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Introduccién.

Es de amplio conocimiento por parte de los profesionales odontdlogos, que la
disminucion del pH del Biofilm dental, bajo los niveles criticos de disolucion del esmalte,
incide de manera directa en la desmineralizacion de las estructuras duras del diente,
provocando la aparicion de lesiones cariosas. Esto fue demostrado ya en 1940 por
Stephan, quien introduce la medicion del pH del Biofilm dentario, dentro del area de la
cariologia dental (Stephan, 1940).

En la actualidad, el mercado se encuentra invadido de productos para combatir el
Biofilm dentario, muchos de ellos, sin una clara explicacion de su mecanismo de accion,
como agentes quimioprofilacticos y su asociacion en el desarrollo de lesiones cariosas.

Es importante entender que la reducciéon o la eliminaciéon de los Estreptococos
mutans, no es sinénimo de disminucién de caries. Sin embargo, existen estudios que
claramente determinan que el tratamiento con Clorhexidina, y particularmente en
conjunto con Fluoruros de alta concentracion, pueden ser efectivos en alterar el
metabolismo de dichas bacterias, disminuyendo el riesgo de presentar nuevas lesiones.

Es por ello que en éste seminario de tesis, se evaluara el comportamiento de dos
elementos de conocida accion anticariogénica, como son el Fluoruro y la Clorhexidina.
Para dicha evaluacion, se determinara el efecto que dichos productos provocan en la
curva de Stephan interproximal.

Se podra asi establecer in vivo la veracidad de la accién de los mencionados
productos efectuando las mediciones de pH ex vivo.



I. Marco Tedrico.

1.- Biofilm Dental.

Las enfermedades ocurren cuando un microorganismo especifico alcanza un
sitio determinado donde se presentan las condiciones necesarias para su crecimiento,
hasta un nivel en que pueda generar dafo al huésped. En el caso de la cavidad bucal,
la caries presenta una etiopatogenia, que fue propuesta por W.D. Miller entre 1882 y
1890 (Miller, 1890), sefialando que el factor mas importante en la patogénesis de esta
enfermedad, es la capacidad de un gran numero de bacterias bucales de producir
acidos, a partir de los hidratos de carbono ingeridos en la dieta (Brown y cols., 1991).

En sus estudios, Miller descubri6 que las bacterias contenidas en la saliva
producian acidos, desde los carbohidratos agregados a temperatura ambiente y que
éstos acidos eran suficientes para descalcificar los tejidos duros de los dientes. Cuando
a la saliva no se le adicionaban carbohidratos, una putrefaccién reemplazaba a la
fermentacion y una alcalinidad aparecia en vez de una acidificacion, no observandose
una descalcificacion (Kleinberg, 2002).

Estos estudios, permitieron que Miller formulara su teoria de la “descalcificacion
acida en la formacion de la caries dental”, la cual involucraba dos pasos: primero, las
bacterias residentes en la boca producian acidos en presencia de carbohidratos
fermentables y segundo, los &acidos disolvian los minerales dentarios, iniciando y
manteniendo el proceso formador de una cavidad (Kleinberg, 2002).

Esta Placa dental (ver fotografia n°1), estda compuesto entre un 60 y 80% por
microorganismos. La colonizacién por parte de las bacterias dentro de la cavidad bucal
compromete los tejidos blandos vy
duros; existiendo diversos ambientes
determinados, debido a que las
condiciones varian entre las diversas
regiones anatomicas de la boca.

La masa bacteriana, muestra
una adherencia firme y estructurada v,
en funcion del medio externo, la
microflora se diferencia y adquiere una
capacidad metabdlica especifica
(Riethe, 1990).

Fotografia n°1 Placa dental humana
demostrando formaciones como mazorcas de
maiz.




Ya en la década de 1930, se demostré que la fermentacién de carbohidratos, en
los depdsitos microbianos, llevaba a la formacion de acido lactico, el cual esta
involucrado en la desmineralizacion de los tejidos duros del diente, pero se ha
demostrado que en realidad se producen una variedad de productos finales acidos vy
basicos, procesos que incluso ocurren en ausencia del aporte continuo de sustratos
desde la dieta (Nyvad y Fejerskov, 1994). La tabla I, muestra la distribucion de los
acidos carboxilicos, en una Placa dental interproximal de 7 dias, de tres personas que
no han comido desde 2 a 3 horas antes de la medicion.

TABLA I. Acidos Carboxilicos (mM) en una Placa bacteriana interproximal de 7 dias.
Nyvad y Fejerskov (1994).

Media Rango
Foérmico 9.6 1.18 = 109.0
Acético 45.10 12.10-814
Lactico 18.95 3.46 — 208.0
Propidnico 7.2 0.87-15.8
Butirico 3.68 1.49-755

En el ano 1943, Muntz, demostré que el agregar glucosa a una muestra de
microorganismos bucales suspendida en agua, causaba la produccion de acidos
volatiles, incluyendo acido acético, propiénico y formico, ademas del acido lactico;
demostrando las complejas fermentaciones que ocurren dentro de la Placa dental.
Estas observaciones fueron confirmadas estando bien establecido que acidos volatiles
son producidos durante el proceso de fermentacién de la Placa dental, tanto in vitro
como in vivo (Schachtele y Jensen, 1982).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, la Placa Bacteriana, corresponde a:
“Una entidad bacteriana proliferante, enzimaticamente activa, que se adhiere
firmemente a la superficie dentaria y que por su actividad bioguimica metabdlica, ha
sido propuesta como el agente etioldgico principal en el desarrollo de Caries y
Periodonciopatias” (Brown y cols., 1991).

Desde los estudios de Miller, ha existido una continua controversia sobre el rol de
las bacterias en la causa de la Caries dental, considerando si una especie especifica de
bacteria 0 una mezcla de especies, son los agentes responsables y si es una infeccion
bacteriana, en el sentido clasico o un crecimiento ecoldgico. En los afos recientes,
Loesche propuso su hipotesis “especifica / no especifica para la Caries dental”,
concluyendo que la especificidad e infeccion clasica, se encontraban en el lado correcto
del debate (Kleinberg, 2002).



En su trabajo, Kleinberg concluye que los Estreptococos Mutans no pueden,
excepto en casos especificos, ser la Unica causa bacteriana de la Caries dental. Esto
simplemente debido a que varios microorganismos no Mutans, son lo suficientemente
acidogénicos y, numerosos para producir cantidades suficientes de acidos (Kleinberg,
2002).

Respecto a la relacion Caries / Flora bacteriana, las evidencias indican que una
actividad aumentada de caries, esta asociada con el enriquecimiento del Biofilm dental
con organismos que presentan una relativamente alta capacidad acidogénica. Tales
organismos incluyen ademas de los Estreptococos mutans, a los Lactobacilos y a las
llamadas bacterias de pH bajo “no mutans” (Lingstrom y cols., 2000).

Pese a todo, los Lactobacilos y Estreptococos, son el mayor género de la
categoria de bacterias, generalmente referidas como las bacterias de &cido lactico.
Muchos estudios han demostrado una frecuente asociacion entre Lactobacilos y la
prevalencia de caries dental. Otras observaciones, han indicado que los Lactobacilos no
son esenciales para el desarrollo de la caries dental, esto debido a que las lesiones
cariosas pueden desarrollarse en su ausencia y otros miembros aciddgenos residentes
de la microbiota bucal, pueden proveer del acido necesario (Kleinberg, 2002).

Respecto a los Estreptococos, estudios similares han llevado a descubrir al
menos 8 serotipos de Estreptococos mutans, agrupados en cuatro especies (Mutans,
Sobrinus, Cricetus y Rattus), pero se los ha considerado simplemente como otros
microorganismos acidégenos
dentro de la boca humana Microcolonias Bacterianas ~ Matriz intermicrobiana
(Kleinberg, 2002). Otros estudios
sefalan que dentro de la familia de
los Estreptococos, las cadenas de
Sobrinus son los que producen la
mayor cantidad de  acidos,
respecto a los otros miembros de
la familia como los Mutans, Oralis,
Sanguis o Mitis (de Soet y cols.,
2000).

Canales de
* fluidos
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actualidad, a la Placa Bacteriana

se le llama Biofilm dental (ver figura 1.1). El Biofilm, es una comunidad cooperadora

de microorganismos, espacialmente organizados en una dimension estructural

tridimensional, dentro de una matriz de material extracelular derivado tanto de las

mismas celulas como del ambiente (Marsh y Nyvad, 2003).

Los Biofilms se encuentran en cualquier parte de la naturaleza, ellos se forman
bajo condiciones de fluidos y se estima que un 95% de las bacterias existentes en la
naturaleza, se encuentran organizadas como Biofilms (Overman, 2000).



Dentro de las propiedades generales del Biofilm, se pueden mencionar (Marsh y
Nyvad, 2003):
e Proteccion de las defensas del huésped y predadores.
e Proteccion contra la desecacion.
e Aumento de la resistencia y la tolerancia a agentes antimicrobianos debido
a:
o Fenotipos nuevos asociados a la superficie.
o0 Tasa de crecimiento lenta.
0 Pobre penetracion dentro del Biofilm (limitaciones de reaccién y
difusion).
o0 Nuevas expresiones de genes y fenotipos.
0 Retencion y persistencia de microorganismos en sistemas de flujos.
0 Heterogeneidad espacial y medioambiental creando un mosaico de
medioambientes, potenciando la diversidad microbiana.
o Organizacion espacial entre los microorganismos facilitando
intercambios metabdlicos.
o Concentracion elevada de nutrientes en las interfaces liquido —
superficie.

Durante las pasadas dos ultimas décadas, nuevos métodos cientificos han
cambiado el punto de vista de la Placa Bacteriana, permitiendo a los profesionales verla
ahora como un verdadero Biofilm dental (ver figura 1.2).

Hipotesis de placa
Patogenos especificos identificados para no especifica. Hipotesis de placa especifica.
varias enfermedades. Enfermedades Tratamiento apunta al
Comienzo de la busqueda de los patdgenos | asociadas a defectos agente causal.
bucales en la placa. constitutivos. BIOFILM
1880 1900 1930 1960 1990 2000
N J
Y .
N J e
La era dorada A Biofilm
de la Microbiologia Control de la placa

Figura 1.2 Los cambios de vision respecto a la placa bacteriana y la enfermedad periodontal.



Previamente las bacterias habian sido estudiadas, dentro de placas de cultivo en
el laboratorio mientras crecian como colonias. Desde 1990, técnicas de microscopia
mas sofisticadas llamadas “laser scanning”, han permitido examinar los Biofilms en sus
estados naturales en estructuras tridimensionales. Los microorganismos dentro del
Biofilm, se comportan de manera distinta que las bacterias en un medio de cultivo.
Respecto a esto, es posible mencionar las siguientes propiedades basicas del Biofilm
(Overman, 2000):

e Comunidad cooperadora de varios microorganismos.

¢ Los microorganismos se encuentran organizados en microcolonias.

e Las microcolonias se encuentran rodeadas por una matriz protectora y
unidas por una red de canales que les permiten disolver los nutrientes y
remover los productos de desecho.

¢ Dentro de las microcolonias, existen diferentes medioambientes.

e Los microorganismos tienen un sistema primitivo de comunicacion
intercelular (aun en estudio).

e Los microorganismos dentro del Biofilm, son resistentes a antibidticos,
antimicrobianos y a la respuesta del huésped.

2.- pH.

El potencial cariogénico del Biofilm, es esencialmente la consecuencia del
metabolismo acidégeno de las bacterias que lo forman. Por su parte, la lesion cariosa
es el resultado de la desmineralizacion del esmalte durante la exposicion al acido
producido por dichas bacterias (Brown y cols., 1991).

El pH corresponde a un indice, que permite fijar el valor de la concentracion de
iones hidroégenos contenidos en el liquido considerado (Sopena, 1968), es decir,
corresponde a la actividad de dicho ion.

En la década de los 40, Stephan (Stephan, 1944) describié por primera vez los
cambios del pH de la Placa Bacteriana (actualmente Biofilm), siendo la respuesta a una
exposicion al azucar. Debido a que la solubilidad del esmalte es dependiente de pH, se
ha pensado que la produccion de acidos en el Biofilm es tedricamente algo crucial para
el desarrollo de las lesiones y, como fue sefalado por Stephan, los Biofilms
acidogénicos, pueden incluso encontrarse en individuos libres de caries, siendo la caida
del pH, después de la ingesta de azucar, mayor en personas caries activos que en los
resistentes a la caries (Dong y cols., 1999).



