfermedad de caries en el mundo y en Chile

Respecto a la prevalencia de las enfermedades orales, el Global Burden of
Disease Study 2019 (World Health Organization, 2022) estimé que éstas
afectaban cerca de 3.5 billones de personas en el mundo, siendo las lesiones de
caries en dientes permanentes la condicion mas comun. Globalmente, se estima
gue 2 billones de personas sufren lesiones de caries no tratadas en dientes

permanentes (World Health Organization, 2022) .

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), en la mayoria de los paises de
renta media y baja, la prevalencia de las enfermedades orales continta
aumentando con la creciente urbanizacion y los cambios en las condiciones de
vida, siendo su causa principalmente: (Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
2022).
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1. La inadecuada exposicion al flor, que es un elemento protector contra la
caries (Centers for Disease Control and Prevention, 2001; Nanci, 2018); ya sea
en el suministro de agua o en elementos de higiene oral como la pasta dental.

2. La disponibilidad y asequibilidad de comida con alto contenido de azucar y
carbohidratos fermentables

3. Un pobre acceso a servicios de cuidado oral en la comunidad

En cuanto a la prevalencia en Chile, segun estudios nacionales disponibles, a los
2 afios de edad la prevalencia de caries es de un 17,5%, de 50,46% a los 4 afios y
de 70,4% a los 6 afos. La prevalencia de caries a los 12 afos es de 62,5%,
aumentando con la edad hasta llegar a un 99,4% en adultos de 65 a 74 afios
(Ministerio de Salud (MINSAL), 2021).

Ademas de su alta prevalencia a nivel mundial, la caries dental afecta la calidad de
vida sobre la poblacion que la padece, afectando no soélo la funcion masticatoria,
sino también el habla, la sonrisa, el ambito sicosocial (Mathur & Dhillon, 2018),
puede causar dolor, pérdida de funcionalidad y baja autoestima, llevando a un

ausentismo de la escuela o el trabajo (Paiva et al., 2021).

2.3 Composicion de la estructura dental y proceso de formacién de caries

Para comprender el inicio y progresion de las lesiones de caries es importante
tener en cuenta la estructura dentaria. Los dientes estan formados por una capa
superficial dura, inerte y acelular, el esmalte, que es el tejido mas mineralizado en
el cuerpo, formado en mas de un 96% de mineral en forma de cristales de
hidroxiapatita de calcio (Caio(POa4)s(OH)2) (Pitts et al., 2017) y trazas de material
organico (Nanci, 2018). El esmalte esta soportado por la dentina, la cual conforma
la mayor parte del diente y es un tejido conectivo duro y vital de mayor resiliencia
(Nanci, 2018), y estd compuesta de un 70% de contenido mineral en peso,
también hidroxiapatita, un 20% de contenido organico, que es principalmente
colageno, y un 10% de agua (Abou Neel et al., 2016). En ésta se encuentran los

tubulos dentinarios, que atraviesan todo su grosor y contienen extensiones de las
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células llamadas odontoblastos, que forman y mantienen la dentina y cuyos
cuerpos celulares se encuentran alineados a lo largo del borde interno de la
dentina, conformando el limite periférico de la pulpa dental con la cual forma el
complejo dentino — pulpar al estar relacionadas embriolégica y funcionalmente, y
gue corresponde a tejido conectivo suave que contiene al paquete vasculo

nervioso del diente (Nanci, 2018).

En resumen, el diente propiamente consiste en dos tejidos duros: El esmalte y la
dentina. Estos aportan al diente las propiedades de dureza y resiliencia (Nanci,
2018).

En un esmalte sano los cristales de la superficie se encuentran en un estado de
equilibrio dinamico con el medio oral local, compuesto por la saliva, la pelicula
salival

adquirida, la biopelicula, la dieta y la estructura misma del diente (Hara & Zero,
2010).

En este equilibrio, la pérdida de minerales (desmineralizacion) y la ganancia de
minerales (remineralizacion) de la superficie dental estan en balance o a favor de

la remineralizacion (Pitts & Zero, 2016).

En el proceso de progresion de las lesiones de caries se produce un desbalance
del equilibrio desmineralizacion - remineralizacion, en el que prima la
desmineralizacion, resultando en una pérdida neta sostenida de mineral desde la
estructura dentaria al medio (Pitts & Zero, 2016). Durante este proceso, las
bacterias de la biopelicula formada sobre la superficie dentaria, en conjunto con
carbohidratos de la dieta; principalmente azucares y en menor medida almidones,
metabolizan los azlcares y producen acidos organicos, principalmente &acido
lactico, que disminuyen el pH de la biopelicula y de la saliva que, en condiciones
fisiol6égicas es cercano a 7,0 (Buzalaf et al., 2011). La fase mineral del diente
comienza a disolverse al alcanzar el pH critico 5,5, variando segun las

concentraciones de iones de fluor, calcio y fosfato presentes en la superficie
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dentaria. Al disminuir el pH por los acidos producidos por las bacterias, se crea un
ambiente subsaturado respecto de la fase mineral del diente y consecuentemente
la pérdida de minerales de la estructura dental, dando como resultado el inicio de
una lesion de caries (Pitts & Zero, 2016).

2.4 Estudio de la enfermedad de caries: Tipos de modelos

Es por la relevancia de esta enfermedad que la etiologia, el diagnéstico,
tratamiento y control de la caries dental ha sido ampliamente estudiado a través de
los aflos (Maske et al., 2017). Para su estudio se han utilizado tres tipos de
modelos de estudio: modelos de estudios in vivo, modelos in situ y modelos in vitro
(Marsh, 1995).

2.4.1 Modelos in vivo

“In vivo” viene del Latin, y significa “en el ser vivo”, es decir, que ocurre o tiene
lugar dentro de un organismo (Real Academia Espafiola, 2005). Se refiere a
experimentacion realizada dentro o en el tejido vivo de un organismo vivo, sin que
el tejido o componente bioldgico haya sido removido del organismo, como es en el
caso de los modelos in vitro. El sujeto de estudio puede ser una planta, un animal
o0 un humano (Dornell, 2022; Seladi-Schulman, 2019).

Los modelos de estudio in vivo han contribuido enormemente al entendimiento de
la etiologia y patogénesis de la caries dental (Bowen, 2016) y al desarrollo de
pastas dentales y productos para la prevencion de la caries (Bowen, 2013). Una
gran ventaja de este tipo de modelos es que permite el estudio de todos los
aspectos de la enfermedad de caries, incluyendo el rol de la dieta, los
microorganismos, la composicion dentaria, los procesos de desmineralizacion y

remineralizacion y sus interacciones (Bowen, 2016).

En estos modelos se utilizan distintas especies de animales experimentales tales

como primates, conejos, hurones, perros (Struillou etal., 2010), hamsteres y
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ratones, siendo los roedores los mas utilizados (Xuelian et al., 2016). Los estudios
en animales son complementarios a los experimentos in vitro antes de probar
nuevos tratamientos clinicos en los que se requiere la realizacion de una biopsia
para un andlisis histologico, la cual generalmente no es aceptada en seres
humanos (Struillou et al., 2010).

Las desventajas de la utilizacién de animales en este tipo de modelos son, entre
otras, que no todas las patologias del ser humano pueden ser reproducidas en
animales, las conclusiones de los experimentos con animales no pueden ser
estrictamente aplicable a los humanos, existen dificultades en extrapolar a los
humanos los resultados de los experimentos con animales (Muthanandam et al.,
2020) y problemas éticos y sociales al utilizar animales de gran tamafio como

perros y primates (Struillou et al., 2010).

Las limitaciones respecto de la aplicacion de los resultados de estos estudios
directamente a los humanos son debido a las diferencias en la anatomia,
denticion, estructura de los tejidos periodontales, la fisiopatologia en el caso de
animales pequefios (Struillou et al., 2010), la microbiota, la respuesta de los tejidos
frente a determinados estimulos (Muthanandam etal., 2020), patrones de

alimentacion, infecciones producidas por virus o bacterias (Bowen, 2013), etc.

En cuanto a los humanos como sujetos de estudio, un ejemplo son los ensayos
clinicos realizados para evaluar la seguridad y eficacia de un medicamento
experimental (Dornell, 2022).

En el ambito de la odontologia, se han hecho multiples estudios in vivo para
comprender y abordar el inicio, progresion y detencion de la caries (Thylstrup
et al., 1994), el efecto de distintas sustancias y productos sobre las enfermedades
orales como fluoruro diamino de plata (Karched et al., 2019), clorhexidina, flior
barniz (Chhattani et al., 2021), propéleo (Zulhendri et al., 2021), etc.
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A pesar de sus grandes hallazgos y utilidades, la complejidad del medio oral y los
problemas éticos asociados con los estudios in vivo de las enfermedades orales
en humanos tales como la caries y la enfermedad periodontal, ha llevado
inevitablemente al desarrollo de otro tipo de modelos, como los modelos de

laboratorio que simulan el medio oral in vitro (Tang et al., 2003; Yu et al., 2017).

2.4.2 Modelos in situ

Por otra parte, los modelos de caries in situ “en el lugar, en el sitio” (REAL
ACADEMIA ESPANOLA: Diccionario de la lengua espafiola, s.f.), analizan un
fenomeno en el lugar y condiciones donde éste se desarrolla. En el caso de la
odontologia, involucran el uso de aparatos u otros dispositivos intraorales, que
crean condiciones definidas en la cavidad oral que simulan el proceso de la caries
dental (Zero, 1995). Es por lo que los modelos in situ son un punto intermedio

entre los modelos in vitro e in vivo (Tabla 1).

Tabla 1: Los modelos in situ pueden ser situados entre los modelos in vivo e in
vitro. (Zero, 1995)

Modelos in vivo Modelos in situ Modelos in vitro

Natural Avrtificial

&
L4

. Relevancia clinica
Alta relevancia clinica

&
L4

posiblemente disminuida

Control cientifico . o
Alto nivel de control cientifico

&
L4

limitado

Alta variacion Baja variacion

&
¥

Métodos de deteccion Métodos de deteccion

&
v

poco sensibles altamente sensibles

Gran tamafio muestral Reducido tamafio muestral

&
L4
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Dada la naturaleza multifactorial de la caries, estos modelos incluyen: un sustrato
dental que puede ser esmalte o dentina; la formacion o presencia de biopelicula
dental con potencial cariogénico; un carbohidrato como estimulo, ya sea
controlado de forma experimental o provisto por la dieta normal del sujeto; y
tiempo, determinado por la duracion del periodo experimental (Zero, 1995).

