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1. RESUMEN

Titulo. Efecto del consumo de bebidas gasificadas sobre el pH bucal y la proliferacion bacteriana
en adolescentes.

Antecedentes. El consumo de refrescos se asocia con el desarrollo de caries, ya sea por las
modificaciones en el pH salival o por su contenido en sustratos que favorecen el crecimiento
bacteriano (azUcares). Existen opciones en el mercado en los que se sustituye la sacarosa por
edulcorantes no cal6ricos; sin embargo, no existe informacién suficiente sobre sus efectos in vivo
en la estructura dental.

Objetivo. Evaluar los cambios en el pH bucal y la proliferacién bacteriana de la biopelicula dental
en respuesta a la ingesta de dos tipos de bebidas de cola en adolescentes.

Material y Método. Se realizé un ensayo clinico aleatorizado cruzado en el que se incluyeron 22
adolescentes voluntarios sanos. La intervencidon consistié en la ingesta de 355 mL de dos tipos
diferentes de refrescos de cola; 1. endulzado con sacarosa; 2. endulzado con
aspartame/acesulfame K. Adicionalmente se incluyeron dos controles negativos: agua natural y
agua mineral. El periodo de lavado entre las intervenciones fue de 1 semana. En cada uno de los
dias se tomaron muestras de saliva y de biopelicula dental a los 0, 5, 10, 15, 30, 45y 60 minutos
posteriores a la ingesta de cada una de las bebidas para la determinacion de pH. La toma de
muestras de biopelicula para su cultivo fue tomada de forma basal y a los 120 minutos.

Analisis estadistico. Se realiz6é un analisis descriptivo con promedios y desviacion estandar para
las variables con distribucién normal y medianas y rangos intercuartilicos (RIC) para aquellas con
libre distribucion. La comparacion de las variables de acuerdo a cada uno de los refrescos
ingeridos, en los diferentes tiempos para las muestras de saliva y biopelicula dental se realizé
mediante analisis de Friedman con ajuste de multiples comparaciones mediante correcciéon de
Dunne. Se obtuvo la proliferacion de la biopelicula dental de forma basal y dos horas posteriores
a la ingesta de cada uno de los refrescos para su analisis mediante Wilcoxon, la comparacion
intergrupo se realiz6 mediante Kruskal Wallis. Se utiliz6 el programa estadistico SPSS v. 20. Se
considero significancia estadistica con una p<0.05

Resultados. La mayor diferencia en el pH salival se presenté en el minuto 5, ocurriendo entre el
refresco adicionado con sacarosa, con una mediana de 6.98 (RIC 6.60-7.00) y el agua mineral
con una mediana de 7.22 (RIC 7.02-7.36), p<0.05. El pH de la biopelicula dental no presento
diferencias estadisticamente significativas posterior a la ingesta de cada una de las bebidas
(p=0.13). Para la proliferacion bacteriana el mayor incremento se presento posterior a la ingesta
de la bebida con sacarosa (265 x 102 UFC, RIC 25 x 10%- 50 x 10°), seguido de la bebida con
aspartame/acesulfame K (125 x 10 UFC, RIC, 10 x 10— 20 x 10%) p<0.01 y el agua mineral (25
x10% RIC, 20 x 10®- 30 x 10®) p<0.05. No se observaron cambios posteriores al consumo de agua
natural (p=1.00).

Conclusion. El mayor potencial cariogénico se presentd con el refresco de cola adicionado con
sacarosa cuya capacidad acidificante del pH salival se encontré aunada a la mayor proliferaciéon



de biopelicula dental. Si bien, el agua mineral y el refresco de cola con aspartame/acesulfame K
no modifican sustancialmente el pH, su comportamiento no es inerte ya que se asocian a una
mayor proliferacion bacteriana en comparacion al agua natural.

2. MARCO TEORICO

2.1. Caries dental

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) definié en el 2012 a la salud oral como la ausencia
de enfermedades bucales cronicas, dolor facial, bucal y faringeo, Ulceras bucales, defectos de
nacimiento, enfermedad periodontal, caries, pérdida de piezas dentales y trastornos que afecten
la cavidad bucal (1).