Los experimentos realizados por Stephan en 1944 (Stephan, 1944), mostraron
que el pH, tres horas después de la comida, era mayor en los individuos resistentes a
las caries, que en los individuos con caries activas. La magnitud de las respuestas de
pH inducido por la glucosa no fue relativamente afectada e incluso, fue menor en los
grupos de caries extremos. En los individuos resistentes a las caries, el mayor rango de
pH del Biofilm, se debe presumiblemente a respuestas no cariogénicas del pH, pues los
valores no fueron suficientemente bajos para afectar a la hidroxiapatita por periodos
significativos.

En individuos con caries activas, el pH se mantiene bajo el nivel “critico” de pH
de 5.5, por periodos substanciales, en el cual la desmineralizacion del esmalte se ve
favorecida, debido a que la flora de los Biofilms con alta actividad de caries, es mas
acidogénica que la de los Biofilms dentales no cariogénicos (Sissons y cols., 1998; Van
Houte y cols., 1996).

Sin embargo, otros investigadores no han encontrado relacion alguna entre el pH
del Biofilm dental, después de un enjuague con azucar y la actividad de caries. Ademas
se demostro in vitro que la disminucion de pH, era similar en individuos con y sin caries
(Dong y cols., 1999).

Esta discrepancia respecto a la acidogenicidad del Biofilm y la caries dental,
puede tener varias explicaciones (Dong y cols., 1999):

¢ El Biofilm estudiado, puede que no sea el principal responsable de la caries
en los individuos.

e El potencial cariogénico del Biofilm dental, no esta relacionado solamente a
la actividad fermentadora, sino que también a otros factores como el
contenido idnico de minerales.

e La actividad pasada de caries, puede reflejar o no actividad cuando se
realiza la medicién de pH.

e La baja de pH, como parametro unico, puede no representar el potencial
cariogénico del Biofilm dental.

Se ha establecido, basado en los trabajos de Stephan, un punto critico de pH
para la desmineralizacion del esmalte, de alrededor de 5.5 — 5.6, o hasta valores
inferiores (Larsen y Bruun, 1994), que mantenidos por un periodo de tiempo,
provocarian la descalcificaciéon del esmalte para luego lentamente volver a su nivel
inicial. Este fendbmeno es conocido como la “curva de Stephan” y es repetido siempre
después de la aplicacion de carbohidratos fermentables sobre el Biofilm dental (Brown y
cols., 1991).



El estudio del pH y su evaluacion, debe ser llevada a cabo considerando que el
Biofilm dental es un sistema abierto donde suceden cambios. El ambiente bucal esta en
un constante estado de flujo, por ende los cambios pueden deberse a un gran numero
de factores, los cuales principalmente se han clasificado en tres tipos, senalados en las
figuras 2.1, 2.2 y 2.3 (Schachtele y Jensen, 1982).

Figura 2.1. Factores del huésped
(Schachtele y Jensen, 1982).

Capacidad buffer de la saliva, Biofilm y de los iones liberados desde el esmalte.
Concentracion de Calcio y Fosforo en la saliva (saturacion).

Flujo y viscosidad de la saliva.

Presencia y edad del Biofilm dispuesto en sitios propensos a caries.
Componentes de la matriz del Biofilm que afectan la difusion.

Anatomia de la denticion.

Microestructura del esmalte.

Contenido de Fluoruro en el Biofiim y el esmalte.

Patrén de masticacion, succién, enjuague y tragado.

Frecuencia de la ingesta de comidas.

Figura 2.2. Factores Microbianos
(Schachtele y Jensen, 1982)

Concentracion de bacterias acidégenas en sitios especificos de los dientes.
Potencial acidogénico de las bacterias en el Biofilm.

Tipos de acidos producidos por las bacterias.

Concentracién de bacterias acido-metabdlicas en el Biofilm.

Concentracién de bacterias base-metabdlicas en Biofilm.

Estado metabdlico de las bacterias en el tiempo de ingesta de los alimentos.
Potencial acidogénico de las bacterias en las superficies mucosas y en la saliva.

Figura 2.3. Factores del Sustrato
(Schachtele y Jensen, 1982)

Contenido total de carbohidratos fermentables.
Concentracién y tipos de mono, di, oligo y polisacaridos,
Concentracién y tipos de proteinas.

Concentracion y tipos de lipidos.

Forma fisica, incluyendo factores que afectan la retencion oral.
Presencia de Fluoruros, Calcio, Fosfato y otros elementos.
Presencia de fosfatos organicos.

Capacidad buffer total.

Presencia de sialogogos, inhibidores metabdlicos y sabores.
Acidez de la comida.

Secuencia de ingestion relativa a otras comidas.




3.- Métodos de medicion de pH.

En todo estudio de caries en el cual se realice un modelo experimental, el
criterio para la seleccidon de los sujetos de estudio, historicamente ha sido la
demostracion de su respuesta acidogénica después de un minuto con enjuague de una
solucion de azucar (sacarosa), o mediante la utilizacién del indice COP, como historia
pasada respecto a la produccion de acidos (Harper y cols., 1986).

Considerando que el monitoreo de los cambios de pH dentro del Biofilm,
idealmente, debe realizarse después de la ingestion del sustrato, los métodos para
medir pH en los sujetos seleccionados, pueden ser de tres tipos:

El primer método, corresponde al Método de raspado / cultivo (toma de
muestras), donde el Biofilm es recolectado desde las superficies accesibles de los
dientes, antes y después de la ingesta del sustrato en prueba, para luego ser estudiado
in vitro.

El segundo método, consiste en los sistemas de electrodos / microelectrodos de
contacto, donde un electrodo manual es colocado contra el Biofilm in situ, obteniendo
informacién al momento.

El tercer método, consiste en sistemas telemétricos o electrodos con superficies
sensitivas a iones, colocados dentro de un aparato transportador mantenido en boca,
ubicados comunmente en el espacio interproximal, los cuales permiten acumular
Biofilm. Este método fue desarrollado por Graf y Muhlemann, los cuales colocaron un
electrodo en un solo sitio altamente cariogénico en individuos que era sabido
presentaban disminuciones de pH prolongadas (Edgar y Geddes, 1986; Harper y cols.,
1986; Lingstrom y cols., 1993; Nyvad y Fejerskov, 1994; Schachtele y Jensen, 1982).

Estos tres métodos también tienen la capacidad de proveer evidencia del
potencial cariogénico (en humanos), de comidas y bebidas, bajo condiciones normales
de uso (Edgar y Geddes, 1986).

Otro valor que presentan los métodos para medir el pH del Biofilm dental, es su
habilidad para discriminar entre alimentos que son fermentados rapidamente, llevando a
una larga caida del pH, y aquellos fermentados mas lentamente (Edgar y Geddes,
1986).
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3.1 Método de toma de muestra (raspado) y posterior dispersion para estudios in

vitro:

Dentro de sus ventajas, podemos incluir un relativo bajo costo y la habilidad
de testear a un gran numero de sujetos, con o sin pérdida de dientes (Harper y
cols., 1986).

El Biofilm dental es permitido que
se acumule, mediante una detencion de
la higiene oral por parte del sujeto de
estudio, después de unos dias, el
Biofilm dental es obtenido desde los
sitios accesibles de varios dientes,
mediante un raspado con un
instrumento adecuado (ver fotografia
n°2), para después diluir la muestra en
un diluyente (Schachtele y Jensen,
1982).

Fotografia n°2. Toma de muestra

En la figura 3.1, podemos observar otras fortalezas y debilidades de este

método.

Figura 3.1. Evaluacién del método de toma de muestras para monitorear el pH del

Biofilm.
(Schachtele y Jensen, 1982)

Fortalezas

No requiere equipos sofisticados.
Puede ser eficientemente utilizado en un gran nimero de individuos.

Debilidades

Destruye las caracteristicas de permeabilidad del Biofilm.

Las muestras del Biofilm pueden ser contaminados con comida.

Solo mediciones intermitentes pueden realizarse.

No distingue entre acidos de la dieta y glicoliticos.

La disponibilidad de saliva puede tener un marcado efecto, con
dificultad para establecer el clearance oral.

La informacién representa un valor promedio de varios sitios.

El muestreo debe ser criticamente cronometrado, si es que no se
bloquea el metabolismo bacteriano antes de la toma de la muestra.

La disponibilidad de las muestras es so6lo de las superficies
disponibles.

Las muestras representan el pH del Biofilm del esmalte y, de la
interfase Biofilm-saliva.
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Estos métodos ademas, entregan informacion de cambios de pH,
causados en la superficie del Biofilm, pero pueden variar las lecturas
dependiendo si los sitios de recoleccidn son interproximales o de caras libres,
siendo complicado obtener Biofilm interproximal en ciertos casos (Frostell, 1970).
Ademas, este Biofilm superficial y homogeneizado, entrega valores relativamente
pequenos de bajas de pH (Lingstrom y cols., 1993).

3.2 Método de electrodos de toque / microtoque:

Estos tipos de aparatos son
actualmente utilizados para
determinar el pH del Biofilm, incluyen
variedades de vidrio, antimonio y de
oxidos metalicos. Consisten en el
uso de pequenos electrodos para
tocar el Biofilm (ver fotografia n°3) y
asi obtener lecturas directas del pH
(Jensen y Schachtele, 1983). En la
tabla Il es posible observar ciertas
caracteristicas de éstos instrumentos
(Harper y cols., 1986).

Fotografia n°3. Uso de microlectrodo.

TABLA Il. Electrodos de toque para medir pH
(Harper y cols., 1986)

Electrodo Diametro Tiempo de Respuesta Durabilidad
Vidrio 1.0 mm 20 — 30 segundos Alta
Antimonio 0.5 mm 10 — 20 segundos Baja a mediana
Paladio 0.1 mm 5 — 15 segundos Baja a mediana
Iridio 0.1 mm 5 — 15 segundos Mediana a alta

Se ha encontrado que ésta técnica es util para seleccionar pacientes, los
cuales muestran respuestas acidogenas ante carbohidratos fermentables
(Schachtele y Jensen, 1982).

Tanto los microelectrodos de vidrio y antimonio, han sido construidos
como herramientas para medir el pH intraoral del Biofilm. Las lecturas directas se
pueden obtener colocando los electrodos en las superficies de los dientes, para
después monitorear el pH luego de la ingesta del sustrato (Schachtele y Jensen,
1982).En la figura 3.2, podemos observar las fortalezas y debilidades de éste
método.
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Figura 3.2. Evaluacién de los electrodos de toque para monitorear el pH del Biofilm.
(Schachtele y Jensen, 1982)

¢ No requiere equipamiento sofisticado.
e Pueden ser utilizados eficientemente en una gran cantidad de sujetos.
Fortalezas ¢ Puede monitorear pH en algunas lesiones cariosas.
e Numerosos sitios individuales accesibles pueden ser monitoreados.
¢ Mide pH solo en la interfase Biofilm - saliva.
¢ Mide pH solo en sitios accesibles.
e Alteras las caracteristicas de permeabilidad del Biofilm.
e Solo se pueden obtener lecturas intermitentes.
. ¢ No distingue de acidos de la dieta y glicoliticos.
Debilidades e El clearance oral es dificil de estimar por la actividad buffer y de

lavado de la saliva.

El Biofilm se puede deshidratar por mantener la boca abierta.

e Algunos tipos de electrodos pueden ser susceptibles a contaminacion
por proteinas.

e Algunos electrodos son fragiles y les falta estabilidad.

Otra de sus ventajas, sobre los métodos de microanalisis, es su habilidad
para medir la actividad del Biofilm dental directamente, al contrario de las
concentraciones convencionalmente medidas (Vogel y cols., 1987).

Al respecto, se ha demostrado que el pH en descanso y los niveles de pH
minimo son similares utilizando electrodos de vidrio y antimonio, al compararlos
simultdneamente con aquellos obtenidos con la técnica de muestras. Estos
resultados enfatizan que bajo condiciones controladas, varios métodos pueden
ser utilizados para obtener lecturas de pH del Biofilm reproducibles (Schachtele y
Jensen, 1982).