Las mayores ventajas de los modelos in situ son: Los estudios son realizados en
la cavidad oral humana, en contraste con los modelos de laboratorio in vitro o los
modelos in vivo con animales. A diferencia de los modelos con ensayos clinicos,
los modelos in situ facilitan el control de las variables experimentales y hay
flexibilidad en el disefio experimental. Estos modelos facilitan la integracion de
varias técnicas analiticas de ciencia basica, aumentando la sensibilidad y validez
cientifica de la metodologia (Zero, 1995). Estos han sido utilizados tanto en el
pasado como en la actualidad, en varios estudios sobre la caries, por ejemplo,
recientemente para estudiar los efectos de distintos vehiculos de liberacion de
flior (Parkinson etal., 2018; Alexandria etal., 2019), evaluar la des vy
remineralizacion después de la aplicacion de distintas concentraciones de fluor
(Wierichs et al., 2020), y reproducir la biopelicula oral para estudiar el control
sobre éste mediante una preparacion con arginina (Kuriki et al., 2021).Por lo tanto,
los modelos in situ optimizan el balance entre la relevancia clinica y el control de

las variables (Ferracane, 2017).

2.4.3 Modelos in vitro

La complejidad fisiologica asociada a la enorme biodiversidad microbiana de la
cavidad oral y los problemas relacionados a la experimentacion en los estudios
clinicos ha llevado al desarrollo de modelos de laboratorio (in vitro), en un esfuerzo
por simular aquellas condiciones clinicas en un contexto mas controlado (Maske
etal.,, 2017). Los modelos in vitro (“en vidrio”) han sido utilizados para la

investigacion de los factores que afectan el desarrollo de las caries y la evaluaciéon
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del crecimiento, patogenicidad y metabolismo de la biopelicula, y mecanismos de
desmineralizacion y remineralizacion bajo condiciones altamente controladas,
dentro de un ambiente que simula los nichos o hébitats orales in vivo (Tang et al.,
2003). Estos son particularmente adecuados para experimentos cuyo objetivo es
analizar un sélo proceso de forma aislada, donde una situacion mas compleja con
muchas variables puede confundir los datos (Moron et al., 2013). Dentro de estos
se encuentran los modelos quimicos experimentales como el pH cycling, en que el
tejido dentario es expuesto a periodos de desmineralizacion mediante la
exposicion a acidos y de remineralizacion utilizando soluciones de calcio fosfato, y
los modelos que utilizan la inmersién en un medio acido (Steiner-Oliveira et al.,
2007).

La composicion de varios sistemas de desmineralizacion (geles y soluciones) han
sido desarrollados con el objetivo de simular las condiciones de la biopelicula
cariogénico durante el metabolismo del azucar. Sin embargo, debe tenerse en
consideracion que las concentraciones de calcio y fosfato, y en algunos casos los
valores de pH elegidos en los modelos in vitro son mas bajos que en el contexto
oral natural, con el objetivo de inducir una desmineralizacion mas rapida que como
ocurre in vivo. Por lo tanto, diferencias entre estas soluciones o geles, tales como
el grado inicial de saturacion respecto de los minerales del diente, la concentracion
de flaor, tipo de acido y viscosidad, pueden resultar en diferencias notables en las
caracteristicas fisicas y mecéanicas del sustrato desmineralizado, tales como la
distribucion mineral, composicion quimica y dureza (Moron et al., 2013). Ademas
la gran desventaja de estos modelos es que no simulan el proceso de
desmineralizacion real del medio oral, ya que carece de microorganismos Y,
consecuentemente, se concentra en los aspectos fisico-quimicos de la disolucion

el esmalte (Steiner-Oliveira et al., 2007).

Otro instrumento utilizado para formar lesiones cariosas involucra modelos
bacterianos, que pueden involucrar bacterias plancténicas; de libre flotacién o

libremente suspendidas (Nazar, 2007), o microorganismos organizados en
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biopeliculas. Los modelos que utilizan biopeliculas son probablemente mas
representativos que los sistemas de bacterias en suspension debido a que en el
proceso de caries participan bacterias pertenecientes a una biopelicula, la cual
posee un metabolismo diferente al de los microorganismos que viven libremente
(Steiner-Oliveira et al., 2007). Asimismo, se pueden utilizar biopeliculas uniespecie
(una sola especie bacteriana), multiespecie (varias especies de bacterias) o una
biopelicula microcosmo (Bohn et al., 2017; Ferracane, 2017; Fontana et al., 1996).
En este Ultimo se inocula saliva o biopelicula extraidas directamente de la cavidad
oral, en un medio artificial para que se forme una; donde coexisten mas de 700
especies de bacterias, y se simula las condiciones del medio oral en el laboratorio
(Bohn et al., 2017; Cieplik et al., 2019). La biopelicula microcosmo probablemente
refleje la complejidad, diversidad y heterogeneidad de la biopelicula in vivo,
aunque la mayoria de estos sistemas requieren equipos especializados y su
mantenimiento es laborioso (Filoche et al., 2007), ademas de presentar frecuentes
problemas de contaminacion y un alto costo economico (Steiner-Oliveira et al.,
2007).

En los modelos que utilizan biopeliculas se les agrega una fuente de nutrientes a
los microorganismos, siendo utilizada ampliamente la sacarosa, ya que es el
carbohidrato mas consumido por la poblacion mundial y el mas cariogénico. Este
carbohidrato es metabolizado por las bacterias de la biopelicula (Steiner-Oliveira
et al., 2007), que producen acidos que dan como resultado la desmineralizacion

del tejido dental y la formacion de caries in vitro (Buzalaf et al., 2011).

La desventaja de la mayor parte de estos modelos es que no reproducen las
diversas condiciones presentes en la cavidad oral, tales como la presencia de
saliva, proteinas y enzimas antimicrobianas, ausencia de periodos de
remineralizacion, las que pueden afectar el desarrollo de la caries (Steiner-Oliveira
et al., 2007). Estos modelos son disefiados y estan limitados al estudio de temas

especificos como la fisiologia bacteriana, formacion de biopelicula dental, caries
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primaria y secundaria. Por lo tanto, las variables que pueden ser controladas y
analizadas individualmente con cada modelo son limitadas (Fontana et al., 1996).

2.5 Anélisis de las lesiones de caries artificiales

En el &rea de investigacion de los tejidos dentales duros, la des y remineralizacién
del esmalte dental ha sido un tema ampliamente estudiado. La mayoria de las
publicaciones en esta area estan relacionadas con las condiciones en las cuales
se producen las lesiones de caries subsuperficiales, el mecanismo de estos
procesos, y la prevencion de caries (Featherstone et al., 1983).

Variadas técnicas han sido utilizadas o desarrolladas especificamente para medir
los cambios producidos en los tejidos, por ejemplo, al describir lesiones de caries
inducidas de forma artificial. Entre éstas se encuentran las pruebas para
cuantificar los cambios en las propiedades fisicas como la dureza, la densidad o
las propiedades opticas, o para medir cambios en la composicion quimica del
diente (Featherstone et al., 1983).

Para medir la dureza de un cuerpo existen diferentes pruebas, las cuales se
dividen en pruebas de macro y microdureza (Donald et al., 2011). 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 y
miden

las propiedades mecanicas y la integridad estructural de la superficie dentaria
(Lippert & Lynch, 2014)

La determinacién de la densidad mineral mediante evaluacion cuantitativa es de
particular utilidad cuando se estudian lesiones cariosas incipientes (Mufioz, 2019).

Varios autores han investigado el contenido mineral del esmalte utilizando
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diferentes métodos en el contexto de la caries, los procesos de desmineralizacién/
remineralizacion, la edad y enfermedades (Akkus et al., 2017).

El andlisis de la microdureza superficial y la densidad mineral puede ser realizado

mediante diferentes métodos:

Las técnicas mas comunmente utilizadas para estudiar la pérdida o ganancia
mineral (contenido mineral) son usualmente indirectas y algunas destructivas, por
ejemplo, los analisis quimicos requieren disolucion del tejido, mientras que la
microradiografia transversa, que es considerada el gold standard para la
cuantificacion del contenido mineral de lesiones de caries in vitro (Moron et al.,
2013; Wefel, 1990), la microscopia de luz polarizada, y la microscopia electrénica
de barrido, requieren el corte y seccionamiento de las muestras (Shahmoradi &
Swain, 2016). Por otro lado, de forma mas reciente, se ha utlizado la
Microtomografia Computarizada, que es una técnica no invasiva con una precision

mayor al 1% y una resolucion entre 5 y 30 mm (Wong et al., 2004).

Las mediciones de dureza requieren que se realice una indentacion (huella o
muesca producida por un elemento penetrador con una carga determinada) en la
superficie del esmalte, dafiando su superficie, ademas de que se suele pulir y

aplanar la superficie previo al examen (Moron et al., 2013; Wefel, 1990).

2.6 Planteamiento del problema

Se tiene conocimiento de la alta prevalencia y nocivas consecuencias que tiene la
caries en la salud oral y general de la poblacion, por lo cual ha sido ampliamente
estudiada a través de los afios, buscando maneras de prevenirla o proporcionar el

mejor tratamiento.
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Pese a que existen mdltiples tipos de estudios para reproducir la caries de forma
artificial y asi poder analizar y desarrollar nuevas formas de prevencion y
tratamiento de esta enfermedad, no se tiene conocimiento realmente sobre la
variabilidad que tendrian las caries generadas con un modelo u otro, siendo un
punto importante a considerar al momento de seleccionar el modelo de estudio

adecuado para una determinada investigacion.

En este trabajo de investigacién se determinara si existen diferencias entre la
variabilidad, es decir, la dispersion de los valores de la variable (Dagnino, 2014)
microdureza superficial de las lesiones de caries inducidas tanto en un modelo in
situ como en un modelo in vitro y compararlas para determinar en cual de los dos
modelos se presenta mayor variabilidad y por tanto menor reproductibilidad en los
resultados. Para esto, se utilizaran los valores de microdureza de lesiones de
caries generadas mediante un modelo in situ previamente establecido (Colil,
2019). Se realizaran las mismas mediciones en lesiones de caries generadas
mediante un modelo in vitro microbiolégico descrito por Ccahuana-Vasquez y Cury
en 2010 (Ccahuana-Vasquez & Cury, 2010) y se comparara descriptivamente la
variabilidad de los valores obtenidos entre ambos modelos. Esto con el propésito
de validar modelos de investigacion sobre lesiones de caries y no solo superficies
sanas, de esta manera se pueden investigar efectos terapéuticos y no solo

preventivos.
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3. HIPOTESIS.

La variabilidad de las lesiones de caries artificiales inducidas en un modelo in vitro
es menor que la variabilidad de las lesiones de caries artificiales inducidas en un

modelo in situ.

4. OBJETIVO GENERAL.

Establecer si existen diferencias desde o descriptivo entre la variabilidad de las
lesiones de caries inducidas en un modelo in situ y la variabilidad de las lesiones

de caries inducidas en un modelo in vitro.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Determinar la variabilidad en la dureza de Vickers de las lesiones de caries
artificiales inducidas en un modelo in vitro.

e Determinar la variabilidad en la dureza de Vickers de las lesiones de caries
artificiales inducidas en un modelo in situ.

e Comparar descriptivamente la variabilidad en la dureza de Vickers de las
lesiones de caries artificiales inducidas en un modelo in vitro y la
variabilidad en la dureza de Vickers de las lesiones de caries artificiales

inducidas en un modelo in situ.
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6. METODOLOGIA.