Se reconoce a la caries dental como una de las enfermedades mas frecuentes en todo el mundo,
posee un impacto significativo en los pacientes que resulta en dolor, infeccién y pérdida de la
funcionalidad. Diversos estudios la clasifican como la enfermedad no contagiosa mediada por
bacterias con mayor prevalencia a nivel mundial (2, 3).

La herramienta mas utilizada para la vigilancia epidemiolégica de la caries ha sido el indice de
CPO (Cariado, Perdido, Obturado) en dientes permanentes y CEO (Cariado, Extraido, Obturado)
en dientes temporales. Instrumentos como el Sistema de Deteccién y Evaluacion Internacional
de Caries (ICDAS) y la Evaluacion del Espectro de Caries y Tratamiento (CAST) han estratificado
la presenciay el grado de evolucion de la caries (4, 5), sin determinar de forma directa los factores
individuales de su patogénesis.

Estudios epidemiolégicos en diversos paises han evaluado el indice de caries y su asociacion
con acumulos bacterianos. Skrivele y Cara (2013), en cooperacion con la OMS, realizaron un
estudio en 472 nifios de 24 a 36 meses en 5 paises, encontrando una relaciéon directa entre bio-
pelicula dental y el indice de CEO. En esta misma investigacioén se reportaron diferencias en la
prevalencia de caries entre los paises, encontrdndose en Estonia una prevalencia del 41,6%,
Suecia del 38%, Alemania 14.1%, Polonia 43.8% y Lituania del 50.6% (6). En México la preva-
lencia de caries en poblacion pediatrica se ha reportado entre el 34 y 99% (7-9).

La relacion de este padecimiento con la cronicidad se ve reflejada en la adultez, como es el caso
de México en donde el 17.2% de la poblacion entre 60 y 64 afios de edad es desdentada,
aumentando el porcentaje con la edad, de manera que después de los 85 afios el 50.5% de los
pacientes han perdido todos sus 6rganos dentales por enfermedades bucales entre las cuales se
encuentra incluida la caries dental (10).

2.1.1 Etapas de la caries

La caries es una enfermedad dindmica, no transmisible, modulada por la dieta y mediada por una
biopelicula dental (11), cuyo resultado final es la pérdida irreversible de los minerales de los
tejidos duros dentales a través de descensos continuos de pH en la cavidad bucal (3). Se



considera una enfermedad multifactorial cuya historia natural implica cuatro etapas para su
desarrollo (12).

- Primera etapa: la presencia de factores de riesgo como clase social baja, menor nivel
educativo, comportamiento personal no comprometido y factores genéticos/biolégicos
incrementan la susceptibilidad individual (13).

- Segunda etapa: la exposicion frecuente a azlcares en la dieta incrementa la proliferacién
de la biopelicula dental especifica (Streptococcus mutans).

- Tercera etapa: el metabolismo de azlcares por la biopelicula dental disminuye el pH a
través de la generacion de acidos como el lactico, propiénico y butirico, lo cual ha sido
considerado la llave angular en todo el proceso carioso.

- Cuarta etapa: la estructura mineralizada del diente (hidroxiapatita) sufre desmineralizacion
permanente ante el ataque de acidos producidos por bacterias (14).

Es importante mencionar que existe ademas una ruta alterna para la pérdida de estructura dental
conocida como erosion dental. Se trata de un proceso quimico-mecanico en donde existe pérdida
acumulativa del tejido dental duro ocasionada por acidos provenientes directamente de la dieta,
cuya formacion no se encuentra relacionada con la presencia de bacterias, observandose una
mayor frecuencia en pacientes con alto consumo de alimentos con contenido de &cidos (15).

2.1.2 Biopelicula dental acidificante/Streptococcus mutans

La biopelicula dental prototipo es formada por los Streptococcus mutans, un patégeno bucal
asociado a caries dental cuyo potencial cariogénico reside en tres atributos centrales: (i)
capacidad de producir una matriz polipeptidica extracelular in situ y sintesis de polimeros
extracelulares de glucanos a partir de sacarosa que ayudan a la colonizacidn de la superficie dura
dental y limitan el acceso de solutos no favorables al interior de la biopelicula, (ii) capacidad de
metabolizar carbohidratos en acidos organicos y (iii) capacidad de prosperar bajo pH acido. La
ingesta de azucares frecuente resulta en un sustrato éptimo para su metabolismo y multiplicacion,
lo que se refleja en su poblacion dentro de la biopelicula dental, creando ademés nichos
favorables para que otras especies aciduricas puedan prosperar (16).