Por su parte, los electrodos de Antimonio, pueden realizar, en una
variedad de configuraciones, una escala adecuada para estimar el pH en
diferentes niveles del Biofilm. No obstante, los electrodos de Oxido de metal,
tienen la ventaja de ser lo suficientemente delgados (0.1 mm), para introducirse
por interproximal, ademas de tener una baja impedancia, lo que les otorga
respuestas rapidas, resistentes al ruido y adecuados para ser transportables
(Harper y cols., 1986). En sus estudios, Stephan utilizé electrodos de Antimonio
con forma de vara (Kleinberg y cols., 1982; Dong y cols., 1999).

Sin embargo, una desventaja de los electrodos de Antimonio, es que no se
los puede dejar inmersos en el medio de las células por largos periodos de
tiempo, sean mamiferas o bacterianas, pues aunque son insolubles, pueden
inhibir el crecimiento de las bacterias. Lo mejor es utilizarlos mediante
mediciones intermitentes o continuas, que no ocupen mayor tiempo que algunas
horas (Kleinberg y cols., 1982).
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Ciertos estudios, que utilizan microelectrodos de toque, a la vez utilizan un
electrodo de vidrio como referencia, mediante puentes de sal (ver fotografia n°4).
Lo anterior obliga a calibrar el microelectrodo con buffers de pH estandares (pH
4.0y 7.0), antes y después de cada prueba y tanto como el test lo exija (Sissons
y cols., 1998; Lingstrom y cols., 2000).

En un estudio realizado por
Dong y cols. (1999), donde se utilizd
un electrodo de Iridio colocado
interproximalmente, en una posicion
apical al punto de contacto, mantuvo
su certeza durante los 30 minutos de
periodo experimental, entregando
una lectura de pH de 7.05 a la
solucion  buffer de 7.0. Ellos
prefirieron utilizar éste tipo de
electrodo, debido a su bajo costo,
disponibilidad rapida y confiabilidad.

Fotografia n°4. Uso de microelectrodo
formando puente de sal.

Otros estudios, sefialan que los electrodos de Paladio, son muy confiables
para establecer el pH en nifos, aun bajo condiciones de campo extremas
(Scheie y cols., 1992).

También es necesario constatar que no existan restauraciones metalicas,
en las areas donde se introducira el electrodo de Paladio (Lingstrom y cols.,
1993)

Los electrodos de toque con cables, pueden medir el pH del Biofilm en
areas accesibles, incluso en interproximal, pero no pueden monitorear el pH del
Biofilm de las fisuras y, como al no estar usualmente visible el electrodo, no
siempre se puede establecer si se encontraba inserto en el Biofilm. No obstante,
los electrodos con cable pueden estimar el Biofilm natural que crece en la
superficie del esmalte, al contrario de los métodos telemétricos (ver mas
adelante), que lo realizan sobre Biofilm cultivado sobre una superficie de vidrio u
otro sustrato artificial (Dong y cols., 1999).
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3.3 Métodos inmersos en un sistema transportador (telemétricos):

Este tercer tipo, se desarrollé por dos razones principales: la primera, se
relaciona con el hecho de que la caries
-~ Electrodo ocurre en sitios de la denticion donde la
~>7< interproximal comida puede ser retenida por mucho

Electrodo bucal

N tiempo, los cuales podrian ser estudiados

= Er?lbols de con sensores implantados en los dientes.

Cabl . La segunda razoén, se relaciona con el
aples coaxiales .

Enchapado | hecho de que las mediciones de pH son

de oro realizadas continuamente desde dentro
de la placa, en condiciones donde ésta
no es alterada y el medio ambiente no la
Corona enchapada en oro disturba dramaticamente (Schachtele y
Jensen, 1982).

Figura 3.3 Aparato usado para medicion telemétrica.

Electrodo interproximal

Estos métodos, son
tecnoldgicamente sofisticados y tienen un
gran numero de ventajas tedricas,
considerandoseles como el mejor método

. para pruebas de pH (Harper y cols.,
Blectodo bucal N Diente preparado 1986). Esta técnica también permite
sefalar que el pH en reposo interproximal
es generalmente 0.7 unidades de pH menor que el pH bucal (Jensen y
Schachtele, 1983).

Esta técnica, permite que el Biofilm se acumule en las superficies de los
sensores, para luego mediante cables o sefales de radio, obtener la informacion
desde la boca (Figura 3.1) (Schachtele y Jensen, 1982).

Generalmente, los electrodos son de vidrio, con aproximadamente 2 mm
de diametro, montados en coronas o dientes pertenecientes a aparatologias
removibles. Los electrodos de referencia pueden ser colocados en un brazo de
los voluntarios (Lingstrom y cols., 1993).

Se ha establecido que el Biofilm acumulado en la superficie del sensor, es
metabolicamente equivalente a la depositada en la superficie dental (Schachtele
y Jensen, 1982).

También se ha demostrado que los flancos linguales, proveen un
excelente sitio para la acumulacion de Biofilm demostrandose que no existe
diferencia significativa entre el Biofilm en el aparato y el Biofilm en la superficie
lingual de los molares inferiores (Hall y cols., 1997).
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En la figura 3.4 se pueden observar las fortalezas y debilidades de ésta
técnica.

Figura 3.4. Evaluacién de los métodos inmersos en transportador para monitorear pH
(Schachtele y Jensen, 1982)

Caracteristicas de permeabilidad del Biofilm se mantienen.
Puede utilizarse para distinguir entre &cidos de la dieta y glicoliticos.
Mediciones continuas de pH.
Permite establecer certeramente los acidos.
Pueden utilizarse electrodos de vidrio.
Permite medir pH en sitios susceptibles de caries.
Permite medir el pH en la sensitiva interfase Biofilm-superficie.
Existe una gran cantidad de informacion técnica disponible.
Se puede utilizar sefiales de radio para obtener mediciones continuas
por largo tiempo.
Se pueden utilizar cables como conectores para estudio rutinarios.
Permite estudios en Biofilms de largos periodos de tiempo.
¢ Demandan mas técnica que otros métodos.
e El contenido microbiano del Biofilm en las superficies sensoras puede
no ser normal.
Debilidades e Sitios limitados en numero pueden ser monitoreados cuando se
utilizan electrodos de vidrio.
e Limitada seleccion del paciente por necesitarse espacios apropiados
en la denticion.

Fortalezas

4.- Comparacion entre los métodos de medicion de pH.

Los métodos de muestras de Biofilm dental y electrodos de toque, pueden ser
utilizados en forma consistente y certera, para monitorear las respuestas en las
superficies accesibles. No obstante, al utilizarse alimentos soélidos, es mas dificil
interpretar los resultados (Schachtele y Jensen, 1982).

En estudios que buscan clasificar alimentos segun su acidogenicidad, es decir, la
capacidad de provocar la caida del pH, Wei y cols. en 1981, mostraron que la técnica
de raspado y la de electrodos de toque, ordenaban los alimentos de referencia de la
misma forma. De la misma manera, Jensen y cols. en 1982, reportaron que la técnica
de raspado y la telemétrica, reportaban similares resultados, después de un enjuague
con azucar. No obstante, los inconvenientes de la técnica de muestreo, como por
ejemplo trabajo extra y limitado numero de determinaciones posibles, la hacen menos
deseable respecto al método de electrodos de toque para monitorear la acidez del
Biofilm dental.

También se ha detectado que el método de muestreo, no detecta caidas de pH
por debajo de 5.7, al contrario de las técnicas de microtoque y telemétricas (Lingstrom y
cols., 1993).
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Pese a que el método telemétrico fue desarrollado para no alterar la estructura y
difusion del Biofilm, presenta un importante problema relacionado con su complejidad
de utilizarlos en nifios, aun mas, es una técnica inapropiada para toma de medidas de
pH en campo a grandes escalas (Scheie y cols., 1992).

Otros autores, al comparar la técnica de toma de muestras de Biofilm en conjunto
con un electrodo de vidrio in vitro, versus un electrodo de Antimonio, llegaron a la
conclusion que la primera técnica, produce resultados similares a los obtenidos in vivo
con el electrodo de Antimonio (Kleinberg y cols., 1982).

Estudios realizados para comparar los tres métodos de determinacion de pH,
mostraron que el telemétrico dio la baja de pH mas pronunciada y el de muestra de
Biofilm, la menos pronunciada; obteniéndose con el método de microtoque valores
intermedios. Todos ellos estan en concordancia con los reportados por otros autores
(Lingstrom y cols., 1993).

Se cree que los valores mas bajos de pH obtenidos con el método telemétrico, se
deben al hecho de que capas mas profundas de Biofilm son medidas con éste método.

Las variaciones de medicion con el método de microtoque, se deben quizas a la
dificultad de recolocar los electrodos de manera reproducible.

En conclusion, los tres métodos identifican satisfactoriamente las variaciones de
pH, pero el método microtoque y el telemétrico, parecen ser mas sensitivos, respecto
del método de muestra (Lingstrom y cols., 1993).

No obstante la disponibilidad de la mejor metodologia para medir pH existente en
el mundo, ésta no se encuentra disponible en nuestro pais con una experta asesoria
técnica. Sin embargo, a pesar de intentarse utilizar ésta tecnologia, se opt6é por el
método de muestreo ya que nos permite una aproximacion real a los valores obtenidos
por otros autores.

5.- Clorhexidina.
5.1.- Caracteristicas Generales.

La Clorhexidina (CHX), ha sido utilizado como un agente antibiofilm en Europa,
por mas de 25 afios y ha sido introducida con los mismos propdsitos en el mercado de
EE.UU. La CHX es a la fecha, uno de los mas potentes agentes quimioprofilacticos
estudiado por su habilidad especifica para combatir Gram Positivos (Estreptococos
mutans) y para inhibir la caries dental (Twetman y Petersson, 1998). Es altamente
efectiva y es comunmente utilizada como estandar, para medir la eficacia de otros
agentes. Ademas, la CHX, efectivamente desinfecta la mucosa oral y ha sido usado
como un antiséptico tépico en membranas de las mucosas y de la piel (Scheie, 1994).
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La CHX es una bisguanidina, consistente en dos anillos 4-clorofenil y dos grupos
bisguanidinicos, que estan simétricamente conectados a una cadena hexametileno.
Esto provee a la molécula de propiedades hidrofilicas e hidrofébicas (Figura 5.1).

Figura 5.1
Estructura
molecular de - -
la CHX "/
(Scheie,
1994).

El efecto antimicrobiano in vitro de la CHX no es sobresaliente, pero el espectro
de accion es amplio. La CHX es generalmente mas efectiva contra bacterias Gram
positivas que contra Gram negativas. Los Estreptococos mutans son particularmente
sensibles a la CHX, mientras que los Estreptococos sanguis exhiben una gran variaciéon
en la susceptibilidad (Schaeken y cols., 1986; Scheie, 1994).

Si bien los tratamientos con Clorhexidina pueden reducir significativamente el
numero de microorganismos, estos recolonizan la cavidad oral después de un periodo
de tiempo. El tiempo de recuperacion de los Estreptococos mutans es variable,
probablemente dependa de varios factores, incluyendo la exclusién por parte de otros
microorganismos del Biofilm, recuperandose los mutans después del tratamiento con
CHX rapidamente. Esto significa que mas de un tratamiento puede ser necesario para
mantener la reduccién de Estreptococos mutans por largos periodos de tiempo
(Bowden, 1996).

Del mismo modo, en el trabajo de Kashani y cols. (1998), donde se probo el
efecto del NaF-, SnF2 y la CHX, impregnando mondadientes para observar el efecto
sobre el pH y los Estreptococos mutans del Biofilm, encontraron que el efecto inhibitorio
de la CHX, era momentaneo y la recolonizacién era un poco mas lenta, al igual que con
el SnF2, teniendo un efecto residual visible después de 3 semanas. Posteriormente se
producia la recolonizacién y, aunque ellos tendian a disminuir después del tratamiento,
la reduccion no era significativa. Esto coincide con otros estudios que usaron métodos
de higiene mecanicos, como seda y limpieza profesional. Es por esto que la reduccién
puede considerarse mas bien a un efecto mecanico que quimico. Por lo tanto, la CHX
produciria s6lo disminuciones transitorias de los Estreptococos mutans (Kashani y
cols., 1998).
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5.2.- Mecanismos de accion.