Tipo de estudio y estrategia experimental: Se utilizaron los datos de
microdureza de Vickers obtenidos de la induccion de caries en un modelo in situ y
se compararon descriptivamente con los datos obtenidos de la induccion de caries

gue se realiz6 mediante un modelo in vitro.

6.1 Lesiones de caries generadas con modelo in situ

Consistio en 2 sujetos voluntarios que portaron un aparato intraoral removible con
10 bloques de esmalte humano cada uno, durante 28 dias, aplicando sacarosa al
20% como desafio cariogénico, alcanzando 8 aplicaciones diarias. Esto con el
objetivo de generar lesiones de caries estandarizadas segun un modelo
previamente establecido (Colil, 2019). Estos 2 voluntarios correspondieron al
grupo control del estudio, cuyos dispositivos sélo fueron expuestos a sacarosa. El
grupo experimental no fue considerado para efectos de este documento, puesto

gue no se relaciona con los objetivos planteados.

6.1.1 Aspectos éticos del estudio

La norma establece acorde a la ley 20.584, en el parrafo 7° de la proteccién de la
autonomia de las personas que participan en una investigacion cientifica, articulo 21,
donde se sefiala que “Toda persona deberd ser informada y tendra derecho a elegir
su incorporacién en cualquier tipo de investigacién cientifica biomédica, en los
términos de la ley N°20.120. Su expresion de voluntad debera ser previa, expresa,
libre, informada, personal y constar por escrito. En ningin caso esta decisién podra
significar menoscabo en su atencion ni menos sancién alguna”. En cumplimiento de lo
antes descrito, se contdé con un consentimiento informado de los pacientes que
donaron terceros molares incluidos (Anexo N°2) y los pacientes que participaron

en el estudio utilizando el aparato intraoral removible (Anexo N°4), el cual fue
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entregado y explicado al paciente en una charla donde también se le instruyo sobre su
salud oral y el uso del dispositivo. Por otro lado, se hizo hincapié en que si él o la
paciente quisieran desistir, podria hacerlo en cualquier momento del experimento. A
su vez, segun el articulo 22 de la misma ley se sefala que “Mediante un reglamento
expedido por el Ministerio de Salud, en los términos de la ley N°20.120, se
estableceran las normas necesarias para regular los requisitos de los protocolos de
investigacion y los procedimientos administrativos y normas sobre constitucion,
funcionamiento y financiamiento de comités para la evaluacién ético-cientifica; para la
aprobacion de protocolos y para la acreditacion de los comités por parte de la
Autoridad Sanitaria; la declaracion y efectos sobre conflictos de interés de
investigadores, autoridades y miembros de comités y, en general, las demas normas
necesarias para la adecuada proteccion de los derechos de las personas respecto de
la investigacion cientifica biomédica”. Es por ello que el protocolo de estudio fue
presentado ante el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile y al Comité Institucional de Bioseguridad (Anexo N°1). Es
importante destacar que este tipo de estudio tiene la ventaja de no poner en riesgo la
salud oral de los pacientes, ya que el objeto de estudio no corresponde al esmalte
dentario de los voluntarios. Ademas, la naturaleza del estudio a corto plazo ayudé a
superar problemas éticos asociados a ensayos que involucran seres humanos

expuestos a una situacion determinada dentro de un periodo (Zero, 1995).

6.1.2 Muestra

La muestra consistio en 20 laminas de esmalte obtenidas del corte en bloque de
10 terceros molares humanos incluidos (sin contacto directo con el medio oral),
donados voluntariamente por pacientes sometidos a exodoncias por indicacién de
ortodoncia en el “Instituto Nacional de Ortodoncia”, que firmaron un
consentimiento informado aprobado por el comité de ética de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile (Anexo N° 2).
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Estas ldminas se dividieron de forma equitativa entre 2 aparatos intraorales
acrilicos que fueron utilizados por 2 sujetos voluntarios de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile, que cumplian ciertos criterios de inclusion
y exclusion (Anexo N°3). Para este fin, cada voluntario firmé un consentimiento
informado (Anexo N° 4) y se realiz6 una evaluacion y ficha clinica establecida
(Anexo N°5). Posterior a la confeccion de la ficha clinica, se realiz6 instruccion de
higiene oral a los voluntarios, y se les instruyé sobre el uso del aparato y el

protocolo a seguir para el estudio (Anexo N°6).

Para el célculo del tamafio de muestra se consider6 un riesgo alfa de 0,05 y un
riesgo beta de 0,2. Se asumid una desviacion estandar comun de 15,3 (Colil,
2019), con una precision de la estimacion de mas menos 6.2 unidades con una
tasa de pérdidas de seguimiento del 1%. El tamafio muestral requerido fue de un
total de 20 unidades de observacion, en base a estudios previos con resultados
positivos utilizando un tamafio muestral similar (Colil, 2019) y al programa en linea

Granmo.

6.1.3 Preparacion de las muestras

Bloques de esmalte

Los molares donados fueron examinados de manera individual, excluyendo los
gue presentaran anomalias, desmineralizaciones o fracturas. Posterior a esto, los
10 molares seleccionados fueron instrumentados y limpiados con un scaler para
retirar los restos de tejido periodontal, para luego ser conservados en una solucion
de Timol 0,2% y refrigerados a 5°C hasta el momento de su utilizacion.

Cada molar fue montado en acrilico y cortado con una sierra de diamante de baja
velocidad (SYJ-150, MTI) y luego con un disco de acero diamantado de 0,20 mm
de grosor marca (Horico, Alemania) montado en instrumental rotatorio de baja
velocidad hasta obtener bloques de esmalte con dentina subyacente de 3x3x3

mm.
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Después se utilizé un disco de carburo de silicio (carburundum) en instrumental
rotatorio de baja velocidad para desgastar los cortes hasta obtener bloques de
3x3x3 mm.

Los bloques obtenidos fueron pulidos con piedras de carburo de silicio de grano
600-4000, posteriormente limpiados con ultrasonido y sometidos a autoclave a

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

Dispositivo intraoral removible y montaje de las muestras

Se utilizé un dispositivo intraoral removible maxilar que fue realizado de la

siguiente manera:

1- Se tomo una impresion de maxilar superior del voluntario utilizando cubeta
stock y alginato.

2- Laimpresion fue vaciada con yeso piedra.

3- Se envid el modelo del maxilar en yeso al laboratorio dental, con las
siguientes instrucciones; dispositivo de acrilico termopolimerizacion
removible el cual debe contar 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.

Una vez obtenido el dispositivo, los blogues de esmalte fueron montados
individualmente en las ranuras mediante cera adhesiva. En las zonas vestibulares
de molares, al ser las muestras de 3x3x3 mm y la profundidad de las ranuras de
4x4x4 mm, quedé 1mm de profundidad del acrilico hasta la muestra de esmalte,
con el objetivo de dejar espacio para la acumulacion de placa o biopelicula en las
zonas vestibulares de molares. Los blogues fueron numerados del 1 al 10 desde la
zona mas posterior derecha vestibular a la zona mas posterior derecha palatina,
de izquierda a derecha por vestibular y de izquierda a derecha por palatino, siendo

nominada la muestra media palatina como la niamero 7 (Figura 1).
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Figura 1: Esquema del dispositivo intraoral removible. Se observa las muestras de
esmalte colocadas en sus respectivas ranuras.

La distribucion y el tratamiento de las muestras de esmalte se realizdé segun lo

explicado en la Tabla 2.

Tabla 2: Distribucién y tratamiento de las muestras. En el experimento hubo un grupo
control y uno experimental. El grupo control fue expuesto a sacarosa al 20% en la Fase 1
y la Fase 2 del experimento. El grupo experimental no fue considerado en el presente

estudio.

Grupo y numero de muestras

Distribucién

Tratamiento

Grupo control: 20 muestras, 2
dispositivos (10 en cada

dispositivo)

2 voluntarios, cada uno

asignado a un dispositivo

Se exponen a sacarosa
al 20%
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6.1.4 Proceso de desmineralizacion

Los 2 voluntarios debieron utilizar el dispositivo intraoral removible que portaban
las muestras de esmalte durante 28 dias por 24 horas al dia, e instilar una gota de
sacarosa al 20% (Aires et al., 2006) cada 2 horas a cada una de las muestras
hasta lograr 8 aplicaciones diarias (Colil, 2019). Esto fue realizado con un gotario
fuera de boca, esperando 5 minutos antes de reintroducir el aparato a la cavidad
oral. Ademas se retir0 el dispositivo en momentos de alimentacion e higiene oral,

gue debian ser 4 ocasiones maximo de 30 minutos de duracién o menos.

Durante este periodo, se controlé el cumplimiento del protocolo de estudio y se
resolvieron las dudas o problemas con el dispositivo a los voluntarios mediante
llamadas telefonicas diarias y la informacion se registré en formularios redactados
para este proposito. Se registraron los momentos de instilacion con sacarosa
(Anexo N°7) y al final de cada fase del estudio se realizé un cuestionario para

evaluar el cumplimiento del protocolo durante el estudio (Anexo N°8).

6.2 Lesiones de caries generadas con modelo in vitro

Se utilizé6 el modelo de caries descrito por Ccahuana-Vasquez y Cury en 2010
(Ccahuana-Vasquez & Cury, 2010), que consiste en la simulacion de un ambiente
cariogénico mediante la exposicion de bloques de esmalte a sacarosa 10%, 4
veces al dia por 5 dias, previa formacién de una biopelicula monoespecie de
Streptococcus mutans (S. mutans) para obtener una zona de desmineralizacion

compatible con una lesion de caries.

6.2.1 Muestra

La muestra consistio en 34 laminas de esmalte obtenidos del corte en bloque de
17 terceros molares humanos incluidos (sin contacto con el medio oral)
proporcionados voluntariamente por pacientes sometidos a exodoncias por

indicacion de ortodoncia en el “Instituto Nacional de Ortodoncia”. Los donantes
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firmaron un consentimiento informado aprobado por el comité de ética de la

Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (Anexo N°2).

Los molares donados fueron examinados de manera individual, excluyendo los
gue presentaran anomalias, desmineralizaciones o fracturas. Posterior a esto, los
17 molares seleccionados fueron instrumentados con un jaquette y cureta Gracey
3/4 (Hu Friedy, Alemania) para retirar los restos de tejido periodontal, para luego
ser conservados en una solucion de Timol 2% vy refrigerados a 5°C hasta el
momento de su utilizacion.

La distribucion y el tratamiento de los cortes se realizd segun lo explicado en la
Tabla 3.