Las bacterias que componen la biopelicula dental son susceptible a condiciones como disponibi-
lidad de oxigeno y nutrientes, temperatura, pH, variabilidad del flujo salival y uso a largo plazo de
antibiéticos, los cuales pueden causar cambios en el ecosistema bucal, aunque solo de forma
transitoria (14, 17, 18).

2.1.3 pH bucal
El pH es la medida de acidez o alcalinidad ocasionada por la concentracion de iones hidrogeno

(H") que se encuentran presentes en una solucién determinada y es medida a través de una
escala logaritmica en base 10.



El pH salival tiende a la neutralidad cuando tiene valores de 6.2 a 7.6 (19), algunos estudios han
encontrado una media de pH de 6.8 para saliva en reposo en comparacion a la media de 7.8 en
saliva estimulada (durante la alimentacién). Se ha descrito también que durante el suefio el pH
en la superficie maxilar posee una media de 7.0 (x 0.46) y en la mandibular una media de 6.46
(x 0.31) (20). De manera similar se ha reportado que el pH de la biopelicula dental presenta
valores menores en la superficie vestibular de dientes anteriores superiores. Por otra parte, el uso
de farmacos antihipertensivos, lesiones en la cavidad oral y padecimientos como el cancer
también pueden modificar el pH en la cavidad bucal (21).

2.1.4 pH critico

El componente mineral del diente se encuentra formado por calcio, fosfato y iones hidroxilo. Es
una estructura quimica agrupada en forma de prismas denominada hidroxiapatita, cuya formula
es Caio(PO4)s(OH).. Esta estructura puede ser dafiada de forma irreversible mediante descensos
del pH salival, el proceso puede ilustrarse mediante una grafica (Figura 1).

1) Inicia con un pH salival basal de 6.2 a 7.6, en donde los cristales de hidroxiapatita se
disuelven minimamente en la saliva como iones de calcio (Ca?"), fosfato (PO.*) e hidroxilo
(OH") con capacidad de reintegrarse nuevamente al esmalte dental.

2) Posterior a la ingesta de carbohidratos fermentables el pH se acidifica hasta 5.5 o menos
(pH critico), en este punto los iones de fosfato (PO.*) e hidroxilo (OH’) reaccionan con el
hidrogeno (H*) formando complejos aiin mas acidos, tales como fosfato acido (HPO4?) que
no poseen capacidad de reincorporarse al diente. Este proceso se conoce como
desmineralizacién dental.

3) Finalmente existe recuperacién gradual del pH al nivel basal con pérdida de minerales en
la estructura dental. El proceso se repetira tantas veces como exista exposicién a
carbohidratos fermentables (19, 22, 23).

Figura. 1 pH critico

1) pH basal

3) Recuperacion al pH basal

2) pH critico
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En los ultimos afos la presencia de factores de riesgo como tasa salival baja, niveles de calcio y
fosfato salival reducido y pH basal bajo se han relacionado con la presencia caries y erosion
dental (24, 25).

2.1.5 Saliva en la regulacion pH

La saliva ejerce gran parte de la regulacion del pH bucal mediante la reduccién en el crecimiento
y actividad metabdlica de la microflora oral a través de su contenido en numerosos péptidos
cationicos, inmunoglobulina A y proteinas salivales, los cuales poseen efectos acumulativos y/o
sinérgicos (26-29).

La capacidad de la saliva es dependiente de sus componentes (30), los cuales varian entre los
individuos siendo aproximadamente el 99.5% agua, 0.3% elementos organicos como urea,
creatinina, arico acido, aminoacidos, hidratos de carbono, lipidos y corticosteroides provenientes
de secreciones parotideas (24, 28) y 0.2% elementos inorganicos como bicarbonato, calcio y
iones fosfato que conforman el sistema buffer.