La CHX, se une rapidamente a las células de la pared bacteriana cargadas
negativamente. La integridad de la membrana puede subsecuentemente ser
desestabilizada por interacciones con la porcidn hidrofobica de la molécula, causando
disturbios en la funcion de la membrana. A altas concentraciones, la CHX es
bactericida, causando filtracion de constituyentes de la célula de bajo peso molecular y
precipitacion de los contenidos de la célula. Estas formas de dafo son irreversibles. El
efecto es bacteriostatico a bajas concentraciones, causando interferencia con las
funciones normales de la membrana o filtracién de los constituyentes de la célula. Este
es un efecto antimicrobiano inmediato después de un enjuague con CHX. La flora
bacteriana del Biofilm dental y la saliva son reducidas en un 80-95%, por un solo
enjuague con 0.2% de CHX. La CHX también ha demostrado inhibir la acumulacién
bacteriana en las superficies dentales (Scheie, 1994).

El efecto clinico antibiofiim de la CHX, es mejor que otros agentes con similar o
mejor eficacia antimicrobiana in vitro. Este efecto superior ha sido atribuido a las
propiedades substantivas de la CHX y al hecho a que retiene su efecto antimicrobiano,
aun cuando se encuentra absorbido en la superficie dentaria. Se ha pensado que la
molécula de CHX, cargada positivamente, se une mediante fuerzas electroestaticas, por
ejemplo los fosfatos, grupos carboxilo o sulfatos en la mucosa oral, bacteria y en la
pelicula. La persistencia de actividad bioldgica de estos sitios de unidn, asegura
actividad antimicrobiana en el sitio de accion por varias horas (Scheie, 1994).

5.3.- Presentaciones.

Aunque el efecto antimicrobiano es generalmente indiscutido y conocido, el modo
de tratamiento y sistema de liberacién para maxima efectividad no esta del todo claro.
En diversos estudios clinicos el tratamiento con CHX a sido desarrollado con soluciones
para enjugues, dentifricos para cepillado, geles usados en cubetas individuales o geles
aplicados en jeringas y seda dental como vehiculo (Twetman y cols., 1998).

Las presentaciones comerciales estan disponibles en rangos desde 0.05 a 0.20%
en enjuagues, 0.5 a 1.2 % en geles para el lavado de dientes o su uso en cubetas y de
10 a 50 % en barnices (Bowden, 1996).

La CHX ha sido principalmente evaluada por su prevencién en la formacion del
Biofilm y desarrollo de gingivitis. Numerosos estudios han confirmado la eficacia clinica
de la CHX. Enjuagues dos veces al dia, con CHX de 0.2%, inhiben la formacion del
Biofilm casi completamente. Aparte del efecto antimicrobiano directo, la CHX reduce la
actividad metabdlica del Biofilm dental. Esto se ha demostrado mediante una baja del
pH en el Biofilm dental después de un enjuague con azucar. Oppermann encontro
formacion acida disminuida en el Biofilm dental hasta 24 hrs. después del enjuague con
0.2% de CHX (Thylstrup y Fejerskov, 1994).
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El efecto en la formacion del Biofilm dental y su actividad metabdlica,
obviamente, afecta el desarrollo de caries. Estudios en animales han demostrado el
potencial de la CHX y otros agentes antimicrobianos en la reduccion del desarrollo de la
lesion cariosa. Lée y sus colaboradores (citados por Emilson, 1977) encontraron
reduccion en lesiones blancas experimentalmente inducidas mediante dos enjuagues
diarios de CHX por 21 dias. Ningun o menor efecto cariostatico han sido encontrados
en otros estudios en humanos, donde el tratamiento con CHX, fue llevado a cabo a la
par con los cuidados caseros del individuo, en conjunto con cepillado u otros
enjuagatorios (Emilson, 1977). Por otra parte, la aplicacion profesional de CHX, en
combinacion con un riguroso régimen de profilaxis, incluyendo instruccion de higiene
oral, profilaxis dental profesional, consejos dietéticos y aplicaciéon topica de barnices de
fluoruro, redujo el desarrollo de lesiones cariosas en nifios durante un estudio de 3
anos. El régimen fue el tratar a los nifios del grupo de estudio, los cuales presentaban
mas de 2.5x10° Estreptococos mutans por mL de saliva, una vez al dia, por 14 dias,
con 1% de gel de CHX. Cuando la cantidad de Estreptococos mutans fueron reducidos,
todas las fisuras de molares y premolares sin obturar, fueron selladas.

Cada vez que la cantidad de Estreptococos mutans salivales aumentaron, los
nifos fueron retratados con gel de CHX: Como se ha mencionado, los Estreptococos
mutans son particularmente sensibles a la CHX. En la premisa de que los
Estreptococos mutans son importantes agentes etiolégicos en el proceso de la caries,
una indicacion sugerida de quimioprofilaxis con CHX esta indicada en individuos que
albergan altos numeros de ellos, considerandoseles ademas de alto riesgo cariogénico.
La idea es inhibir el desarrollo de la lesion cariosa a través de la reduccion de la
poblacion de Estreptococos mutans (Thylstrup y Fejerskov, 1994).

Corroborando lo anterior, en un estudio de 2 afos en nifios, el gel de CHX
aplicado profesionalmente, mostré6 un mejor comportamiento que dos diferentes
barnices de fluoruros y mejor que un gel placebo, cuando se aplicaban en superficies
proximales (Gisselsson y cols., 1988).

Mas recientemente, otros resultados han mostrado reducciones pasajeras en la
colonizacién de Estreptococos mutans después de la aplicacion de gel de CHX,
mediante el uso de seda dental en el espacio interproximal, cubetas disefadas
individualmente y una mezcla de cepillado y seda dental, siendo las dos ultimas mas
efectivas en reducir las poblaciones de Estreptococos mutans (Emilson y cols., 1999).
Sin embargo, se ha visto que los tratamientos con gel de CHX en cubetas, presentan
resultados superiores al cepillado de los dientes con gel (Bondestam y cols., 1996).
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La introduccion de los barnices de Clorhexidina, ha traido un nuevo concepto
para la odontologia preventiva. Se sugiere que el realce del efecto antimicrobiano con
este producto se debe probablemente al prolongado contacto del barniz sobre y
alrededor del diente y a su sostenida liberacién de CHX por un extendido periodo de
tiempo (Twetman y Petersson, 1998). Barnices que contienen 40% de CHX o Fluoruro
(Duraphat®), aplicados cada 3 meses, durante un afo, fueron evaluados para su
habilidad de inhibir la progresion de lesiones de caries radiculares ya existentes.
Ambos, Fluoruro y CHX, disminuyeron la progresion de la lesién, en comparacion con el
control. El 8% y 5% de la lesiones en el grupo Fluoruro y CHX respectivamente
permanecieron activas u obturadas, versus un 20% en el grupo Control. Por otra parte,
el 3, 11y 15% de las lesiones se remineralizaron en el grupo Control, Fluoruro y CHX,
respectivamente.

Lo anterior sugiere que la quimioterapia con barnices de fluoruro y CHX, puede
utilizarse como medio simple y no invasivo, para tratar lesiones tempranas de caries.
Una quimioprofilaxis intensiva con CHX y fluoruro en combinacion, puede ser indicada
por cortos periodos en individuos con alta actividad de caries, debido, por ejemplo, a
hiposalivacién después de un tratamiento por radioterapia, en las regiones de la cabeza
y cuello (Gisselsson y cols., 1988). También existe evidencia del sinergismo entre la
CHX'y el ion Zinc, mostrando propiedades de inhibicion mejoradas al estar en conjunto,
que al ser comparadas de manera individual (Giertsen y cols., 1988).

Los barnices de Clorhexidina son efectivos reductores del numero de
Estreptococos mutans, algunas veces por largos periodos de tiempo (meses). Sin
embargo, pequefio es el conocimiento acerca del efecto de los barnices de Clorhexidina
en el tratamiento de caries, aunque un estudio fue capaz de reportar una reduccién en
las caries de las superficies radiculares (Banting y cols., 2000).

Otra investigacion demostré que el uso de barnices de Clorhexidina al 10%, tiene
una incidencia menor en la reduccion de las caries coronales, respecto de la reduccion
de las caries radiculares, pero se considera aditivo de los efectos benéficos del
cepillado con dentifricos fluorurados y al consumo de agua fluorurada (Banting y cols.;
2000).

Sin embargo, un reciente estudio longitudinal, doble ciego, al azar y controlado
demostré una reduccion temporal de los Estreptococos mutans, pero ninguna
diferencia significativa en el incremento de caries en tres afios, al comparar un barniz
de CHX con uno placebo (Forgie y cols., 2000).
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A pesar del amplio uso clinico de la CHX, los reportes adversos son pocos.
Efectos generales y sistémicos son raros y la degradacion de la molécula de CHX para
formar metabolitos potencialmente peligrosos, parece rara. Por otro lado, efectos
adversos locales, como decoloracion de los dientes, lengua, restauraciones vy
dentaduras, descamacioén y dolencias de la mucosa oral, alteracion del gusto y sabor
amargo, son frecuentemente reportados. Los efectos locales adversos, son aliviados
reduciendo la concentracion de CHX.

En conclusion, el efecto positivo de la CHX en reducir y alterar el metabolismo
del Estreptococo mutans, es relativamente independiente al tipo de preparacion y al
régimen de aplicacion (Twetman y Petersson, 1998).

6.- Fluoruros.
6.1 Caracteristicas Generales.

El uso de los fluoruros en el tratamiento de la caries dental, se ha expandido
desde el momento en que ésta enfermedad fue reconocida como un problema de salud
publica. El ion fluoruro ocupa el trigésimo lugar como elemento quimico de mayor
abundancia en la corteza terrestre, es muy electronegativo, por lo cual es dificil
encontrarlo en su estado libre o elemental. Normalmente se encuentra combinado como
sales de fluoruros (Gémez, 2001).

La inhibicion del metabolismo de los carbohidratos por el fluoruro, fue
descubierto por primera vez en los estudios realizados por Lohmann y Meyerhof en
1934, en células de mamiferos, ellos observaron a la enzima sensible llamada
“enolasa”, la cual participa en la via glicolitica de los hidratos de carbono. Después, en
1937, Stone y Werkman, demostraron el mismo efecto inhibidor en las bacterias
(Hamilton, 1990).

Ya en 1940 se demostré que el metabolismo de los carbohidratos, en cultivos
puros de Estreptococos y Lactobacilos orales, también era inhibido por los fluoruros
(Van Loveren, 2001).
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Estudios in vitro, han mostrado que el fluoruro inhibe la glicdlisis en las bacterias
orales, saliva, sedimentos salivales y suspensiones del Biofilm dental. Esta
interferencia, también se ha observado en los Biofilms de bocas expuestas a agua
potable con fluoruro, aplicaciones topicas de soluciones de fluoruro, enjuagues con
fluoruros (Bibby y Fu, 1986).

Como pudiese pensarse erroneamente, el esmalte no es la fuente de fluoruros
para el Biofilm, sino que es la dieta y la saliva. Ademas, si la superficie del esmalte esta
regularmente cubierta con componentes labiles de fluoruros, como es el fluoruro de
calcio, fuente topicas como dentifricos con fluor, pueden contribuir al fluoruro del Biofilm
(Tatevossian, 1990).

6.2.- Mecanismos de accion.

Por varios anos, la aplicacién practica de fluoruros, fue basada en la presuncién
de que la incorporacion de fluoruros en la apatita del esmalte, le conferia resistencia a
la disolucion acida. Ademas, como una alta ingesta de fluoruros durante la formacion de
los dientes resulta en una denticiéon rica en fluoruro, se asumié que le otorgaria una
resistencia por mayor tiempo a la caries (Koch y cols., 1994).

Uno de los factores cruciales, involucrado en los efectos inhibitorios del fluoruro
en el Biofilm y sus efectos en la caries dental, se relaciona con la acumulacion y
distribucién del fluoruro en el Biofilm. Dependiendo del pH del Biofilm, el fluoruro puede
existir como F-, HF y HF-2. Los movimientos transmembranas del fluoruro, dependen de
la disponibilidad de la forma de acido débil (HF) (Hamilton, 1990).