Tabla 3: Distribucion y tratamiento de los cortes. De los 32 bloques de esmalte, 10
fueron denominados como grupo control, a los que se les indujo la formacién de
biopelicula pero no se continud con las exposiciones a sacarosa, y los 24 restantes fueron
el grupo experimental, que fueron expuestos a sacarosa 10% 4 veces al dia por 5 dias

Grupo y numero de o » .
Distribucion Tratamiento
muestras
No se exponen a sacarosa
Grupo control: 10 muestras Placa de cultivo 1 (P1) posterior a formacion inicial
de biopelicula
_ _ Se exponen a sacarosa al
Grupo experimental: 22 Placas de cultivo 2 (P2) y )
_ 10% 4 veces al dia por 5
muestras placa de cultivo 3 (P3) i
ias

Para el calculo del tamafio de muestra se considerd un riesgo alfa de 0,05 y un
riesgo beta de 0,2. Se asumid una desviacién estandar comun de 20 (Colil, 2019),
con una precision de la estimacion de mas menos 8 unidades con una tasa de
pérdidas de seguimiento del 1%. El tamafio muestral requerido fue de un total de

21 unidades de observacion, en base a estudios previos con resultados positivos
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utilizando un tamafio muestral similar (Ahumada, 2017) y al programa en linea
Granmo.

Se recolecté también una muestra de 50 mL de saliva no estimulada, que fue
obtenida de tres sujetos voluntarios sin enfermedades sistémicas, no fumadores,
habiendo realizado una correcta higiene oral y sin consumir alimentos ni liquidos al
menos 2 horas antes de la recoleccion. Cada voluntario utilizd un tubo de
centrifuga de 50 mL Falcon™ para depositar la saliva, y la recoleccion se realiz6 el

dia anterior a su utilizacion.

6.2.2 Preparacion de las muestras

Bloques de esmalte

De cada molar se obtuvieron 2 cortes que contenian esmalte con dentina
subyacente, y que fueron realizados utilizando instrumental rotatorio de alta
velocidad con una piedra de diamante, forma de aguja, grano azul de 0,12 mm
(ISO 806.314.166.524.012) y obtenidos de las caras menos convexas que
presentara cada molar. Después se utilizd6 un disco de carburo de silicio
(carburundum) en instrumental rotatorio de baja velocidad para desgastar los
cortes hasta obtener bloques de 3x3x3 mm (Figura 2). Los bloques obtenidos
fueron pulidos con piedras de carburo de silicio de grano 600-4000,
posteriormente limpiados con ultrasonido y cada uno fue conservado en un tubo
de microcentrifuga de 2 mL marca Eppendorf ® con Timol 2% hasta el dia de su

utilizacion.
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Figura 2: Proceso de corte de muestras de esmalte. Imagen obtenida en el proceso de
preparacion de las muestras de este estudio. A la izquierda se ve el disco de
carburundum dando forma a la muestra de esmalte hasta alcanzar su medida de 3x3x3
mm, y a la derecha se ven las muestras de esmalte ya cortadas del tamafio requerido.

Saliva

La saliva recolectada desde voluntarios sanos fue mezclada en una sola muestra
para diversificar la composicién de ésta, y se dividié en 2 tubos de centrifuga de
50 mL marca Falcon™ y centrifugada a 4.500 rpm por 20 minutos, a 4°C. Luego
de esto, la saliva fue filtrada bajo campana de flujo laminar. Esto fue realizado
mediante filtros tipo Sterile Syringe Filter de 0.22 um marca EDLAB y una jeringa
de 20 mL. Este proceso fue realizado dos veces para asegurar la esterilidad de la
saliva. Para corroborar la ausencia de bacterias se sembraron 200 uL de saliva
filtrada con un rastrillo en césped en dos placas de Petri (100 uL en cada placa)
con agar sangre, que luego fueron incubadas, una en microaerofilia y la otra en
condicion de aerobiosis, a 37°C durante 24 horas. Se observaron las placas bajo
la lupa para confirmar la ausencia de bacterias.

La saliva se almacend a 4°C hasta el momento de su utilizacion.
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6.2.3 Montaje de las muestras

Se fabricaron armazones o estructuras metalicas con alambre de ortodoncia de
0,8 mm con ayuda de un alicate para los 32 bloques de esmalte Los armazones se
utilizaron para mantener las muestras en suspension en los pocillos de las placas
de cultivo.

Se extrajeron los bloques de los tubos de centrifuga de 2mL en los que estaban
almacenados y se enjuagaron de forma profusa con agua destilada.

Las muestras fueron secadas con papel absorbente y fijadas en los armazones de
la siguiente manera: Con un microbrush se colocé 1 capa de adhesivo universal
One Coat Bond SL de la marca Coltene en la cara dentinaria del bloque y se le
aplico aire con una suave presion de la jeringa triple. Se polimerizé el adhesivo por
20 segundos con una lampara de fotocurado y se colocé una pequefia porcion de
resina compuesta fluida Filtek de la marca 3M™ sobre el adhesivo. Se posiciond
el armazon sobre la resina, se cubrié con otra porcion de resina y se polimerizo
por 40 segundos (Figura 3). Se verifico que no hubiera adhesivo ni resina en el
esmalte de la muestra.

Una vez montados todos los bloques en sus armazones, se procedio a colocar
cada bloque con su armazon en un tubo de centrifuga marca Falcon™ de 50 mL
con agua destilada suficiente para que quedara sumergido.

Estos se mantuvieron de esta forma hasta el dia de su utilizacion.
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Figura 3: Montaje de las muestras. Imagen obtenida en el proceso de la adhesion de las
muestras de esmalte a su armazén. En la imagen de la izquierda se ven la resina,
adhesivo, armazon y muestra de esmalte. En la imagen de la derecha se ve la muestra de
esmalte ya montada en su armazon.

6.2.4 Procesos para la formacién de biopelicula monoespecie de

Streptococcus mutans

Como primer paso, se esterilizaron en autoclave las muestras de esmalte con sus

armazones en sus respectivos tubos Falcon™ por 30 minutos, a 125°C.

In6éculo bacteriano

Se sembr6é 100 pL de un cultivo liquido de la cepa de coleccion Streptococcus
mutans ATCC 25175 proporcionada por la Dra. Patricia Palma F. del laboratorio
de microbiologia e inmunologia oral (Lab Mio) de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile, en agar TYCS y se incubd durante 24 horas a 37°C en
condiciones de microaerofilia. Posterior a esto se realizé un andlisis macro y

micromorfoloégico para verificar la ausencia de contaminacién con hongos o
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presencia de otras bacterias. Del agar se resembraron 100 pL de S. mutans en
caldo BHI estéril en torno a un mechero de gas encendido para mantener
esterilidad de la zona de trabajo, y se incubaron por otras 24 horas en las mismas

condiciones anteriores. Esta suspension constituyé “el inéculo bacteriano”.

Pelicula salival adquirida

Para la formacién de la pelicula salival adquirida, bajo campana de flujo laminar y
con ayuda de una pipeta, se deposité 3,5 mL de saliva microfiltrada en una placa
estéril de 12 pocillos y, con una pinza estéril, se retiraron los bloques de esmalte
con sus armazones de sus tubos respectivos y fueron colocados de a 2 en cada
uno de los 12 pocillos, como se esquematiza en la Figura 4. Una vez colocadas
todas las muestras, se tapo la placa y se llevdé a una incubadora a 37°C por 30
minutos, agitando la placa de forma manual cada 3 minutos. Este procedimiento

se repitié con las 8 muestras restantes.

Muestras en saliva

VOO
EABIELE)

m

,
st

Figura 4: Esquema de la disposicion de las muestras en la placa con saliva. Las
muestras montadas en sus armazones se ubicaron en los pocillos con saliva filtrada para
generar la pelicula salival adquirida.
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Formacién de biopelicula

En un tubo de ensayo estéril y en torno a un mechero de gas encendido, se ajusté
el inéculo bacteriano a 0,5 McFarland adicionando caldo BHI estéril, mediante un
espectrofotometro UV-Vis de haz dividido HALO-10, marca Dynamica ™ a 600 nm

de longitud de onda, hasta lograr una absorbancia de 0,125.

En torno a un mechero de gas encendido, en un frasco Schott Duran® estéril de
200 mL, se realizé la siguiente preparacion, obteniendo 150 mL de ésta:

e 128,75 mL de caldo BHI con glucosa 0,1mM

e 6,88 mL del inéculo bacteriano ajustado a 0,5 McFarland

e 14,38 mL de sacarosa al 10%

Se vertieron 4 mL de la preparacion en los pocillos de 3 placas nuevas de 12
pocillos. Se trasladaron con una pinza estéril las 24 muestras desde la placa con
saliva a 2 de las placas nuevas con la preparacion, y se realizé lo mismo con las 8
restantes posterior a su formacion de pelicula salival adquirida al igual que las 24
muestras anteriores, como se muestra en la Figura 5.

Ya distribuidas las muestras en sus placas, fueron incubadas en condiciones de

microaerofilia, a 37°C, por 36 horas.

Placa 1 para formacion de Biofilm  Placa 2 para formacion Biofilm Placa 3 para formacion de Biofilm
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Figura 5: Esquema de la distribucion de las muestras en placas 1, 2 y 3. Las
muestras con la pelicula salival adquirida formada, fueron dispuestas en las placas de
cultivo con la preparacion de caldo BHI mas glucosa 0,1 mM, inéculo bacteriano y
sacarosa 10% para la formacion de Biofilm monoespecie de S. mutans
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6.2.5 Proceso de desmineralizacion:

Las muestras del grupo experimental fueron tratadas para generar una
desmineralizacion compatible con una lesién de caries no cavitada, in vitro,
mediante la exposicion de las muestras a sacarosa 10% por 5 minutos, 4 veces al

dia por 5 dias consecutivos.

Se rotularon las placas para las muestras como P1, P2 y P3, y las placas para el
suero y la sacarosa.

Primero se dispensd suero en los pocillos de la placa rotulada para esto y
sacarosa 10% en los pocillos de su placa correspondiente.

Luego se dispensé de caldo BHI con glucosa 0,1 mM en cada uno de los 10
pocillos de P1y P2, al igual que en los 12 de P3.

Después se procedié a retirar las placas con las muestras de la incubadora y
también se dispusieron en la campana. Las placas, hasta este punto, se

esquematizan en la Figura 6.
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Placa 3 con muestras con Biofilm
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Figura 6: Esquema de las placas y sus contenidos antes de la primera exposicion a
sacarosa 10%. Las Placas 1, 2 y 3 con las muestras de esmalte, contienen a éstas y la
preparacion de caldo BHI con glucosa 0,1 mM, in6culo bacteriano ajustado a 0,5
McFarland y sacarosa 10%. Las Placas 1, 2 y 3 nuevas, contienen caldo BHI con glucosa
0,1 mM. Se observan también las placas con suero y sacarosa, cada una rotulada con su

contenido.

Se retiraron las muestras de las placas antiguas y se distribuyeron en las placas
nuevas con caldo, 10 en P1, 10 en P2 y 12 en P3. Esto con el objetivo de

mantener vivas a las bacterias del inéculo.

La primera exposicion se realizé a P2, en que se retird6 con una pinza estéril la

primera muestra y se depositd en el primer pocillo de la placa con sacarosa,

momento en el que comenzo el conteo de los 5 minutos de la exposicion.
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A continuacion de la primera, se traslado el resto de las muestras a los pocillos
con sacarosa.