2.1.6 Buffer salival

En respuesta a modificaciones de pH la saliva posee un sistema buffer cuyo objetivo es
neutralizar la acidez y mantener el equilibrio desmineralizacién/remineralizacion dental mediante
la secrecion salival de iones de bicarbonato y fosfatos (Tabla 1).

Tabla 1. Sistema buffer salival

SISTEMA BUFFER SALIVAL

Sistema Funcién

Sistema Reduce la acidez bucal difundiendo iones de bicarbonato a través de la saliva
bicarbonato | estimulada (durante la masticacién), alcanza niveles de pH 8-8.5, siendo el mas
importante en la modulacion de caries (24).

Sistema Protege al diente durante el flujo salival no estimulado (en ausencia de
fosfato alimentacién o durante la noche), mediante la difusiébn de iones fosfato en
presencia pH debajo del valor critico (5.5) (24).




Componentes adicionales que participan en la capacidad buffer salival.

Anhidrasa Metaloezima dependiente de zinc, cataliza reversiblemente el diéxido de
carbonica carbono y agua para formar acido carbonico y protones: CO2 + H20 < H+ +
HCO3-. Regula el pH ejerciendo su accion en el flujo salival estimulado (31).

Fosfatasa Enzima que reacciona entre pH 9 y 10. Su disminuciéon provoca cambios en los
alcalina niveles de fosfato que conducen a inicio y progresion de la caries dental (28).

Urea Se metaboliza a amoniaco por la biopelicula dental aumentando su pH (32).

2.2 Edulcorantes no caléricos

México ocupa el primer lugar a nivel mundial en consumo per capita anual de bebidas azucaradas
(150 litros), seguido de Estados Unidos (100 litros) (33). Es bien conocido que el contenido
caldrico y de azucares de estos productos se han asociado al incremento de sobrepeso y
obesidad (34), pero también tienen un impacto en la salud bucal. EI consumo de bebidas
procesadas se ha relacionado con alteraciones dentales que involucran la disolucién del esmalte
a partir de productos del metabolismo bacteriano (35).

Como alternativa al consumo de azucar, se han incorporado edulcorantes no cal6ricos, los cuales
producen una alta percepcion del sabor dulce a muy bajas concentraciones. Las bebidas endul-
zadas artificialmente o también conocidas como bebidas “de dieta” o “bebidas light” son endulza-
das con uno o mas edulcorantes en sustitucién de azicares como la sacarosa o la alta fructosa.
Su consumo ha aumentado notablemente en los uUltimos 20 afios como tendencia a mantener la
dulzura con un menor aporte calérico con el propésito de mantener un control de peso (36, 37).

Seis de estos agentes (aspartame, sacarina, sucralosa, neotamo, acesulfame y Stevia) han
recibido la categoria de sustancias seguras para su consumo por la FDA (Food and Drug
Administration) (36). Los edulcorantes no caloricos utilizados con mayor frecuencia en las bebidas
carbonatadas de cola en nuestro pais son el acesulfame Ky el aspartame.

2.2.1 Acesulfame K

El acesulfame de potasio (acesulfame K) es un edulcorante artificial no nutritivo libre de calorias.
Fue aprobado por la FDA en 1988 para su uso como edulcorante en alimentos secos y en el 2002
se aceptd como edulcorante de uso general. El acesulfame de potasio es aproximadamente 200
veces mas dulce que la sacarosa. Ha sido aprobado en mas de treinta paises para ser utilizado
en alimentos, bebidas, cosméticos y productos farmacéuticos. Al igual que la sacarina,
acesulfame K, tiene un sabor ligeramente amargo y se mezcla a menudo con otros edulcorantes
para enmascarar esta caracteristica. Aunque su consumo se considera seguro se han planteado
inquietudes con respecto a la dosis dependiente de toxicidad citogenética.
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2.2.2 Aspartame

El aspartame fue aprobado inicialmente por la FDA en 1981 con uso limitado y en 1983 su
aprobacién se extendié a un grupo mayor de alimentos incluyendo bebidas carbonatadas. El
aspartame es el edulcorante artificial no cariogénico mas ampliamente utilizado, siendo entre 160
y 220 veces mas dulce que la sacarosa. Se ha etiquetado como un producto seguro para
personas con diabetes pero debe ser evitado por personas con fenilcetonuria.