El fluoruro puede estar presente en la matriz del Biofilm, como fluoruro de calcio,
aunque los estudios sugieren que su efecto anti - caries es minimo. No obstante en la
actualidad, los reportes indican que los complejos fluoruro de calcio estables, pueden
formarse especialmente a altas concentraciones de fluoruro, caracteristico en las
aplicaciones tépicas de fluoruro. Los efectos biolégicos de los fluoruros, pueden
observarse en la figura 6.1.
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Figura 6.1. Algunos efectos bioldgicos de los fluoruros en las bacterias
(Hamilton, 1990; modificado por Van Loveren, 2001).

Efecto especifico

Parametro Directo Indirecto
a) A nivel celular.
Sintesis macromolecular Acido lipoteicoico. Glicogeno.
Peptidoglicano.
Glicdlisis Enolasa (reduccién después de su  Sistema de la Fosfotransferasa;
adaptacion al Fluoruro). formacion intracelular de

polisacaridos (metabolismo
energético y crecimiento).

Gradientes de membrana ATPasa Transportadora de Disipa gradientes de protones.
protones.
Disipa gradientes de protones. Acidificacion del citoplasma.
Flujo de K* y Pi. Disipa gradientes de protones.

b) En niveles celulares y en el Biofilm (placa bacteriana).
Algunas enzimas Fosfatasa acida.
Pirofosfatasa.
Pirofosforilasa.

Peroxidasa.
Catalasa.
c¢) En el Biofilm (Placa bacteriana).
Competencia Bacteriana Toxico para ciertos tipos de Proteccion en contra del pH;
bacterias; reducen la caida del pH. diferenciacion del Biofilm
Colonizacion Adherencia a la apatita
Transporte de Ca*? Reduce la afinidad por el calcio Promueve la remineralizaciéon

Los estudios, muestran la acumulacion de fluoruros por las bacterias bucales
cuando crecen en presencia de fluoruro. La cantidad tomada por las células, es
proporcional a los niveles de fluoruro, en la fase fluida externa y llega a niveles mayores
que aquellos en medios de cultivos, donde los niveles externos de fluoruro son
inferiores. La acumulacion de fluoruros aumenta mientras el pH externo disminuye,
concluyéndose que el fluoruro es llevado dentro de la célula como HF (Hamilton, 1990).

Para eliminar una poblacion, el fluoruro debe actuar matando o inhibiendo
completamente a las poblaciones especificas. La habilidad del fluoruro por si solo para
eliminar a la poblacion bacteriana, depende de su concentracion. El fluoruro puede
matar a los Estreptococos bucales en concentraciones in vitro entre 0.16 a 0.31 mol/L.
En relativas altas concentraciones, puede reducir la poblaciéon de organismos como
Estreptococos mutans, sanguis y Actinomyces viscosus/naeslundii, en Biofilms in vivo
(Bowden, 1990).
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El principal blanco para el fluoruro en la pared bacteriana, es la metaloenzima
enolasa (mencionada anteriormente), la cual convierte la 2-fosfoglicerato en
fosfoenolpiruvato, lo que se traduce a la larga en una produccion de &cido lactico.
También se ha demostrado que el primer intermediario de la via glicolitica, la glucosa
6—fosfato, es inmediata y rapidamente inhibida por el fluoruro, indicando un efecto en el
sistema de transporte de glucosa (Hamilton, 1990).

Estudios desarrollados en Biofilms in vivo, mostraron que las concentraciones
inhibitorias de fluoruros para Biofilm natural eran de 5 ppm. Igualmente, en placa
interproximal de monos era de 30 ppm, lo que en humanos corresponde a 1000 ppm
(Bibby y Fu, 1986).

En sistemas in vitro, 10 ppm de fluoruro, sea éste Fluoruro de Sodio o
Monofluorfosfato, causan una reduccion de la produccion de acidos en el Biofilm, ya
que en éstas existen cantidades suficientes de enzimas (fosfatasas), que producen una
rapida conversion de Monofluorfosfato en fluoruro, pues la forma iénica del fluoruro es
la necesaria para inhibir la glicolisis (Bibby y Fu, 1986).

Algunos autores, demostraron in vitro, que aproximadamente 9500 ppm de F~ en
solucion, es la cantidad necesaria para inhibir la adsorcion de las bacterias a la
hidroxiapatita (Van Loveren, 2001). También se ha senalado en ciertos Biofilms, una
reduccion en la caida del pH de hasta 0.2 unidades después de estar sometidos a
azucar, en individuos que usan agua fluorurada y en personas que se enjuagan
diariamente con aproximadamente 912 ppm F- de solucién (Van Loveren, 2001).

Es decir, el fluoruro estabiliza el habitat de las comunidades bacterianas (esmalte
y dentina), volviéndolos mas resistentes a los acidos y mas accesibles a la
remineralizacién. Ademas, el fluoruro en altas concentraciones, reduce la patogenicidad
de las bacterias, al reducir las poblaciones potencialmente patégenas. A la vez, se ha
visto que el fluoruro puede reducir, pero no eliminar, la produccion de acidos desde la
comunidad in vivo (Bowden, 1990).

6.3.- Presentaciones.

A grandes rasgos, las presentaciones de fluoruros pueden clasificarse de
acuerdo a su meétodo de aplicacion (Gémez, 2001):

e Sistémicos:
o0 En el agua potable.
o Farmacos fluorurados (gotas, comprimidos y vitaminas).
o Alimentos (sal, leche).



25

e Topicos:

0 Soluciones.
Barnices.
Geles.
Colutorios o enjuagatorios.
Pastas para profilaxis.
Dentifricos.

O O0O0O0O0

6.3.1 Fluoruros Topicos.

Ya en 1940, era utilizado el pincelado de los dientes con soluciones de fluoruros,
como una medida de prevencion de caries. La solucibn mas comun de fluoruro fue
inicialmente el fluoruro de Sodio al 2%, el cual era aplicado sobre el diente por 3 a 4
minutos después de una profilaxis. Este procedimiento era repetido en ciertos periodos
durante la erupcion dentaria. Las aplicaciones eran recomendadas a los 3, 7, 10 y 13
afnos de edad (Thylstrup y Fejerskov, 1994).

Con el tiempo, otras soluciones de fluoruros fueron utilizadas, como fluoruro
estafoso, fluoruro fosfato acidulado, amino fluoruro, etc. Para alcanzar un buen efecto,
las aplicaciones debian repetirse y, normalmente, una aplicacion debidamente
efectuada, precedida de una profilaxis, consumian a lo menos 15 a 20 minutos. Como
un resultado esperado, 20 — 40% de reduccién de caries se logro, observandose que la
pincelacién, no era efectiva costo — beneficio para uso general. No obstante, aun es
reservada para individuos con elevada actividad de caries o riesgo cariogénico. Las
mismas condiciones también conciernen al uso de geles y barnices.
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En la figura 6.2, es posible observar diferentes métodos y usos de la aplicacion
tépica de fluoruros.

Figura 6.2. Diferentes métodos y usos de la aplicacién tépica de fluoruros
(Thylstrup y Fejerskov, 1994).

Métodos Aplicacion Uso en programas Aplicacién Comentarios
profesional preventivos escolares domiciliaria

Fluoruros Tépicos
Soluciones X

Consumen tiempo;
solamente para individuos
con alta actividad

cariogénica.
Cepillado con X
Gel
Gel en cubetas X X Ver soluciones.
Barnices X Ver soluciones.
Enjuagatorios X En programas escolares;
diariamente en casa.
Dentifricos X
Otros
Tabletas X Alta actividad cariogénica.
Chicles X Baja salivacién.
Pastas de X
pulido
Materiales X Libera fluoruros directo al
restauradores medio circundante.
de liberacion
lenta

Estudios realizados en personas sanas, sometidos a un reto acidogénico y que
se cepillaban los dientes dos veces al dia, no demostraron desmineralizacion alguna,
esto debido a la actividad del ion fluoruro en el ambiente bucal, especialmente en la
interfase Biofilm/saliva/esmalte, es vital para limitar la desmineralizacion y favorecer la
remineralizacion y por ende proteger contra la caries. Ademas in vitro se ha demostrado
que concentraciones menores a 0.01 mg/L son efectivas en prevenir la disolucion del

esmalte (Duggal y cols., 2001).
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Objetivos.

Objetivo General.

Consignar las variaciones del pH interproximal (curva de Stephan), y sus
modificaciones al usar dos de los principales agentes cariostaticos, los Fluoruros y la
Clorhexidina.

Objetivos especificos.

1. Determinar ex vivo el pH del Biofilm dental interproximal en reposo.

2. Determinar ex vivo los cambios de pH del Biofilm dental interproximal en
actividad.

3. Comprobar por el método ex vivo las modificaciones del pH del Biofilm
interproximal al usar in vivo Clorhexidina al 1% en colutorio.

4. Comprobar por el método ex vivo las modificaciones del pH del Biofilm
interproximal al usar in vivo Fluoruro al 0.25% (2500 ppm) en colutorio.

5. Establecer y comparar la eficacia de los mencionados agentes cariostaticos,
en evitar o disminuir la baja del pH del Biofilm interproximal.
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Materiales y Métodos.

a. Disefno del estudio:

Se realizd un estudio experimental ex vivo, eligiendo 12 sujetos por
conveniencia pero distribuidos al azar en dos grupos. Un tercer grupo control se
obtuvo mediante una eleccion al azar de sujetos de ambos grupos.

b. Sujetos de estudio:

Doce voluntarios sanos seran escogidos por conveniencia para participar
en este estudio, desde la carrera de Odontologia de la Universidad de
Valparaiso, utilizando como criterios de inclusion los siguientes parametros:

¢ No estar bajo tratamiento antibiético por razones médicas u odontolégicas.

e Formar niveles similares de Biofilm dental, medidos a través del indice de
Higiene Oral Green Vermillion simplificado, utilizando tabletas reveladoras
Oral B.

e Baja o ninguna experiencia de caries, medidos a través del indice COP
(superficie), mediante examen clinico y radiografias Bite wing
estandarizadas bilaterales.

Previo al inicio del estudio, los participantes deberan firmar un
consentimiento informado del protocolo de estudio, aceptado por el comité
cientifico de la facultad.

c. Productos de prueba:

Dos productos seran testeados para medir su efecto en el Biofilm dental a
saber: un colutorio de digluconato de Clorhexidina al 1 %, y un colutorio de
Fluoruro de Sodio al 0.25% (2.500 ppm), elaborados via recetario magistral en
Farmacias Ahumada.
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d. Métodos de medicién de pH:

El pH del Biofilm interproximal se medira por el método de toma de
muestras (ex vivo), para lo cual se recolectaran muestras de Biofilm dental desde
el espacio interproximal de los dientes posteriores superiores e inferiores,
mediante un explorador de caries.

Fotografia n°S Varillas indicadoras de pH.

Estas seran dispersadas sobre varillas
indicadoras de pH (ver fotografia n°5 y 6),
con un rango entre 4.0 — 7.0 (Merck KGaA,
Alemania), manteniéndose hidratadas, para
posteriormente observar la variacion de
tonalidad y establecer asi el valor de pH al
compararlas con la cartilla indicadora
suministrada por el fabricante, dentro de un
periodo de 20 minutos mediante una lupa
estereoscopica (ver fotografia n°7) (Olympus
S2PT, Japon), la cual tiene adosada una
camara fotografica (Olympus C35DA — 2) y
un controlador de disparo fotografico
(Olympus PM 10 AK), los cuales se utilizaran
para registrar ciertos valores de medicion.

Fotografia n°6 Muestra de Biofilm sobre varilla.

Los registros obtenidos por cada
examinador  (n=2), seran tabulados vy
posteriormente promediados, obteniendo asi un
valor promedio del pH para cada tiempo de
medicion.

Fotografia n°7 Lupa estereoscopica
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e. Disefio experimental:

De los sujetos de estudio (n=12) se seleccionaran seis para formar el
grupo Control. Posteriormente seran distribuidos en dos grupos al azar de seis
integrantes cada uno, el primero correspondiente al grupo Clorhexidina (CHX) y
el segundo correspondiente a Fluoruro. A los participantes se les indicara que no
efectien ninguna técnica de higiene por tres dias consecutivos antes de la
prueba debiendo asistir al cuarto dia (medicion), sin haber ingerido o bebido
alimento alguno, excepto agua.