Pasados los 5 minutos, se retird la primera muestra de la sacarosa, y se sumergio
3 veces en el primer pocillo de la placa con suero para lavar la sacarosa. Posterior
a esto se llevé nuevamente a su pocillo correspondiente en la P2. Esto se repitié
para el resto de las muestras y se realizé el mismo procedimiento para P3. Las
muestras de P1 no se expusieron a sacarosa. Este proceso puede verse en el
esquema de la Figura 7.

Y
")
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Figura 7: Esquema del proceso de exposicion de las muestras a Sacarosa 10%. Se
observa el flujo que se realizé a cada muestra a través de las placas con sus diferentes
contenidos, y el tiempo que se expusieron a sacarosa 10%.

Las 3 placas fueron tapadas y llevadas a incubacion en microaerofilia, a 37°C

hasta la siguiente exposicion.

Al inicio de cada jornada del experimento se cambio el caldo de cada placa por
caldo estéril fresco, bajo campana, retirando el caldo antiguo y depositando el

nuevo caldo en los pocillos.
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La sintesis del experimento puede verse en la Figura 8.

Dial Dlal Dia3 Dia4 Dia 7

Reactivacion 5.mutans ATCC25175

Corte, preparacion y mentaje de muestras en sus armazones

Recoleccién de saliva

Esterilizacidn muestras

Preparacion inéculo S.mutans

Filtrado de saliva

Formacion de pelicula salival adquirida

Ajuste inoculo S.mutans a 0.5 McFarland

Formacion biopelicula: Incubacién de muestras en placas con BHI+Glucosa + indculo S.mutans ajustado + Sacarosa 10%
Preparacion P1, P2 y P3 con BHI+Glucosa

Traslado muestras a P1, P2y P3

Preparacion placa con sacarosa 10% y placa con suero

Exposicion P2 y P3 a sacarosa 10%

Incubacidn P1, P2 y P3

Siembra caldos P1, P2 y P3 en agar TYCS y frotis para Tincion Gram
Recambio de caldo de pocillos por caldo fresco de BHI+Glucosa

Medicidn pH caldo antiguo P1, P2y P2

Fin del experimento. Recoleccidn, limpieza y almacenamiento de muestras

000000 PONECOCOD

Figura 8: Sintesis del modelo in vitro. Se observan los dias en los que se desarroll6 el
experimento y las actividades realizadas.

6.2.6 Verificacion de viabilidad y pureza de los cultivos

Al principio de cada jornada, antes del inicio de las exposiciones, lo primero que se
realizé fue la siembra del caldo de cada placa en agar TYCS, y se tomé una
alicuota en un portaobjeto para realizar tincion Gram.

Se tomaron las muestras del fondo de los pocillos y se sembraron en el agar de
cada placa. Posteriormente se incubaron las placas en microaerofilia, por 24
horas, a 37°C. Este procedimiento se realizd 2 veces el quinto dia para corroborar
la ausencia de contaminacion externa hasta el ultimo momento y la viabilidad del

cultivo.
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Pasadas las 24 horas de cada siembra, se realizé el analisis macromorfologico de
cada segmento de las placas de Petri mediante su observacion bajo lupa
estereoscopica.

Para la tincion Gram se tom6 una alicuota de un pocillo al azar de cada placa y se
realiz6 un frotis en un portaobjetos que se sometid a tincibn Gram para

posteriormente ser observado bajo microscopio Axiostar Plus de Carl Zeiss®.

6.2.7 Medicion pH de caldos

Con el objetivo de determinar la acidificacién del medio por parte de la biopelicula
de S. mutans, al inicio de cada jornada, antes del cambio de caldo a caldo fresco,
se procedio a retirar los caldos antiguos de las placas y se realiz6 la medicion de
pH de cada caldo con el medidor de pH de sobremesa Orion Star™ A211 (Thermo

Scientific™).

6.2.8 Eliminacion de biopeliculay recoleccion de las muestras

El quinto y ultimo dia de experimento, después de la Ultima exposicion a sacarosa,
se retir6 las muestras de sus pocillos, fueron removidas de sus armazones y se
cepillaron utilizando un cepillo suave, se les agreg6 gluconato de clorhexidina al
0,12% vy finalmente enjuagadas con agua destilada. Posteriormente fueron
introducidas en tubos de microcentrifuga Eppendorf® con agua destilada estéril,
rotulados con el nimero de la muestra y almacenados a la espera de la medicion

de microdureza.
6.3 Medicion de microdureza superficial de ambos modelos
Posterior al periodo experimental se realizé la medicibn de la microdureza

superficial utilizando el microdurometro de Vickers Struers Duramin (Estados

Unidos) del Laboratorio de Propiedades Mecéanicas perteneciente al Departamento
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de Ciencia de los Materiales de la Facultad de Ciencias Fisicas y Mateméticas de
la Universidad de Chile (Figura 9).

Las muestras del modelo in situ fueron previamente hidratadas con timol al 2% por
48h, y posicionadas en el microdurémetro en una base de acrilico con cera
adhesiva (Figura 10).

Las muestras del modelo in vitro se recolectaron de sus tubos de microcentrifuga y
se posicionaron en el microdurémetro en una base de cera amarilla (Figura 11).

Figura 9: Microdurometro de Vickers Struers Duramin (Estados Unidos). Imagen
tomada en el Laboratorio de Propiedades Mecanicas de la Facultad de Ciencias Fisicas y
Matemaéticas de la Universidad de Chile. Equipo utilizado para medir la microdureza de las
muestras de esmalte.
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Figura 10: Base de acrilico para posicionar muestras en microdurémetro. Imagen
obtenida de este estudio. Las muestras del modelo in situ fueron ubicadas en esta base
con cera adhesiva para medir su microdureza.

Figura 11: Muestra de esmalte en microdurémetro. Imagen obtenida de este estudio.
Muestra de esmalte del modelo in vitro en base de cera amarilla para medir su
microdureza.

A cada uno de los 20 blogues de esmalte del modelo in situ se le realiz6 3
indentaciones con una carga de 1,96 N durante 20 segundos y se les calculo el
promedio de las 3 mediciones obtenidas.

A los 32 bloques de esmalte del modelo in vitro se les realizd 3 indentaciones
(Figura 12) en con una carga de 1,96 N durante 15 segundos e igualmente se

calcul6 el promedio de las 3 mediciones.

Los valores de microdureza calculados por el equipo se realizan mediante la
siguiente férmula: Microdureza Vickers (VH) = (1,8544 x P) x 103 /d2 HV:
microdureza de Vickers P: test de carga aplicada (N) d: promedio de las

diagonales de la indentacion (mm) (Moore & Booth, 2015).
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Figura 12: Indentaciéon en blogue de esmalte. Imagen obtenida en el microindentador.
El rombo corresponde a la indentacion realizada por el microindentador sobre la muestra
de esmalte y las lineas | y Il determinan la medida de una de las diagonales del rombo.

Plan de analisis de datos: En la presente investigacion se aplicé un analisis
estadistico descriptivo. Los datos de ambos modelos fueron codificados e
ingresados a una base de datos en archivo Excel Office para Windows y el
programa STATA. Se realiz6 un analisis descriptivo de los datos de microdureza
de las 24 muestras del modelo in vitro que fueron sometidas al desafio cariogénico
y de las 20 muestras del grupo control del modelo in situ.

Finalmente, se calcul6 la variabilidad de la microdureza para las muestras de cada
modelo y se realiz6 una comparacion de caracter descriptiva entre ambos

modelos.
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7. RESULTADOS

7.1 Modelo in vitro

7.1.1 Formacién de biopelicula en las muestras de esmalte

Se verificé la formacion de biopelicula monoespecie de S. mutans en las muestras
mediante inspeccion visual, observandose una capa blanquecina, densa y aspecto
rugoso sobre las superficies de las muestras de esmalte sumergidas en los
pocillos con caldo BHI con glucosa, que fue creciendo y abarcando parte del
armazén metalico que estuvo sumergido en el caldo (Figura 13).

Ademas se evidencio la presencia de biopelicula al haber depdésitos de S. mutans
en el fondo de los pocillos (Figura 14).

Las muestras de la P1, que eran el grupo control y que no se expuso a sacarosa
posterior a la formacién de biofilm al principio del experimento, mostraron sélo una
leve formacién de biopelicula, pero menos densa que las de P2 y P3 (Figura 14).

Figura 13: Muestra de esmalte en su armazén. Imagen obtenida de este estudio. Se
observa la formacién de biopelicula con aspecto blanquecino y rugoso.
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Figura 14: Muestras de distintas placas con biopelicula. Imagen obtenida de este
estudio. Se observa P2 con biopelicula densa y muestras de P1 con biopelicula muy
escasa

7.1.2 Controles de viabilidad y pureza de Streptococcus mutans

En el andlisis del agar TYCS con la cepa de S. mutans ATCC 25175 después de
ser incubada durante 24 horas a 37°C, se observé un crecimiento positivo de las
colonias y ausencia de contaminacion con hongos u otro tipo de bacterias (Figura
15).

Ademas, los controles de viabilidad y pureza fueron positivos para todos los
pocillos con indculo de S. mutans, observandose colonias en todos los segmentos

del agar de cada pocillo (Figura 16).
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Figura 15: Agar TYCS con cepa de S. mutans ATCC 25175. Imagen obtenida de este
estudio. Se observan colonias redondas, blanquecinas y delimitadas.

Figura 16: Agar TYCS con siembras de P1 y P2. Imagen obtenida de este estudio. Se
observan colonias caracteristicas de S. mutans.
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En la observacion al microscopio Optico de los frotis de caldo de cada pocillo, se
identificaron células cocaceas, de pared Gram positivo agrupadas en pares o
cadenas compatibles con la micromorfologia y agrupacién de S. mutans, y no
hubo presencia de elementos que indicaran contaminacion de la muestra (Figura
17).
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Figura 17: Frotis de un pocillo de P3 con tincién Gram en microscopio Optico.
Imagen obtenida de este estudio. Se observan células cocaceas de reaccion tintorial
Gram positivo agrupadas en cadenas.
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7.1.3 Medicion de pH

El pH promedio de los 5 dias del tratamiento con sacarosa de P1y P2 fue de 4,76
para ambas, y para P1, en que las muestras fueron expuestas a sacarosa de
manera inicial sélo para la formacién de biofilm (grupo control) fue de 5,2 (Tabla
4).

Tabla 4. pH de caldos de cultivo de P1, P2 y P3 segun dia del experimento.

Dia del experimento pH P1 pH P2 pH P3
1 4,2 4,3 4,3
2 5,2 50 50
3 5,2 4,9 4,9
4 5,4 4,7 4,7
5 6,0 4,9 4,9
Promedio pH 5,2 4,76 4,76

7.2 Resultados de prueba de microdureza de Vickers

7.2.1 Modelo in situ

Se realizé prueba de microdureza a las 20 muestras correspondientes al grupo
control, que fueron expuestas a sacarosa. Los resultados se muestran en la Tabla
5.