3. ANTECEDENTES

Se han realizado estudios que evallan el efecto de bebidas gasificadas sobre la salud bucal. En
la mayoria de los estudios se han medido los cambios del pH bucal en ensayos clinicos, mientras
que la proliferacién de la biopelicula dental se ha cuantificado in vitro y pocos estudios lo han
hecho in vivo. Sin embargo, la mayoria de los estudios abarcan poblacion adulta, existiendo poca
evidencia en cuanto a poblacion adolescente (Tabla 2), un grupo etario que ha incrementado el
consumo de bebidas procesadas.

Tabla 2. Tabla de Evidencias

E) TIPO DE ESTUDIO/ INTERVENCION RESULTADOS
PARTICIPANTES

Ensayo clinico aleatorizado | Se prepararon 3 soluciones al | In vitro la formacién Strepto-

cruzado. 10% de esteviosido, | coccus mutans (biopelicula)

Se incluyeron 20 | rebaudidsido o sacarosa. fue mayor en la solucion de

participantes:12 hombres y | Los voluntarios se enjuagaron | sacarosa (p <0.01).
__| 8 mujeres con edades 19-25 | durante 1 min con cada una | Invivo despuésde5, 10y 15
8 afos. de las soluciones. minutos el enjuague de sa-
| Se solicité a los | EI pH de la biopelicula fue | carosas produjo un pH de la
Q | participantes abstencion de | medido a los 0, 5, 10, 15, 30, | biopelicula dental significati-
ui | cepillado dental 24 horas | 45, 60 minutos después de | vamente inferior en compa-
8 | previas al estudio y no | cada enjuague, con periodo | racion con los extractos de
-g comer o0 beber (excepto | de lavado de 48 horas. Stevia (p<0.01).
g agua) 2 horas previas del | In vitro los S. mutans se adi-

estudio. cionaron cada solucién.

Las muestras fueron | El test MTT* se utilizo para los

tomadas de tres sitios | recuentos bacterianos.

dentales proximales: zona | El pH se midié con electrodo

anterior y premolar-molar. de iridio.




Jawale B. A. 2012 (39)

Ensayo clinico.

Se incluyeron
participantes.
Edades entre 20 y 25 afios,
quienes presentaron al
menos 4 superficies
dentales restauradas y sin
procesos cariosos activos
Se solicito a los
participantes abstencion de
cepillado dental 48 horas
previas al estudio.

Las muestras fueron
tomadas de 4 sitios dentales
interproximales.

20

Se utilizé refresco regular,
refresco dietético y bebidas
de alta energia.

Los participantes realizaron
un enjuague durante 1 minuto
con 15 ml de la bebida asig-
nada.

El pH de la placa se midi6 en
los cuatro sitios asignados a
los 5, 10y 20 minutos.

Los participantes se enjuaga-
ron con agua desionizada
para iniciar en tiempos poste-
riores el mismo procedimiento
con las dos bebidas restan-
tes.

El pH minimo de la biopeli-
cula dental se observo con
el refresco regular: 5.76+0.2
y el refresco dietético 6.07
+0.48.

Saeed 2010 (40)

Ensayo clinico aleatorizado
cruzado.

Se incluyeron
participantes sanos:
11 varones y 14 mujeres,
con una edad media de 11.8
+ 0.6 afios, quienes
presentaron un indice dental
CPO** de 2.32 +2.88.

Se solicité abstencion de
cepillado dental 48 horas
previas y de cualquier
alimento o bebida 2:30
horas previas.

Las muestras de biopelicula

25

fueron tomadas de seis
sitios dentales que
representaran todos los

cuadrantes bucales.

Se evaluaron aleatoriamente
las siguientes bebidas:
(enjuagues con 15 ml).

v refresco de cola Pepsi

v. zumo de naranja

(afrutado)

v"leche (Nido).

v’ sacarosa 10%

v sorbitol 10%
Periodo de lavado: 7 dias.
Las muestras fueron diluidas
con 20 ul de agua destilada y
su pH fue medido alos 0, 2, 5,
10, 15, 20 y 30 minutos
posteriores al enjuague.