El experimento se iniciara para los tres grupos, tomando una muestra de
Biofilm en reposo (tiempo 0), la que sera sometida a mediciones de pH a través
de las varillas indicadoras de pH (Merck KGaA, Alemania), obteniendo asi los
valores iniciales de pH, dichas mediciones se efectuaran dispersando la muestra
sobre la varilla y posicionandola en la lupa estereoscopica (Olympus S2PT,
Japdn), la muestra se mantendra humectada con agua potable (de pH 7
comprobado) y los registros se efectuaran a diferentes tiempos, a saber 5y 10
minutos, cuyos resultados seran registrados en forma separada por cada
evaluador.

Luego de obtener la primera muestra se les suministrara a los sujetos de
estudio inmediatamente una solucion neutra de sacarosa al 10%, para que
realicen enjuagatorios por dos minutos. Posteriormente se esperara por 20
minutos, permitiendo que la solucion active el Biofilm del participante, obteniendo
una nueva muestra (tiempo 20), que sera sometida a mediciones a los 25, 30, 35
y 40 minutos del enjuague con sacarosa, manteniendo la humectacion de la
muestra con la solucion de sacarosa al 10%.

En el grupo Control posteriormente se tomaron tres muestras, la tercera
muestra (tiempo 50), a los 50 minutos después del enjuague con sacarosa al
10%, la cual fue registrada a los 55, 60, 65 y 70 minutos. La cuarta muestra
(tiempo 80), se tomo a los 80 minutos y se registro a los 85, 90, 95 y 100
minutos. Finalmente la quinta muestra (tiempo 110), fue recolectada a los 110
minutos y medida a los 115, 120, 125 y 130 minutos. Cada muestra se mantuvo
humectada con la solucion de sacarosa al 10% mientas eran realizados los
registros.

En el grupo CHX se suministré a los sujetos un colutorio de CHX al 1% y
en el caso del grupo Fluoruro un colutorio de Fluoruro de Sodio al 0,25% (2500
ppm). Se les solicité a los sujetos de ambos grupos que se enjuagaran con el
colutorio asignado durante 2 minutos, para luego proceder a tomar la tercera,
cuarta y quinta muestra de acuerdo a los tiempos del grupo Control y bajo las
mismas condiciones experimentales.
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Calibracion:

Los examinadores se sometieron a un proceso de calibraciéon previo a la
realizacion de la experiencia, esta consistio en registrar las muestras observadas
y comparadas con la cartilla de pH suministrada por el fabricante de las varillas
indicadoras, a través de la lupa estereoscépica, de seis distintas soluciones por
cada examinador y su posterior comparacion, estableciendo la pauta de registro
a seguir para las muestras del proyecto de tesis.

Analisis Estadistico:

Para la tabulacién y analisis de la informacion se utilizé el software
estadistico SPSS 10 (SPSS, 2001). Los datos fueron agrupados segun la
variable “grupo”, a saber Control, Clorhexidina y Fluoruro, ademas de la variable
pH, segun los distintos intervalos de tiempo.

Para el analisis de las diferencias entre grupos, se utilizé el analisis de
ANOVA (de medidas repetidas) y para la determinacién de el o los grupos que
diferian de manera significativa, se utilizd el analisis post hoc de Tukey. Al
momento de comparar los grupos Clorhexidina y Fluoruro, contra el grupo
Control, se utilizo el analisis de Dunnet para establecer los valores de
significancia. El nivel de significancia fue fijado en p<0,05.
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Resultados.

De los doce voluntarios participantes, 8 de ellos correspondieron a mujeres
(66.6%) y solamente 4 (33.4%) fueron hombres. El promedio de edad general fue de
19.6 anos. El indice de Green Vermillion promedio de los participantes fue de un 54% vy
su indice COPs promedio fue de 5 (ver tabla IX).

A. pH del Biofilm dental interproximal en reposo.

Los resultados obtenidos de las muestras de Biofilm dental interproximal en
reposo, sin la intervencion de sacarosa ni de los productos terapéuticos testeados, se
resumen en la tabla Ill. EI promedio de pH mayor se obtuvo en el grupo Clorhexidina y
Fluoruro a los 5 min., con un promedio de pH de 6.6. A los 10 minutos se obtuvo un
promedio de pH de 6.5. El grupo Control mostré un promedio de pH de 6.4 a los 5 min.
y el menor promedio de pH se encontré en este mismo grupo a los 10 min., con un
promedio de pH de 6.2. Sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los tres grupos (p > 0.05).

TABLAIll. pH ex vivo del Biofilm dental interproximal en reposo.

Control (n=6) Clorhexidina (n=6) Fluoruro (n=6)
5 min. 10 min. 5 min. 10 min. 5 min. 10 min.

Promedio 6.4 6.2 6.6 6.5 6.6 6.5
SD £0.76 +0.97 70.58 70.66 #0.34 #0.44
p (*) >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05

(*): ANOVA

B. pH del Biofilm dental interproximal en actividad.

En la tabla IV se resumen los pH medidos ex vivo del Biofilm dental interproximal
activado con una solucion de sacarosa al 10% vy sin la intervencién de los productos
terapéuticos testeados. Se observa que el grupo Fluoruro presenta los mayores valores
de pH a los 25, 30, 35 y 40 minutos después del enjuague con sacarosa, seguido por el
grupo Clorhexidina para los mismos tiempos. El grupo Control presentd los menores
valores de pH para los tiempos en que se realizaron las mediciones, sin encontrar
diferencias estadisticamente significativas entre cada grupo (p > 0.05).
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TABLA IV. pH ex vivo del Biofilm dental interproximal en actividad.

Fluoruro (n=6)

Control (n=6) Clorhexidina (n=6)
30 35 40 25 30 35 40 25 30 35 40
min. min. min. min. min. min. min. min. min. min. min. min.
Promedio 5.18 492 474 465 530 500 476 469 531 517 487 4.80
#0.28 #0.32 #0.37 #0.39 +#0.43 #0.45 +0.42 #0.40 +0.24 +0.30 +0.19 +0.22

SD
p(*) >0.05 »0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 »0.05 >0.05

(*): ANOVA
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C. pH Biofilm dental interproximal con Clorhexidina al 1%.

Luego del enjuague con Clorhexidina por dos minutos, se verificaron variaciones
de pH desde los 55 a los 100 minutos posteriores al enjuague con sacarosa, dentro de
un rango que varié desde un pH 5.35 (a los 55 min.) y de 5.33 (a los 100 min.),
presentando el valor de pH promedio mas alto a los 85 minutos, con un valor de pH
5.80. De esta forma se pudo establecer valores estables dentro de un periodo de 45
minutos, para luego a los 115 minutos experimentar un aumento de estos valores hasta
los 130 minutos, registrandose un pH entre 6.42 y 6.45. Por lo tanto se observan dos
momentos, un primer periodo donde se mantiene el pH estable durante 45 minutos bajo
el valor de pH 6.00, para luego a partir de los 115 minutos aumentar sobre 6.00 durante

20 minutos (ver tabla V y grafico n°1).

TABLA V. pH ex vivo del Biofilm dental con Clorhexidina al 1% en colutorio.

Clorhexidina al 1% (n=6)
55 60 65 70 85 90 95 100 115 120 125 130
mn. min. min. min. miNn. min. min. mMin. min. min. min. min.
535 540 541 543 580 570 546 533 6.45 6.42 6.43 6.43

Promedio
SD #0.58 #0.76 #0.68 +0.75 +0.53 #0.55 #0.63 #0.65 +0.51 051 #0.56 #0.56
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Grafico n°1: pH ex vivo Biofilm dental interproximal con Clorhexidina al 1%

—&— Clorhexidina al 1%

S w S

Tiempo en minutos

D. pH Biofilm dental interproximal con Fluoruro al 0.25%.

En la tabla VI se puede apreciar que los valores de pH encontrados en el grupo
Fluoruro, durante los ultimos 65 minutos del experimento, es decir desde los 55 minutos
después del enjuague con sacarosa, registraron un pH entre 4.85 y 5.50. El valor mas
bajo correspondi6 aquel registrado a los 130 minutos y corresponde a un pH de 4.85 vy,
el mayor se registro a los 85 y 115 minutos siendo de 5.50. La escasa diferencia entre
ambos valores, indica que los registros fueron similares entre si, manteniéndose un pH

algo estable. El gréfico n°2 expresa el perfil de dichos valores.

TABLA VI. pH ex vivo Biofilm dental con Fluoruro al 0.25% (2500 ppm) en colutorio.

Fluoruro al 0.25% (n=6)
60 65 70 85 90 95 100 115 120 125 130

min. min. min. min. min.  min.  min. min. min.
490 550 529 502 4585

#.0 #0.19 #0.19 #0.31

55

min. min. min.

Promedio 543 530 515 517 550 5.17 4.99
SD 70.14 #0.27 #0.23 #0.26 #0.32 #0.14 #0.26 0.24
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Grafico n°2: pH ex vivo Biofilm dental con Fluoruro al 0.25%.
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—o— Fluoruro al 0.25%
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E. Eficacia de la Clorhexidina y Fluoruro en evitar o disminuir baja del pH
Biofilm dental interproximal.

TABLA VII. Promedios muestras pH ex vivo Biofilm dental Clorhexidina al 1% y Fluoruro al 0.25%

en colutorios versus Control.

55 60 65 70 85 90 95 100 115 120 125 130

min. min. min. min. min. min. min. min. min. min. min. min.

Control 5,05 477 457 440 514 482 470 448 521 485 462 4.45
#0.12 #0.18 #0.24 #0.33 0.25 #0.27 #0.25 #0.33 0.22 .25 +0.26 +0.12

541 543 580 570 546 533 645 6.42 6.43 6.43
#0.51 #0.51 +0.56 +0.56

Clorhexidina 5.35 5.40

#0.58 #0.76 #0.68 #0.75 £0.53 #0.55 #0.63 #0.65
550 529 5.02

4.85

al 1%
Fluoruro al 543 530 5.15 517 550 517 499 4.90

0.25% (2500 +0.14 +0.27 #0.23 #0.26 #0.32 #0.14 #0.26 #0.24

*

#0.0 #0.19 #0.19 £0.31

*

ppm)
* * * * * * *

p <0.05

(*): Valores estadisticamente significativos con test de DUNNET.
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Grafico n°3: Resumen eficacia de Clorhexidina y Fluoruro respecto a
Control.

6.5
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*
*
*
*
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* %

Fluoruro versus Control (*)
Clorhexidina versus Control (*) (*), (*), (*): p<0.05

Clorhexidina versus Fluoruro (*)
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De acuerdo a lo que se observa en la tabla VII y en el grafico n°3, los valores
obtenidos en los grupos Clorhexidina y Fluoruro entre los 55 minutos, momento en el
que se establece el efecto del producto y, los 65 minutos, no presentan significancia
estadistica al ser comparados con los valores de grupo Control, al utilizarse el test de
Dunnet. A partir de los 65 minutos se establecen diferencias significativas entre la
Clorhexidina y el grupo Control (p<0.05). Referente al Fluoruro, solamente a los 70
minutos este agente es significativo respecto al Control.

Al comparar los grupos Clorhexidina y el Fluoruro, solamente a partir de los 115

minutos se observaron diferencias significativas entre ellos (p<0.05), al utilizarse el test
de Tukey (tabla VIII).

TABLA VIIl. Diferencias entre Clorhexidina al 1% y Fluoruro al 0.25%

115 min. 120 min. 125 min. 130 min.
Promedio 6.45 £0.51 6.42 +0.51 6.43 +£0.56 6.43 +£0.56
Clorhexidina
Promedio 5.50 #0.0 5.29 #0.19 5.02 #0.19 4.85 +#0.31
Fluoruro
Diferencia 0.95 1.13 1.41 1.58
p(*) 0.00 0.00 0.00 0.00

(*): TUKEY.
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Discusion.