Tabla 5. Analisis descriptivo, valor de la microdureza superficial obtenida en durémetro en
modelo in situ. El grupo control fue expuesto Gnicamente a sacarosa.

Grupo de estudio Desviacion
Media MDS (HV .
modelo in situ (HV) estandar

Control 180,59 59,66 20
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7.2.2 Modelo in vitro

Se le realiz6 prueba de microdureza a las 22 muestras expuestas a sacarosa (P2

y P3). Los resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Analisis descriptivo, valor de la microdureza superficial obtenida en durémetro,
posterior a las exposiciones a sacarosa en modelo in vitro.

_ Media
Grupo de estudio MDS Desviacion Mi Max N
: in
modelo in vitro estandar
(HV)
Experimental (P2 y P3) | 135,27 20,038 102 169 22
Control (P1) 192,6 26,545 163,67 | 250,67 10

7.2.3 Comparacion entre modelo in situ e in vitro en cuanto a microdureza

En cuanto a los resultados obtenidos de la medicion de la microdureza de las
muestras de los modelos in vitro e in situ, se calculo la desviacion estandar y la
media con el objetivo de comparar la variabilidad de las lesiones de caries

inducidas en el modelo in situ y el in vitro.

La desviacion estandar del modelo in situ fue de 59,66, mientras que la del in vitro
fue de 20,038. en Estos resultados demuestran que hay una diferencia evidente
entre las desviaciones estandar de ambos modelos, siendo ésta de 39,622,
existiendo una mayor desviacion estandar en la microdureza entre las lesiones de

caries inducidas en el modelo in situ que en el in vitro, como se ve en la Tabla 7.

Tabla 7. Comparacién entre desviaciones estandar de modelos in situ e in vitro.

Modelos | Desviacion Estandar (DE) de | Diferencia entre

microdureza de las muestras | DE

In Situ 59,66
39,622

In Vitro 20,038
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8. DISCUSION

Se han realizado mdltiples estudios para generar caries de forma artificial,
utilizando modelos in situ como in vitro, pero no hay estudios en que se compare

la variabilidad de las lesiones de caries inducidas con cada modelo.

En este estudio se llevaron a cabo dos modelos para la induccion de caries, uno in
situ y otro in vitro, en los que se midié la microdureza superficial de las muestras
con caries inducidas, y se compararon las variabilidades en los resultados de cada
modelo. El resultado fue que en el modelo in situ hay una mayor variabilidad de las
lesiones de caries inducidas que en el modelo in vitro, por lo que el modelo in vitro

seria mas reproducible y obtener resultados menos dispersos.

La evaluacion de la microdureza se realizo como método elemental para valorar la
desmineralizacion de la superficie dentaria, proceso que ocurre en una lesion de
caries de forma natural (Pitts & Zero, 2016), por lo que es un indicador para
comprobar la generacion de una lesion de caries en las muestras (Featherstone
et al., 1983; Gutiérrez & Reyes, 2001).

Para verificar la formacion de lesiones de caries mediante la evaluacion de la
microdureza de Vickers, se debe conocer los valores de microdureza superficial
del esmalte sano, que es de 283 — 374 HV (Chun et al., 2014), lo que se condice
con valores muy similares obtenidos en otros estudios in situ (Azan, 2019; Caolil,
2019; Mufioz, 2019) e in vitro (Jara, 2017; Majithia et al., 2016; Padilla, 2018).
Considerando estos valores y los del promedio de la microdureza obtenida en las
muestras del modelo in situ (180,59 HV) e in vitro (135,27), se puede afirmar que

son compatibles con una lesion de caries.

En el modelo in situ se generaron las lesiones de caries estandarizadas segun un
modelo previamente establecido (Colil, 2019), en que se utilizé el mismo

dispositivo pero con menos muestras en cada aparato removible, pero se utilizaron
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6 aparatos para cada grupo, por lo que hubo 6 voluntarios para el grupo que
exponia las muestras a sacarosa. Ademas el estudio consté sélo de 14 dias y no
28 como en el presente estudio. Las instrucciones de uso del aparato fueron las
mismas. Al igual que en este estudio, se midio la microdureza de Vickers de las
muestras al finalizar el experimento, con una carga de 1,961 N por 10 segundos.
Los resultados de microdureza tuvieron una desviacion estandar de 82, que es
mayor a la obtenida en el modelo in situ realizado para este estudio, que fue de
59,66, y por lo tanto mayor a la desviacion estandar del modelo in vitro, que fue de
20,038.

En cuanto al modelo in vitro, éste se basé en un modelo de caries descrito por
Ccahuana-Vasquez & Cury, 2010, en que se utilizaban muestras de esmalte
bovino y se las exponia a sacarosa 10% por 1 minuto, 8 veces al dia por 5 dias,
previa formacion de una biopelicula monoespecie de S. mutans. En una
adaptacion de este modelo (Ahumada, 2017; Jara, 2017; Padilla, 2018) se
utilizaron muestras de esmalte humano. En los experimentos de Ahumada, Jara y
Padilla, las muestras se dividieron en 3 zonas, una para control, a la que se midi6
la dureza de Vickers antes del experimento, otra que fue expuesta a sacarosa
10% y una tercera expuesta a probidtico o alguna sustancia remineralizadora. Las
muestras se expusieron a sacarosa 4 veces al dia, por 5 minutos cada vez.

Para medir microdureza se utilizé una carga de 1,961 N por 10 segundos.

Pese a que en estos experimentos no se calculé desviacion estandar de las
muestras expuestas a sacarosa, se pudo calcular en base a los datos expuestos
en cada estudio. El de Padilla arrojé una desviacion estandar de 35,533, el de Jara
51,433, siendo mucho mayor que la del estudio actual (20,038) pero aun asi,

menor que la del estudio in situ (59,66).

En los estudios in vitro e in situ las condiciones son muy diferentes, destacando
principalmente el ambiente en el que se desarrollan, la in situ en la boca de un ser

humano, y el in vitro en el laboratorio. Naturalmente las condiciones en el
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laboratorio son méas controlables que en la boca, aunque ambos experimentos
involucran al componente humano, lo que puede llevar a mas de un error en
ambos modelos. He ahi la importancia de anotar todos los pasos, equivocaciones
y errores en una bitacora de laboratorio, en caso del modelo in vitro, y de controlar
estrictamente el cumplimiento del protocolo por parte de los participantes en el
modelo in situ. En el modelo in situ se debe considerar, ademés, que hay mucho
menos control sobre las muestras, ya que estan a merced de los voluntarios, que
pueden o no seguir las instrucciones y omitir informacion o francamente mentir al

respecto del cumplimiento del acuerdo.

En el modelo in vitro se llevaron a cabo varios experimentos a la vez, por lo que
junto a las placas 1, 2 y 3, habia una placa 4 que involucraba el uso de un
probidtico, por lo que fue mas lento que lo que hubiera sido realizar el experimento
por si solo.

Uno de los inconvenientes del experimento fue que se desprendieron de sus
armazones 2 muestras de P2, pero no se consideraron como perdidas, ya que se
siguieron exponiendo a sacarosa, trasladandolas entre placas con una pinza
desde los margenes de la muestra para no interferir en la biopelicula formada.
Esto fue un posible error de montaje y/o manipulacién de las muestras, ya que lo
mas probable es que al ser montadas las muestras no se haya colocado suficiente
resina sobre el armazén, o que al manipular las muestras se haya sujetado desde
el centro del armazoén, donde estaba adherida la muestra en vez de uno de los
extremos.

En cuanto a los horarios de exposicion, los intervalos cambiaron bastante entre los
dias, variando de exposiciones cada 2 horas a cada 4 horas en distintos
momentos del dia debido a distintas razones como la existencia de un horario de
cierre del laboratorio determinados dias, inicio de exposiciones muy tarde por
realizar la siembra de los caldos de cada pocillo en agar antes de realizar el
cambio de caldos, y compromisos o imprevistos de los investigadores al momento

de realizar las exposiciones.
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En el modelo in situ se perdid6 una muestra durante el proceso de analisis de
éstas, afectando el tamafo de la muestra (aunque no significativamente). Ademas
no se pudo lograr un inicio simultaneo con todos los voluntarios en la fase
experimental debido a un retraso del laboratorista y enfermedad de uno de los
voluntarios.

En cuanto a las complicaciones reportadas de parte de los voluntarios durante el
periodo experimental, algunos voluntarios reportaron incomodidad al usar el
dispositivo y dificultades horarias para la aplicacion de la sacarosa, sobre todo en
dias feriados, viajes y trabajo.

A parte de los errores antes mencionados, en los modelos in situ para inducir
caries de manera artificial, en general, existen muchas mas variables que en los
modelos in vitro. La primera es la diferencia entre los voluntarios que utilicen el
dispositivo, ya sea en cuanto a genética, habitos, cantidad, calidad y composicion
de la saliva y caracteristicas de los dientes. Es por esto que los parametros
experimentales clave que deben considerarse en el desarrollo de un modelo in
situ, son las caracteristicas de los sujetos voluntarios, el disefio fisico del modelo,
el tipo de tejido utilizado como sustrato, el método de evaluacién del estado
mineral, el disefio del estudio y el protocolo clinico (Zero, 1995). EI cumplimiento
del protocolo depende del voluntario, por lo que en este estudio se realizé un
registro de las aplicaciones de sacarosa y probiotico de cada uno de los
voluntarios para hacer el seguimiento del proceso y controlar el cumplimiento del

protocolo.

En cuanto al modelo in vitro, la utilizacion de un modelo de biopelicula
monoespecie de S. mutans puede ser considerado una desventaja, debido a que
la composicion de la biopelicula dental involucra cientos de especies bacterianas
(Padilla, 2018), lo que hace imposible reproducir exactamente esta complejidad en

un modelo in vitro (Fernandez et al., 2016). La eleccion de S. mutans como Unica
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especie constituyente de la biopelicula desarrollada en este trabajo, radica en que
es la especie bacteriana con mayor numero de resultados favorables respecto a la
formacion de biopelicula y desmineralizacion de esmalte en trabajos con modelos
bacterianos similares (Ccahuana-Vasquez & Cury, 2010; Diaz-Garrido et al., 2016;
Steiner-Oliveira et al., 2007) y debido a que posee propiedades Unicas para
metabolizar la sacarosa, el hidrato de carbono mas cariogénico proveniente de la
dieta (Leme et al., 2006).

Con respecto a los controles de viabilidad y pureza de Streptococcus mutans del
modelo in vitro, considerando que las distintas especies de Streptococcus poseen
una morfologia muy similar entre si, para confirmar la presencia Unica de S.
mutans, se podrian haber utilizado otros meétodos mas especificos, como la
siembra en medios selectivos, como MSB (mitis-salivarius-bacitracina), que
contiene entre otros compuestos sacarosa al 20% y como sustancias inhibidoras
de otras bacterias telurito potasico, azul tripan, cristal violeta, y 0,2 U/ml de
bacitracina (Gamboa, 2014; Liébana, 2010), pruebas bioquimicas como
fermentacion de rafinosa, manitol, melobiosa, trehalosa e inulina; hidrdlisis de la
esculina en presencia y ausencia de bilis; ureasa; hidrdlisis de la arginina, y
resistencia a la bacitracina (Gamboa, 2014).