La maxima caida de pH de
la biopelicula dental se ob-
servo con el jugo de naranja
con una media de pH 5.79 +
0.38 y el refresco de cola
con una media de5.86+0.29.
La menor caida de pH fue
observada con la leche.

Miranda A. 2015

Ensayo clinico aleatorizado
cruzado y cegado.

Se incluyeron 20
participantes (10 hombres y
10 mujeres), con edad
media de 36.1+8.0 afios.

Se midieron los cambios en el
pH salival a los 0, 30, 60 y 90
minutos posteriores a la
ingesta de cada uno de los
refrescos.

Los refrescos con sacarosa
acidificaron la saliva durante
los primeros minutos de
consumo.

Los refrescos con la
combinacién de sacarosa +




Se solicitd a los pacientes | El dia 1 recibieron 355 ml de | Stevia® causaron mayor
no consumir edulcorantes | agua carbonatada. acidificacion que los
artificiales 48 horas previas | Los dias 2 a 4 recibieron de | refrescos con sacarosa
al estudio y ayuno de 8 | forma aleatoria alguno de los | exclusivamente.

horas. tres tipos de refresco de cola:
v" Coca-Cola® regular.
v" Coca-Cola® light.

v' Coca-Cola® life.

*Reactivo de tetrazolio para ensayos de proliferacion celular
**Cariado, Perdido, Obturado

La evidencia obtenida proporciona datos sobre la proliferacién bacteriana post intervencion, sin
embargo, carece de mediciones comparativas pre y post exposicibn que evidencien su
incremento en nichos bacterianos dindmicos. Si bien los estudios anteriores son de buena
calidad, las maniobras de intervencion no incluyen mediciones simultdneas de la modificacion del
pH salival, pH de la biopelicula dental y proliferacion bacteriana, tomando el agua natural como
un control que permita el entendimiento global del fenémeno.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

México es el pais que ocupa el primer lugar a nivel mundial en el consumo per capita de refrescos
de cola con una creciente aceptacién en la poblacién juvenil. Es bien conocido que el consumo
de bebidas azucaradas favorece el desarrollo de caries. Como alternativa se han producido
opciones sin azdcar pero que contienen compuestos como acido fosférico y acido citrico que
podrian causar modificaciones en el pH bucal y en la biopelicula dental.

Actualmente no se ha evaluado el efecto cariogénico de las bebidas de cola con edulcorantes no
caldricos y no caldricos in vivo en cantidades proximas a un consumo habitual que permitan
determinar el mantenimiento del pH salival en niveles criticos mediante sus edulcorantes o
compuestos acidos. Por lo que surge la siguiente pregunta de investigacion:

¢, Cudles son los cambios en el pH bucal y la proliferacion bacteriana de la biopelicula dental en
respuesta a la ingesta de bebidas de cola con endulzantes cal6ricos y no caléricos en
adolescentes?

5. JUSTIFICACION

Los edulcorantes no caléricos y sus compuestos acidos se han propuesto como seguros para
diversos grupos poblacionales; sin embargo, poco se ha mencionado sobre los efectos de sus
componentes acidos sobre la estructura dental. Algunos estudios se han realizado in vitro,
encontrdndose evidencia limitada con estudios clinicos y el uso de cantidades minimas del agente
agresor.



Se requiere del entendimiento clinico de los factores que interactdan en la cavidad bucal y la
modificacion del pH posterior a la ingesta de este tipo de bebidas, lo que puede dar lugar a una
mejor comprension de los problemas de salud bucal y permitir la promocion de la salud oral de
forma adecuada para desalentar o para fomentar su uso.

La recomendacion sobre el consumo de bebidas con edulcorantes es controversial por lo que se
requiere evidencia para informar a la poblacién sobre los riesgos potenciales.

6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del consumo de bebidas gasificadas en el pH bucal y la proliferacion bacteriana
en adolescentes mexicanos.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar los cambios del pH salival y de biopelicula dental posterior a la ingesta de bebidas de
cola con sacarosa y aspartame/acesulfame K en adolescentes, comparandolas con agua natural
y agua mineral.

Evaluar el crecimiento bacteriano de la biopelicula dental posterior a la ingesta de bebidas con
sacarosa, aspartame/acesulfame K, comparandolas con agua natural y agua mineral.