En este estudio, se observo el pH del Biofilm dental interproximal en reposo para
determinar asi el valor de acidez que presentaban los sujetos en estudio sin la
intervencion de producto alguno. Segun los resultados obtenidos, fue posible
determinar que los participantes presentaron niveles basales de pH en reposo
similares entre si, sin encontrar diferencias estadisticamente significativas entre ellos
(p>0.05). Es decir, todos iniciaron la experiencia con valores similares de pH en reposo
(entre 6.2 y 6.6). Estos resultados permitieron trabajar con un grupo homogéneo,
permitiendo establecer -con mayor propiedad- que los resultados obtenidos  durante
la experiencia serian consecuencia de la acciébn de las variables independientes
(farmacos) y no de caracteristicas individuales de cada participante.

La medicion se registré de forma individual por cada uno de los investigadores,
lo que permitié que los resultados no fueran influenciables entre si. EI método utilizado
para la determinacion del pH del Biofilm en reposo fue el descrito como toma de
muestra (raspado) lo que permitié verificar sus ventajas tal como se describen en la
literatura. Es asi como se constatdé su bajo costo y la posibilidad de ser aplicado a
varios individuos durante un corto periodo de tiempo, siendo técnicamente facil de
realizar y sin la necesidad de instrumentos sofisticados. Ademas el uso de la lupa
estereoscopica facilito el registro de los datos al contar con una imagen amplificada de
la muestra. Con respecto a las desventajas de esta experiencia, indicadas en el trabajo
de Schachtele y Jensen (1982), para evitar la intervencion de la saliva se aisld y seco
las zonas interproximales en cada una de las mediciones y ademas se pidié a cada
participante que no ingiriera ningun tipo de alimento en las horas previas a realizar
cada experiencia, para que las muestras presentaran la minima contaminacién, tanto
por la presencia de residuos como acidos de la dieta, los que podrian haber actuado
como variables confundentes.

En cuanto al método de electrodo de toque / microtoque indicado como el
método mas idoneo para estas experiencias, éste resultd no ser posible de realizar por
problemas de falta asesoria técnica especializada en el pais, no coincidiendo con la
literatura respecto de sus ventajas (Schachtele y Jensen, 1982), pues requiere
aparatos sofisticado no disponibles en nuestra realidad nacional y exigiendo ademas un
grado de entrenamiento previo para realizar un correcto posicionamiento del
microelectrodo en el sitio interproximal para evitar mediciones erréneas. Por otra parte,
era necesario que los sujetos acumularan una gran cantidad de Biofilm, para asegurar
que el electrodo penetrara completamente en la matriz de éste. Ademas, el tiempo total
para la medicidn es relativo, ya que se requiere de mediciones sucesivas y calibracion
constante para asegurar que los resultados a obtener sean confiables. Por ello no
permite trabajar con un gran niumero de sujetos de estudio.
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Con respecto a los resultados obtenidos luego de la activacion del pH con una
solucion de sacarosa al 10% y un tiempo de espera de 20 minutos, se observo la caida
del pH (en reposo) desde promedios de no cariogénicos hasta valores que se encuentran
en un rango de 4.69 a 5.31, que son considerados como criticos para provocar la
disolucion del esmalte. De ésta manera fue posible reproducir la caida de pH descrita ya
en los anos 40 por Stephan (1944). Todos los grupos experimentaron una baja de pH, sin
encontrarse diferencias estadisticas significativas entre ellos, lo que permitié establecer
que todos los sujetos se encontraban en las mismas condiciones para producir acidos
desencadenados por un sustrato fermentable, a partir de valores similares de pH en
reposo.

De entre los agentes quimioterapéuticos disponibles en la actualidad, varias
sustancias han sido evaluadas pero ningun agente antimicrobiano, a excepcién del
Fluoruro, ha recibido tanta atencion experimental como la Clorhexidina, siendo la
sustancia mas efectiva y el agente mejor documentado hasta la fecha.

Como se menciond con anterioridad, el mecanismo de accion de la Clorhexidina
se centra a nivel de la membrana bacteriana y dependiendo de la concentracién de ella,
sera bactericida o bacteriostatica. Este mecanismo de accion sobre el Biofilm se ve
reflejado en la alteracion de su capacidad para producir acidos cuando se le suministra
sacarosa, lo cual es posible establecer mediante las mediciones de pH hechas en
muestras de Biofilm dental.

De acuerdo con la literatura, los mejores resultados anticariogénicos son
obtenidos utilizando barnices, seguidos por los geles y finalmente enjuagatorios.
Estudios realizados en humanos con geles de Clorhexidina, han demostrado poder
reducir los Estreptococos Mutans a niveles bajos en la saliva y en el Biofilm dental,
especialmente las aplicaciones con una concentracion de un 1% (Emilson, 1994). En el
presente estudio se decididé experimentar con un vehiculo de uso mas masivo, como
son los enjuagatorios, manteniendo la misma concentracion del agente que ha
demostrado tener efectos positivos, es decir al 1% de Clorhexidina. Otras experiencias,
donde se ha experimentado con enjuagues de Clorhexidina de mas baja concentracion,
han resultado en una pequefia 0 moderada reduccion de las colonias bacterianas
(Schaeken y cols., 1986).

Es importante sefalar que los estudios de caries disponibles en la actualidad
relacionados con la Clorhexidina, se encuentran enfocados principalmente en su accion
bactericida o bacteriostatica evitando asi la apariciéon de la caries. No obstante, no
sefalan el efecto del agente quimioterapéutico en la produccion de acidos a partir de
dichas bacterias en Biofilms ya establecidos (objetivo de esta investigacidon) y por ende,
su posible participacion en evitar la aparicion de lesiones cariosas.
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Otros estudios, que han experimentado otras vias de aplicacion de la
Clorhexidina, se han acercado a nuestra interrogante. Es asi como Kashani y cols.
(1998), midieron el pH del Biofilm dental interproximal previo y posterior a la aplicacion
de palillos interdentales impregnados con Clorhexidina al 2%, después de 10 minutos
de realizado un enjuague con sacarosa. Ellos no encontraron diferencias significativas
en la respuesta del pH a la sacarosa. En cambio el presente estudio, se aplicé un
colutorio de Clorhexidina al 1%, posterior a enjuague con sacarosa al 10%. En las tres
muestras recolectadas a distintos tiempos y sometidas al desafio acidogénico, se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) respecto al grupo Control, donde los
valores del pH se mantuvieron estables sobre 5.33 por 45 minutos, en un rango
ascendente de 5.80 a 6.00, desde el enjuague con sacarosa.

Respecto al Fluoruro, los estudios realizados sefalan que en el Biofilm
interproximal in vivo, el efecto inhibitorio se consigue con una concentracion de 1000
ppm, esto debido a las caracteristicas de difusion limitada de los espacios
interproximales, especialmente cuando presentan grandes cantidades de Biofilm (Bibby
y Fu, 1986).

Sin embargo, otros estudios indican que aplicaciones de soluciones de Fluoruro
al 2% (aproximadamente 9000 ppm), o de geles al 1% (aproximadamente 4500 ppm),
reducen la produccién de acidos por parte de las bacterias, pero dichas aplicaciones no
son convenientes o recomendadas para el cuidado bucal rutinario (Van Loveren, 2001).
Para el presente estudio se optd por un enjuagatorio de Fluoruro al 0.25% (2500 ppm),
por ser esta alta concentracion la utilizada como eleccion en personas con un gran
riesgo o alta actividad cariogénica, que concuerda ademas con el concepto del
mecanismo de accion del Fluoruro sobre la enolasa (enzima de la via glicolitica), donde
altas concentraciones afectarian a las poblaciones bacterianas, reduciéndolas in vivo
(Bowden, 1990).

Las investigaciones mencionan que el mecanismo de acciéon del Fluoruro en el
Biofilm se encuentra mas enfocado a una reduccién en la formacion de acidos, debido a
una adaptacion de dicho Biofilm al agente, pues la adicion de altos niveles de Fluoruro
no logra una eliminacion de las cepas bacterianas, sino la mencionada disminucion de
la actividad acidogénica (Bowden, 1990; Hamilton, 1990).

En estudios realizados en animales, el Biofilm adaptado al Fluoruro mostré una
menor producciéon de acidos al estar en contacto con sacarosa respecto al grupo
Control sin Fluoruro (Hamilton, 1990).

En estudios similares, la reducciéon en la formacion de acidos se logré a los 15
minutos, respecto al tiempo base (tiempo 0) en ausencia de Fluoruro. Pero esta
disminucion no es pronunciada. Esta adaptacion de las bacterias al Fluoruro, entregado
en niveles preventivos en humanos es dificil de detectar. Pero hay que recalcar que el
mayor efecto del Fluoruro en las bacterias bucales es reducir la habilidad del Biofilm de
producir acidos in vivo y disminuir el metabolismo de los Hidratos de Carbono in vitro
(Bowden, 1990).
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En la presente experiencia, los resultados de pH obtenidos en el grupo Fluoruro,
respecto al grupo Control, concuerdan con lo sefialado anteriormente por Hamilton,
pues las diferencias entre ambos no fueron marcadas ni significativas (p>0.05), excepto
en el registro realizado a los 70 minutos, el cual fue el Unico en presentar una diferencia
significativa (p<0.05) entre ambos grupos, por lo que inferimos que el pH mantuvo
diferencias estables.

También nuestros resultados concuerdan con aquellos sehalados en el trabajo
de Tatevossian (1990), quién menciona las experiencias realizadas por Jenkins y Edgar
entre 1969 y 1977, donde compararon muestras de Biofilm de personas sometidas a
Fluoruro y otras sin contacto alguno con el agente. Al ser sometidas a sacarosa, las
personas del grupo Fluoruro entregaron valores de pH ligeramente mayores, respecto a
las del grupo Control.

Se puede sefialar que la meta en la investigacion del Fluoruro respecto a la
produccién de acidos, debe dirigirse a investigar el efecto de los actuales productos de
cuidado bucal en la acidogenicidad y el pH del Biofilm, pues la literatura que relaciona al
Fluoruro con la produccion acidogénica es escasa. Dichos estudios deben realizarse in
vivo, tanto como la tecnologia lo permita, sin interrumpir la fisiologia del Biofilm.

Al revisar la bibliografia es posible encontrar que principalmente los trabajos de
investigacion que comparan a la Clorhexidina con el Fluoruro, se basan principalmente
en la utilizacion del Fluoruro Estafioso (SnF2), sefialandose que ambos agentes
presentan efectividad en la supresion de los Estreptococos mutans. En el caso del
Fluoruro se deberia a la presencia del componente metalico (Schaeken y cols., 1986).
Si el medio de aplicacion para los agentes anteriormente senalados es variado, su
actividad no se ve alterada. Es asi que al utilizarse palillos interdentales impregnados
en los agentes, presentaban efectos sobre los Estreptococos mutans ademas de un
declinar en el pH del Biofilm pero este ultimo, de manera pequefia y por poco tiempo.
Esto quizas, debido a la via de aplicacion (Kashani y cols.; 1998).

Debido a lo anteriormente sefalado, no es posible establecer comparaciones
acertadas con la presente experiencia, pues en nuestro caso se utilizé Fluoruro de
Sodio (NaF) como agente. No obstante, al comparar éste y la Clorhexidina frente a un
grupo Control, ambos agentes entre los 55 y 65 minutos de la experiencia, no
mostraron diferencias significativas (p>0.05) en su accionar. Solo, a partir de los 65
minutos, la Clorhexidina comienza un aumento en el pH, respecto al Control, siendo
todos los valores obtenidos estadisticamente significativos (p<0.05). Por su parte, el
Fluoruro, como se mencioné previamente, sélo presentd un valor significativo a los 70
minutos, manteniendo diferencias bajas a moderadas respecto al Control y sin
diferencias estadisticas significativas.
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Si comparamos ambos agentes, queda claramente demostrado que la
Clorhexidina en mas efectiva que el NaF a partir de los 100 minutos (p<0.05), quedando
de manifiesto eso si, la necesidad de un periodo de tiempo de alrededor de 2 horas
para que la Clorhexidina manifieste su efectividad.

Quizas en futuras experiencias seria interesante comparar con similar
procedimiento experimental, a la Clorhexidina con el SnF2, o experimentar de manera
semejante al estudio de caries realizado por @gaard y cols. (2001), con una
combinacion de ambos agentes, donde se obtuvo una reduccion mas efectiva de
nuevas lesiones cariosas. Podria también ser interesante, realizar la misma
metodologia del presente seminario de tesis, pero aplicando el agente terapéutico en
forma previa al enjuague con sacarosa, para comprobar si los valores obtenidos en ésta
investigacion son acertados.