Ademas esta la secuenciacion del ADN (Abranches etal., 2018) y la AP-PCR
(arbitrarily primed PCR), que es rapida y reproducible, siendo de gran valor para
distinguir especies de S. mutans, S. sobrinus y otras cepas de Streptococcus spp.

orales (Truong et al., 2000).

Este estudio se realiz6 para validar modelos de investigacion sobre lesiones de
caries y no solo superficies sanas, de esta manera se pueden investigar efectos
terapéuticos y no solo preventivos. En ambos modelos llevados a cabo en este
estudio se induce caries de manera efectiva, siendo ambos validos para ser
utilizados como punto de partida en estudios de efectos terapéuticos de diferentes

sustancias para remineralizar lesiones de caries. Sin embargo, cabe considerar la
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mayor reproductibilidad y menor variabilidad entre las lesiones de caries inducidas
por el modelo in vitro para obtener lesiones méas estandarizadas en el experimento

arealizar.

Se sugiere realizar mas estudios comparando variabilidades de las lesiones de
caries inducidas por diferentes modelos de estudio mediante variados pardmetros
como la microdureza de Vickers utilizada en los estudios realizados, densidad
mineral, caracterizacion morfolégica superficial, etc.

Ademéas se podria realizar el mismo estudio con los mismos experimentos,
evitando cometer los mismos errores para validar los resultados encontrados en
éste, o buscar maneras de estandarizar ain mas las variables, especialmente del

modelo in situ, para disminuir la variabilidad en sus resultados.
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9. CONCLUSION

La variabilidad de las lesiones de caries artificiales inducidas en el modelo in vitro
es menor que la variabilidad de las lesiones de caries artificiales inducidas en el

modelo in situ.

En ambos modelos se logré positivamente la induccién de una caries artificial, que
puede ser utilizada como base para el estudio de diferentes métodos terapéuticos
para el tratamiento de las caries, teniendo una menor variabilidad y mayor control
de las variables en el modelo in vitro, lo que debe ser considerado al momento de

planificar el estudio.

Con el objetivo de validar y mejorar distintos modelos de estudio para la induccion
de caries de manera artificial, se hace necesario realizar otros estudios de

comparacion de la variabilidad de los resultados.
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FACULTAD DE | COMITE ETICO
ODONTOLOGIA | CLENTIFICO

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 composiciéon del biofilm bucal. Modelo in situ de
caries." Versioén 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 Ferndndez 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 Miembre Alterno CEC
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2. Fecha de Aprobacién: 03/05/2017

Titulo completo del proyecto: “Efecto del consumo de
probiético Lactobacillus rhamnosus en formatos sistémico y tépico en la
morfologia, diversidad y compesicién 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
.

Documentacion Revisada:

Proyecto

Consentimiento Informado (Cl)

Carta de presentacién o solicitud de revisidn/evaluacién.

Carta de Intencién de la Investigador

Carta de Compromiso de la Investigador

Carta de Autorizacion del Uso de Sillén

Carta del Director de Departamento de Odontologia Restauradora

Y ¥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 objetive de la
investigacién, adaptario 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 confiicto 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.1.:

¥ Modificaciones  en  su  lenguaje, especialmente en las secciones de
“Procedimients”, que faciliten la comprensién por parte de los sujetos voluntarios.
Se requiere incluir a los demds coinvestigadores gque pudieran tomar el
consentimiento informadao.

¥ Incluir los criterios de exclusién e inclusidn dentro del CI.

¥ Explicar la obtencidn de los blogues de dientes humanos uliizados en las placas
&n esta investigacidn. Presentar decumentacién que avale la obtencién.

En consecuencia, el Comité Etico Cientffico 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
site de caries.” Versidén 11/2016.

¥ ) -t;l - p
1,905}
27077

vi77 7))

cle.: Investigador Principal y Secretaria C.E.C.



Anexo N°2: Consentimiento informado para la obtencion de terceros molares

W
R COOeTOLOGIA

COMSEMTIMIENTD INFORMADD PARA DOMACION DE DIENTES PARA EL ESTUDIO DE
MECAMISMO DE ACCION DE PROBIOTICOS

Titulo del Protocola: “Efecta del consumao de probicico Laciobacilus amnosus en farmatos
sistémico v thpico an la morfologla, diversidad ¥ compasickin del biofim
bucal. Modalo in a8 da carkas®

Imwastigader Principal: Or, Gonzale Rodrigeaz Martinez

Sede de Estudino: Facullad de Odartolegia, Universidad de Chile - Sargio Livingsione 843 -
Indapandencia, Santego,

Nombre del Donamle ..o e e e e s

Esbe documnenta de Consentimienlo Informado se aplicard a pacienies con indicacidn de exiraccidon de
lercenos molares, y consla de dos paries:

+ Indprmiacidn (proporciona infarmackin sobra al asbudo para usted),

+ Formularie de Corsantimeenta (para firmar sl as18 de acusrds an participar)

Ud. reecibird una copia completa del Documenta de Conssntimierio Informada.

Wi nombre es Gonzalo Redriguez Marinez v soy académice de |a Facubtad de Odontologls e e
Universidad de Chile. Esloy realizanda una invesligacion de la cual le proporcionaré informacidn y a la
que lo invilaré 2 parlicipar. Mo liene gue decidic hoy si lo hard & no. Anles de tomar su decisidn pueds
nahlar acarca da la invastigackin can cualquier parsona de su conflanza, E518 proceso 58 CONODE COMG
Caonsanimianta informado ¥ pusds qua cantanga trmines que usted no compranda, por io que skntase
oon la absaoluta liberdad para pregurlar sobre cualquier aspecio que le ayude aclarar sus dudas al
respacio.

Una veg aclarada 10das 5us consultas v despuds qua haya comprendds los objatives da la Investigackn
¥ &i desea parlicipar, e e solicitard que firme esbe Tormulano.

Justificacidn da la Invastigacién
Exisle evidencia que &l consumo de probidlicos es 08 en la prevencidn de cares dental, pera s=
desconoce su mecanisma de accitn,

Oblativa
El objetivo del esludic es delerminar &l efecio que el consuma de probidlicos en la composicion de 1a
placa denlal depandiendo si sa loman o se aplican directamenle en los diendes. Para allo se mantardn en

un gispositive Bcrilico frozos da danias NUManas eEarias,

Beneficios

Ho eista ningn tipo baneficls inmadisio por la particpacién en &l astudio ya qua los diantes a utilzar
0N nommalmants desachados, Sn ambangs, comao consecuencla de esta denacidn v de |a invastigacidn a
realizar ss espera conbribuir a aplicadones fuluras en &l dmbito de la odonlalogia.

Tipo de Intarvanclén y Procedimdanto
Sl usted dackie participar los dantas que la pardn axiraldos saran almacenados pare 567 poshanamanta
ulilizados &n el prasenis estudio.

Rlasges

Lo dieres donados ss utlizardn s6lo con el fin expuesto y no se guardard ningdn registro de su
ralacién con usted coma  donanta, Ningun otra Bpo de estudic s8 raalizand con los dientes Una waz
observades vy descitos, los dientes seran destnades v eliminedes siguendo s potocolos da
bioseguridad.

La daracitn en si no presenta riessgos, ni cosios adicionales para usbed, y &l inanciamienio del proceso
quirirgicse de exireccdn 5ard su responsabllided.

Criterios para seleccidn de los participantes en el sstudio
Los crtaries de inclusidn seran; pacientas con indicackin de exiraccién de farcems molaras, ouJyos
tarcanas molanas aslen Inciudos,
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Anexo N°3: Criterios de inclusion y exclusion para la seleccién de voluntarios de
estudio in situ

Criterios de inclusién Criterios de exclusiéon

e Cantidad minima de 22 dientes en e Hiposialia
boca Edéntulos
Pacientes ASA | Fumadores

Edad entre 18 — 35 afios
COPD <8

Mujeres Embarazadas

Portadores de aparatos
intraorales

Enfermedad Periodontal

Lesiones cariosas activas o
cavitadas

Uso de antibiéticos o
antisépticos bucales en
menos de 3 meses
antes de la

intervencion
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Anexo N°4: Consentimiento informado para la participacion en el estudio in situ

& Edicidn eal C 250872097

l ADCTOLOGIA

Titula del Pretacala: Efactn del consuma de probiddicn Lacfobacifus rhamposuz an
fomnatos  sistémico y tépico en la modfologia, dversidad y
compesicion del biofilm bucal. Modela in siu de caries

Investigador Principal: Dr. Gonzalo Rodriguez Marinez

Sede de Estudio: Facullad de OCdontologia, Universidad de Chie = Sengio
Livingstone 343 - Independencia, Santiago.

Nombre del Participante:

= Irformacién [proporciera informacidén sobre al estudio para vatad).
* Formulano de Consantimienta (para fimnar sl @sta de acuerdo en partcipar).
Ud. recibird una copia complata del Documento de Consantmiento Informado.

Este Proyecto estd conformade por un equipo investigador v académico de la Facutad de
Odontologia de la Universidad de Chile. Como Investigador Principal esta Gonzale Rodrigusz
Martinez y como Go invesligadores, Palricia Palma y Begofa Moreno. Estamos realzando una
investigacidn cuyn ohjefive es dederminar &l efectn que &l consume de probitticos en la
compaosicidn de la placa denial dependiendo si se toman o se aplican dirsctamente en los
dientes. Para elio, =e invitaran a paricipar volunianos de entre 18 y 30 afes de edad.

Le proporcionaremos informacian y lo invitamos a ser pare de esie proyecio. No Uene que decidir
hoy =i lo harda o no. Artes de tomar su decisin puede hablar acerca de la invesSgacion con
cualguier persona de su confianza. Este proceso se conoce come Conaentimionte Informade y
puede que Ccontenga erminos que usted no compranda, por ko que skntase con la absoluta ibertad
para preguntar sobre cualouisr aspecito que le ayude aclarar sus dudas =l respecta.

Una vez aclarada todss sus consultas y después que haya comprendido los objetivos de b
investigacion y 5i usted desea participar,s2 le solictara gue firme este formulano.