7. HIPOTESIS

El pH bucal sera mas acido (diferencia de 0.65-0.15) en las bebidas que contienen sacarosa en
comparacion con las bebidas que contienen aspartame/acesulfame K, agua natural y agua
mineral, con base a un estudio piloto no publicado, realizado en el Hospital Infantil de México
Federico Gbmez en el afio 2015 por Miranda y col. (Gréfica 1), colocado en la tabla de evidencia.
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Grafica 1. Estudio piloto no publicado realizado en el Hospital Infantil de México Federico
GOmez en el afio 2015 por Miranda y col.
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Se observard mayor proliferacion bacteriana de por lo menos 200 unidades formadoras de
colonias (UFC) en los medios de cultivo tomados de biopelicula dental a los 120 minutos
posteriores a la ingesta de bebidas con sacarosa en comparacion con las bebidas que contienen
aspartame/acesulfame K, agua natural y agua mineral de acuerdo con el estudio de Brambilla
(38).

8. METODOLOGIA

8.1 Tipo de estudio

Ensayo clinico aleatorizado cruzado, siendo el individuo su propio comparador con las distintas
intervenciones.

8.2 Lugar y tiempo de estudio

Hospital Infantil de México Federico Gémez en el periodo comprendido del 31 de enero de 2018

a el 15 de febrero 2019.

8.3 Criterios de inclusion

e Adolescentes voluntarios entre 12-18 afios.
e Ambos sexos.

11



e Participantes que no se encuentren bajo tratamiento en el hospital infantil de México
Federico Gémez, hermanos de pacientes, amigos, vecinos, compafieros, familiares de
segundo grado o hijos de los trabajadores del hospital que deseen participar.

e Consumidores habituales de refresco.

¢ Que acepten participar en el estudio y firmen la carta de asentimiento.

¢ Que sus padres firmen carta de consentimiento informado.

e Con cualquier condicion nutricia.

e indice de CPO de por lo menos 3 (con el objetivo de encontrar bacterias en la superficie
dental que pudieran ser favorecidas por el consumo de azlcares).

8.4 Criterios de exclusion

e Pacientes con tratamiento de ortodoncia.

e Pacientes con aplicacién tépica de fluoruro en los Ultimos 3 meses.

e Pacientes con discapacidades motrices (relacionadas con la coordinaciéon) o
discapacidades fisicas (relacionadas con pérdida o ausencia de extremidades
superiores).

e Pacientes que consuman farmacos o tengan enfermedades sistémicas que ocasionen
xerostomia (sindrome de Sjogren, lupus eritematoso, diabetes mellitus).

e Pacientes que se encuentren bajo tratamiento médico de cualquier farmaco que
disminuya la funcién salival o bajo tratamiento con antibiticos.

e Pacientes con infecciones activas en la cavidad bucal, evaluado por un odontopediatra.

8.5 Criterios de eliminacioén

e Participantes que no deseen continuar en el estudio.
¢ Participantes en quienes por algiin motivo no se puedan obtener las muestras de saliva
y biopelicula.

8.6 Caracteristicas de la maniobra de intervencion

El contenido de cada uno de los refrescos administrados se describe en la Tabla 3.
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Tabla 3. Contenido de los refrescos

Contenido por cada 200 mL Refresco de cola Refresco de cola con Agua mineral
en una lata de 355 mL con sacarosa aspartame/acesulfame K (Ciel

(Coca-Cola® (Coca-Cola light®) mineralizada®)

regular)
Kcal 148 - 0
Carbohidratos disponibles 37 - -
Azlcares (gr) 37 - -
Sodio (mg) 70 70 67
Agua Carbonatada v v v
Jarabe de alta fructosa v - -
Aspartame y acesulfame K - 40 mg/100 g -
Cafeina 34 mg 34 mg
Acido Acido fosforico Acido fosférico
Acido citrico

pH medido con 3.8 4.0 7.2
potencidometro

8.7 Definicion de las variables

Demogréficas vy descriptivas.

= Edad (cuantitativa, continua).

Se obtendra de la diferencia de tiempo entre la fecha de nacimiento y la fecha en que se
realizé el estudio. El valor fue expresado en afios.