Finalmente, deben mencionarse ciertas limitaciones de esta investigacion, dentro
de las cuales esta el no haber podido aplicar un disefio doble ciego. No obstante, debe
senalarse que la determinacién del pH observado por los examinadores se hizo
objetivamente, utilizando una escala segmentada de colores para tonos de pH adjunta
por el fabricante. Otra limitacion se refiere a que los datos podrian carecer de validez
externa al no ser extrapolables al universo, ya que los sujetos de éste estudio fueron
seleccionados por conveniencia segun criterios de exclusion.
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Conclusiones.

Del presente Seminario de tesis es posible concluir que:

. El método de Toma de Muestras ex vivo (raspado/cultivo) mas las varillas de pH
utilizadas en esta experiencia, es un método eficaz para la determinacion del pH
del Biofilm dental interproximal en reposo.

. Cuando el Biofilm dental interproximal es activado in vivo con sacarosa al 10%,
se observa una disminucion de pH considerada critica para la disolucion del
esmalte, en un rango de 4.69 y 5.31, luego de 20 minutos de espera.

. Al ser utilizado un colutorio de CXH al 1% sobre un Biofilm previamente activado
con sacarosa, se logré una recuperacion desde valores de pH inferiores a 5.3
hasta valores sobre 6.0 después de 80 minutos de accidn del agente terapéutico,
no siendo posible establecer si estas modificaciones se deberian a una
disminucion en el numero de bacterias presentes en las muestra o a una
disminucion en la actividad acidogénica de ellas.

. Las variaciones de pH sobre el Biofilm dental activado con sacarosa al 10%
expuesto a un colutorio de Fluoruro al 0.25% (2.500ppm), son moderados frente
a un Biofilm sin agente terapéutico, con valores de pH entre 4.85y 5.5.

. De los dos agentes quimioterapéuticos testeados, el colutorio de CHX al 1%
resultdé ser el mas eficiente en impedir bajas de pH del Biofilm dental
interproximal cuando es sometido a un reto acidogénico. Sin embargo no es
posible asegurar si dichas modificaciones son pasajeras o se mantienen en el
tiempo.



44

Sugerencias.

Debido a la falta de estudios similares enfocados al efecto sobre el pH, en vez de
a la reduccion de los Estreptococos Mutans o al efecto anticaries a largo plazo, se
sugiere la continuacion de ésta linea de estudio realizando comparaciones entre
distintos vehiculos con la misma concentracién de agente sobre el pH del Biofilm
interproximal, pues hay estudios que senalan que a este nivel, los efectos son
relativamente independientes del tipo de vehiculo o del régimen de aplicacion (Twetman
y Petersson, 1998).

Igualmente se sugiere realizar la misma experiencia adicionando la variable de
una solucion de Clorhexidina con Fluoruro, pues de acuerdo a experiencias previas, su
accionar seria sinérgico, logrando una mayor eficiencia que la Clorhexidina en forma
individual (Emilson, 1994).

También seria interesante evaluar en un periodo de tiempo mayor si
verdaderamente esta modificaciéon en el pH, tendrian un efecto reductor en la aparicién
de lesiones cariosas o son efectos pasajeros.

Por ultimo y como fue sefalado previamente, seria interesante el evaluar la
efectividad del Fluoruro Estafioso (SnF2), comparandolo con otras presentaciones de
fluoruro, para establecer asi cual es la mas eficiente.
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Resumen.

El efecto in vivo sobre el pH del Biofilm dental interproximal de colutorios de,
Clorhexidina al 1% y Fluoruro de Sodio al 0.25% (2500 ppm), fue estudiado y
comparado por mediciones ex vivo. 12 voluntarios fueron seleccionados y distribuidos al
azar en tres grupos: a) Control, b) Clorhexidina y ¢) Fluoruro. Las muestras fueron
recolectadas de zonas interproximales de dientes posteriores vy dispersadas sobre
varillas indicadoras de pH. El registro se obtuvo observando las muestras bajo
magnificacion estereoscépica.

Con posterioridad al registro del pH en reposo, los grupos se enjuagaron con
una solucion de sacarosa al 10% por dos minutos, obteniéndose un segundo registro a
los 20 minutos.

En todos los grupos se realizaron tres muestras sucesivas a los 50, 80 y 110
minutos, siendo observadas y registradas por cada examinador. Posteriormente, los
grupos b) y c) se enjuagaron con sus respectivos agentes terapéuticos, para recolectar
las tres muestras correspondientes, siendo mantenidas ellas bajo desafio acidogénico.

Los resultados mostraron que los valores del pH en reposo y en actividad entre
los tres grupos no presentaron diferencias significativas (p>0.05).

En el grupo Clorhexidina, los valores fueron significativos respecto al Control
desde los 65 minutos (p<0.05). En el grupo Fluoruro, sélo a los 70 minutos presenté
diferencia significativa al ser comparado con el Control (p<0.05).

Es posible concluir que el mejor efecto en impedir la baja de pH en un Biofilm se
logra con un enjuagatorio de Clorhexidina al 1%, obteniéndose valores de pH sobre 6.0
luego de 80 minutos de aplicado el colutorio.
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Anexos.

CONSENTIMIENTO

Yo, , declaro haber

sido consultado(a) sobre la posibilidad de participar en forma voluntaria, en un estudio
experimental acerca de la efectividad de dos colutorios, sobre el pH del Biofilm dental
interproximal. Realizado por la seforita Veronica Flores y el sefor Konrad Fritz,
coordinados por el Dr. Santiago Gomez, de la Escuela de Odontologia de la

Universidad de Valparaiso.

Declaro ademas que se me han explicado claramente los procedimientos a

efectuar y que éstos estaran exentos de costo alguno para mi.

Por lo tanto acepto mis deberes y obligaciones, acatando las instrucciones que

se me indiquen.

Firma Participante

Valparaiso, de de 20 .
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TABLAS

TABLA IX. Distribucion de los grupos en estudio y sus caracteristicas promedio de edad,
Indice de higiene oral y COPs.

Grupos n Edad IHO COPs

Control 6 21.3+3.6 54.6 +10.7 53+3.6
Clorhexidina 6 1810 56.4 +9.5 5+26

Fluoruro 6 21.3+3.6 53.6+12.4 55+1.38

Total de 12 196 +3 55+10.7 52+2
participantes

TABLA X. Promedios muestras pH ex vivo Biofilm dental Clorhexidina al 1% en colutorio versus
Control.

60 65 70 85 90 95 100 115 120 125 130
min. min. min. min. min. min. min. min. min. min. min. min.
Promedio 535 540 541 543 580 570 546 533 645 642 643 6.43
Clorhexidina #0.58 +0.76 #0.68 +0.75 #0.53 #.55 #0.63 #0.65 #0.51 +#0.51 +0.56 #0.56
Promedio 505 477 457 440 514 482 470 448 521 485 462 445

Control #0.12 #0.18 #0.24 +0.33 #0.25 #0.27 #0.25 +#0.33 0.22 .25 +0.26 +0.12
Diferencia 0.30 063 084 103 066 083 076 085 124 157 181 1.98
DUNNETp 0.259 0.068 0.009 0.005 0.020 0.002 0.013 0.009 0.000 0.000 0.000 0.000

* * * * * * * * * *
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TABLA XI. Promedios muestras pH ex vivo Biofilm dental lon Fluoruro al 0.25% en colutorio
versus Control

55 60 65 70 85 90 95 100 115 120 125 130
min. min. min. min. min. min. min. min. min. min. min. min.

Promedio 543 530 515 517 550 517 499 490 550 529 502 485
#0.14 #0.27 0.23 #0.26 #0.32 20.14 #0.26 0.24 0.0 0.19 20.19 #0.31
448 521 485 462 445

Fluoruro
Promedio 5.05 477 457 440 514 482 4.70
#0.22 .25 +0.26 0.12

Control  #0.12 +0.18 #0.24 #0.33 #0.25 +0.27 #0.25 #0.33
042 029 044 040 0.40

Diferencia  0.38 053 058 0.77 036 0.35 0.29
DUNNET 0.143 0.130 0.071 0.032 0.216 0.205 0.405 0.215 0.252 0.079 0.149 0.151

p
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TABLA XIl. pH ex vivo Biofilm dental interproximal en reposo.

Control (n=6) Clorhexidina (n=6) lon Fluoruro (n=6)

5 min. 10 min. 5 min. 10 min. 5 min. 10 min.
Sujeto 1 6.5 6.5 7.0 7.0 6.5 6.5
Sujeto 2 7.0 6.75 7.0 7.0 7.0 7.0
Sujeto 3 7.0 7.0 5.5 5.3 6.75 6.75
Sujeto 4 5.5 4.7 7.0 7.0 7.0 7.0
Sujeto 5 7.0 7.0 6.75 6.75 6.5 6.5
Sujeto 6 5.4 5.3 6.5 6.5 6.1 5.8
Promedio 6.4 6.2 6.6 6.5 6.6 6.5

SD #0.76 +0.97 #0.58 #0.66 #0.34 +0.44
ANOVA p >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05

TABLA XIIl. (anexos) pH ex vivo Biofilm dental interproximal en actividad.

Control (n=6) Clorhexidina (n=6) lon Fluoruro (n=6)

25 30 35 40 25 30 35 40 25 30 35 40
min. min. min. min. min. min. min. min. min. min. min. min.

Sujeto 1 5.0 5.0 4.7 4.7 5.5 5.3 5.0 50 515 515 47 4.7
Sujeto 2 5.3 5.3 50 485 538 5.4 54 515 525 5625 5.0 4.7
Sujeto 3 53 515 515 50 485 44 4.4 42 525 515 47 455
Sujeto 4 4.7 4.4 4.2 4.0 5.5 4.4 4.4 44 515 515 50 5.0
Sujeto 5 5.5 5.0 5.0 5.0 5.5 5.5 5.0 5.0 58 565 515 515
Sujeto 6 5.3 4.7 4.4 4.4 4.7 4.7 4.4 4.4 5.3 4.7 4.7 4.7
Promedio 5.18 492 474 465 530 500 476 469 531 517 487 4.80
SD #0.28 #0.32 #0.37 £0.39 #0.43 £0.45 #0.42 £0.40 #0.24 £0.30 #0.19 £0.22
ANOVAp >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05

TABLA XIV. pH ex vivo del Biofilm dental con Clorhexidina al 1% en colutorio.

Clorhexidina al 1% (n=6)

55 60 65 70 85 90 95 100 115 120 125 130
min. min. min. min. min. min. min. min. min. min. min. min.

Sujeto 1 5.5 5.5 5.5 5.5 6.3 6.3 58 5665 675 675 7.0 7.0
Sujeto 2 6.3 675 65 6.75 6.5 6.5 6.5 6.5 7.0 7.0 7.0 7.0
Sujeto3 515 515 53 53 515 5615 47 4.7 5.5 55 565 565
Sujeto4 485 47 4.7 47 565 55 5.3 5.0 6.5 6.3 6.1 6.1
Sujeto5 565 565 58 565 59 5.5 55 515 6.5 6.5 6.75 6.75
Sujeto 6 4.7 4.7 4.7 4.7 5.3 5.3 5.0 5.0 6.5 6.5 6.1 6.1
Promedio 535 540 541 543 580 570 546 533 645 642 643 6.43
SD #0.58 #0.76 #0.68 #0.75 #0.53 #0.55 +#0.63 #0.65 051 £0.51 #0.56 £0.56
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FOTOGRAFIAS

Fotografia n° 8 Radiografia Bite Wing Fotografia n°9 Radiografia Bite Wing
derecha para COPs. izquierda para COPs.

Fotografia n°10 Conjunto de radiografias
utilizadas en éste seminario de tesis para COPs
de los panelistas.
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Fotografia n°11 indice Green Fotografia n°12 indice Green
Vermillion vista central. Vermillion vista lateral.

Fotografia n°13 Tabletas
reveladoras.

Fotografia n° 14 Muestra y guia Fotografia n° 15 Vista lejana de
de pH en posicion. muestra y guia en posicion.



Fotografia n° 16 Muestra de Biofilm
activado con sacarosa al 10%, luego de 10
minutos.

Fotografia n° 17 Examinador
realizando observacion de muestra.
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