Ebidi ded CL2SMB17

Justificacion de 1a Investigacion

La caries dental e una anfermedad crdrica, muktifactorial v do aka pravelencia a nival mundial. El
fralamiento convencional de la caries dental ha side histdricamente la remocidn guindrgica del
tejldo atectade por carles, sn embargs e ha demostrado que &l entoque restaurador bassdo &0 |8
oparatoria cldsica por 8l eole, no legra confrolar B3 enfermedad Existen diversas esirategias
preventivaz para el manejo de la cariez denial, entre las que se Seacriben algunos macaniam e
para modificar la biopeliculs o placa denial Dertro de este Gfimo grupo se encueniran los
probiddicns, que han soo hisvacamenta Wzados @n &l ratamiento y prévencon de una amplia
gama de condiciones y patolegias del ger humano. Esjudios cinices svalan al ueo da probidticos
cema agentss benaficesos sobre la salud oral, y en particular un estudic clinice levado a cabo por
nuesiro grupe de investigacion, demuesiia su electo en la disminucidn de 18 incidencia de lesiones
de canes en panwuize, sin tenar care cual ee @l mecaniemo de accien que fene estas baclerias

probidéicas. il =X OF
i -\-“'{"!e'.
Objetive e la Investigacién 5 comTe ™

on la compasicidn de la placa dental dependisndo si 5o toman o s& aplican direc

La presente rvestgacion tiene por objethvo determinar el efects que el conzums lua-l:muﬁtm -
dientes. Pam ello. 58 imilardn a paricipar voluntaros de entre 18 v 30 afios de adu J/I

7 --.'-
Beneficihe de & Invastigasidn.
Usted podrd conocer 4 esiado de salud omal v aportard con informacion ralevante sobre el efecto
dez bas probidticos en salud oral.

Tipe de Intervensién y Procedimionta.

3i usted decide parlicipar sera examinado para evaluar su silvacicn de salud oral v luego se le
imstard a wiilizar una placa acrilica en el patadar. Las placas contendidn blooues de disntes
humanog estérles. Se le colotard aplear azlcar en Jo1as ©On UR gQOtano gue E6 le enfregara
gobre los Blogues da dients 8 veces al diay an 2, 3 o 4 do ellas.

Dependisndo del gupe al gue haya sido asignado, s& k= solicitard hacer 1 de s siguisrtes
SCCiNes:

a) Ingarr 100 ml de @gua en [a que @ ha suspandids una dose liofilizada de probidtoo. Esta
acciin 3¢ realza con ol aparato fusra de la boca

b Apbcar 5 golss de 100 ml de agua en la gue 8 ha suspendido una dosis Bofilizada de
probistico. Ests acckn ea realza gobre loe Moques de asmats en &l aparato removible.

) Inggerir 100 m de agua en |a que e ha sugpandids una dose lisflizada de probidbico. Esta
accidn s roalza con ¢l aparato dontre de la boca

Aparie de cada vez gue g2 aplgue el probidbco ya ssa tépico o sietémico, las placas sdio se
rormoverdn para comes y para lavarse los dientes. Las placas serdn utiizades 14 dlas cada una.
El probidlico ulilizado es un lactobacilo con probadas propedades benéficas para el organismo
hiufriana.

Al cabo de cada fasze experimental, las placas serdn devushas a oz investigadarss los que o
analizaran las bacleras formadas v la desmineralizaciin provocada. *_f_"j

Riesgo de la Investigacién, :lI ) .)L:_
Usted no comera ningdn riesgo medianie v posierior al procedimiento de la investgaciondebido %

que esie profocoks es minimamends invasivo, la ulifzacion del aparato es inoouo para su HW

toma 88 mUussras no produce ningon dano. Ademds, U parlicipacksn an este ashudic no r.lma
ningun costo scondmica para uated. En caso de praﬂanh algin tipo de molesia o |nmmmid5d
pangase &n conlacto con los imestigadores de este proyvecio.

Critorios para seloccién do los participantos an ol satudis
Loz criterios de inclusion seran: individuos de ambos sexes, de entre 18 y 30 afios de edad, sin
enfermedades sisiémicas, no fumadores. bes de gingivitis v enfermedad perodontal, con al
rrenog 20 dientes naturales y Sin legones de caras cavitadas.
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Log criterios de exclusidn seran: indviduos que estén o havan estado con fratamente antibidtico o
anfiséptico los dltimos & meses previos a participar del estudio e individuos que presentzn
alieracionss del flujo salival.

Confidencialidad y difusién de dates.

La informaciin cbtenida de la investigacian, respecto de la identificacidn de participantes, sera
mantenida con esfricta confidencialidad por el investigador. El nombre v datos personales de usted
serdn codificados para el use an eate estudic v no serdn identificados pdbicamenta. Los resultadss
emanados de este estudio pedran ser publicados en revistas cientificas.

Aclaraciones

La participacién &g completamente voluntana.
Mo habré ninguna consecuencia desfavorablz para usted, en case de no aceptar la
intervencdn yo participacian. —
Siusted decide puede refirarse cuando lo desee. :.:,‘3’

Mo tendra que efectuar gasto algune como consecuenda dal estudio. -
Mo recibita pago por su participacian. |
Usted podra solicitar informacidn aciualizada sobre el estudio, al imri:tig" r
La informacidn obterida de la investigacién, respecto de la identificacion i raci
mantenida con estricta confidencialidad por los investigadores.

5l consldera que no existen dudas nl pregunias acerca de su participacian, puede sl lo
dezea, firnar la Carta de Consentimiento Informado anexs al documanto.
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Anexo N°5: Ficha clinica estudio in situ

Evaluacion de veluntarios para participacidn en trabajo de iwvestizacion titulado “Efecto terapéutico
en la progresion de caries en un modelo in_situ expuesto a probidtico via sistémica, topica y

mixta™,
Nombre: Rut:
Edad: Sexo: o (B
Teléfomo: Fecha de nacimiento:

Anamnesis

1. Antecedentes morbidos:

[

Antecedentes quinirgicos (Fecha, diagnostico, procedimiento, complicaciones):

3. Alergias:

4. Medicamentos (Mombre, dosiz, fecha inicio):

Examen Intraoral

- Apreciacion periodontal
s Cingivitis:{ )
# Periodontitis: { )

Denticion
C:

0



Anexo N°6: Protocolo a seguir por los voluntarios para el estudio in situ

Universidad de Chile
Facultad de odontologia

Protocolo por seguir de los voluntarios

Estimado Participante. bienvemido al estudio agradecemos profundamente su generosa
disposicion para ser parte de este proyecto de nvestigacion. A continuacién, explicaremos
paso a paso las maniobras que debera realizar durante el periodo de experimentacion.

Al conuenzo del periodo, se le entregara de parte del equipo investigador un bolso que
contiene 1os siguientes elementos:

- Dispositivo intraoral: s una estructura acrilica removible que tiene incorporadas 10
muestras dentarias: lmuestra en la zona palatina. 2 muestras en la zona vestibular
derecha. 2 muestras en la zona vestibular izquierda, 5 en 1a zona palatina posterior

lia}

Figura 1: Dispositivo mntraoral

= 2 frascos de 30 mli con sacarosa
- Recipiente para guardar el dispositivo durante 1a conuda.
- Sobres de probidtico.

Ud. debera utilizar el dispositivo intraoral durante un peniodo de 28 dias, 24 horas al dia
Solo podra remover el dispositivo de 1a boca para higieruzarse los dientes (cepillado), beber
liquidos o comer. Esto sigmifica que debera dormur con el dispositivo por el iempo que dure
el estudio, ademas el dispositivo podra ser removido maximo 4 veces al dia, 30 munutos cada
vez

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

Se reconienda lavarse los dientes al menos dos veces al dia, por dos munutos y con pasta

fluorada. Durante ¢l peniodo de expenmentacion, se debe evitar el uso de los siguientes
clementos:

- Enjuague bucal
.

- Medicamentos (por ¢jemplo, antibioticos)

En caso de necesitar alguno de los elementos descritos, debe comunicarse inmediatamente
con el equipo de investigadores para determunar la conducta a seguir. Todos los elementos
entregados para el estudio se deben guardar en el bolso original v al finalizar ¢l estudio se
deben entregar de la nusma forma al equipo mvestigador.
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Protocolo inicial (zeneracion de lesion indocida):

Pazo 1:

- Al levantarse por la mafiana debe realizar la primera aplicacion de sacarosa que se encuentra
contenida en el frasco. Una vez retirado el dispositive de lz boca, debe aplicar 1 gota de
zacarosa en cada una de lzs muestras. Se debe tener mucho cuidade de evitar que lz solucién de
sacarosa chorree hacia los lades, por lo cual se recomienda mantener el dispositive de forma
herizontal para que el liquido no escurra. Luego de aplicar 1z gota de zacarosa debe esperar 5
minutos antes de volver a colocar el dispositive dentro de la boca.

Pazo 2:

- Debe continuar aplicando 1 gota de sacaresa 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 wez aplicada la gota de sacarcsa debe esperar 5 mmutos antes de volver a
colocarze el dizspositivo en el mnterior de la boca.

Debe recordar aplicar la solucion cada 2 horas. Procure que los horarios sean lo maés similares
posible dentro del periodo experimental, para esto puede poner alarmas. Se le entregard una
takla donde debera anotar los horarios de aplicacion.

En el caso de olvidar alguna aplicacion debera realizarla lo mas pronto posible v esperar 2
horas para una nueva aplicacion.
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Anexo N°7: Evaluacion y registro del protocolo de los voluntarios estudio in situ

Primera fase (voluntaria 1)
Aplicacion de Sacarosa primera fase
Dial 4y | 5 | 3 | s 5|6 7 g
1| 10:00( 12:00( 14:00( 16:00 12:00 20:00 22:00 00:00
20 09:00( 11:00f 13:00( 15:30 17-00 19-00 21:00 23:00
3| 10:00| 12:00] 14:00| 16:00 12:00 20:00 22:00 |no aplica
41 12:00( 14:00( 16:00( 18:00 20:00 22:00 24-00 02:00
3 14:00| 16:00] 18:00] 20:00 22:00 24:00 02:00 | ne aplica
6 10:00] 12:00] 14:00) 16:00 18:00 20:00 22:00 |no aplica
T 09:00( 11:00f 13:00f 15:00 1700 19-00 21:00 23:00
[ 10:00( 14:00f 16:00f 18:00 20:00 22:00 00:00 02:00
Of 10:00( 12:00f 14.00( 16:00 12:00 20:00 22:00 00:00
10] 10:00{ 12:00{ 14:00| 16:0 |no aplica |no aplica (9:00 11:00
11 10:00[ 12:00{ 14:00{ 16:00 18:00 20:00 22:00 00-00
12] 09:30] 11:30f 13:00] 15:00 17:00 19-00 [no aplica 2230
13 09:45[ 12:00{ 14:00{ 16:00 18:30 21:00 23:00 01:30
14] 10:00] 12:00f 14:00] 16:00 18:00 20:00 22:00 [no aplica
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Anexo N°8: Cuestionario de cumplimiento final estudio in situ

Evaluacién de cumplimiento final
Mediante el siguiente cuestionano evaluaremos el periodo expenmental al que fue

somefido. Se solicita responder a conciencia y con la mayor honestidad posible las sigmentes

preguntas.
1. Cumplid con todas las aplicaciones: 51 No__
2. Las aplicaciones de sacarosa fueron cada 2 horas: 51 No

3. Margque con una x las siguientes frases si representaren su expenencia

Si No

Eetiré el dispositivo para alimentarme y lavarme los dientes

Dommi con el dispositivo

Omifi algin dia del periodo expenmental

Usé el dispositivo segim las instmicciones dia y noche

4. Notfique las dificultades que tavo durante el peniodo experimental.