Género (nominal, dicotomica).
Caracteristicas fenotipicas que clasifican a las personas en hombres o mujeres.

Peso (cuantitativa continua).

Medicion por un solo observador en bascula calibrada marca Torino modelo 5279. Con
el paciente en ayuno, con ropa ligera y sin zapatos, se aproximo a la décima de kg mas
proxima.

Talla (cuantitativa continua).

Medicién realizada por un solo observador con un estadimetro marca Torino modelo 5379.
El paciente debera encontrarse de pie, en posicién recta, se toma la altura desde los pies
a la cabeza. El valor expresado en metros.
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Habitos higiénico-dietéticos

= Consumo de bebidas de cola en presentacion de lata o botella de al menos 355 mL
(cualitativa ordinal).

Frecuencia en el consumo diario de bebidas de cola.

v' 1-2 por dia.
v' 3 0 mas por dia.

= Cepillado dental (cualitativa ordinal).

Acto de limpiar los dientes a partir de cepillado con el objeto remover mecanicamente la
biopelicula dental.

v" Dos veces por dia.

v" Mas de dos veces por dia.

Variable predictora

= Tipo de bebida (nominal politbmica).

Refresco regular endulzado con sacarosa.
Refresco endulzado con aspartame/acesulfame K.
Agua mineral.

Agua natural.

ANANEA NN

Variables de resultado

= Determinacioén del pH salival (cuantitativa continua).

v' Se obtuvo el pH de saliva de forma basal y a los 5, 10, 15, 30, 45 y 60 minutos
posteriores a la ingesta de cada tipo bebida.

= Determinacién del pH de la biopelicula dental (cuantitativa continua).

v' Se obtuvo a partir de una muestra homogénea que fue tomada de cuatro sitios denta-
les representativos a los cuadrantes dentales de forma basal y a los 5, 10, 15, 30, 45
y 60 minutos.

= Determinacioén del crecimiento bacteriano (cuantitativa continua).

v' Se obtuvo muestra de la biopelicula dental de forma basal y a los 120 minutos
posteriores a la toma de refresco.

8.8 Procedimientos

= Se explico a los participantes los objetivos del estudio, riesgos, beneficios y se solicito la
firma de la carta de consentimiento informado y carta de asentimiento (Anexo 1y 2).
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= Se solicité que acudieran durante cuatro dias con un intervalo de lavado de una semana
entre ellos con las siguientes indicaciones:

= Se pidio a los participantes que no consumieran alimentos con edulcorantes artificiales en
las 48 horas previas a cada una de las citas. Para cumplir con lo anterior, un Licenciado
en Nutricién proporcion6 informacion sobre las bebidas y alimentos en los cuales se pue-
dan encontrar estas sustancias quimicas.

= Se dieron indicaciones para una alimentacion estandarizada en la cena previa al dia del
estudio que fue la misma para todos los integrantes y para todos los dias previos a cada
una de las citas. La cena consistié en: un sandwich de pan integral (2 rebanadas), con
queso panela (30g) jamén de pavo (1 rebanada) y mayonesa (1 cucharadita) y leche se-
midescremada (240ml). La dieta comprende aproximadamente 346 Kcal, con una distri-
bucién de 50% de carbohidratos, 26% de proteina y 24% de grasa.

= Se solicité acudir con ayuno de 2 horas a la cita y sin higiene oral 48 horas previas al
estudio.

= Enlaprimera cita se realizé el registro de los datos generales del participante, peso y talla,
asi como la primera intervencion, para la cual todos los participantes recibieron 355 ml de
agua natural. En las tres citas posteriores los pacientes recibieron 355 ml de alguno de
los tres tipos de refresco. La asignacién en la secuencia de refrescos para cada
participante fue realizada mediante el programa stata version 16 mediante el comando
ralloc para asignacion aleatoria de tratamientos en ensayos controlados (Tabla 4). Los
datos fueron recolectados en la hoja de registro (Anexo 3).

Tabla 4. Aleatorizacion de los participantes

Participante | Semanal | Semana?2 | Semana 3 | Semana4

1 Agua natural verde morado roja

2 Agua natural roja verde morado
3 Agua natural | morado verde roja
4 Agua natural roja morado verde
5 Agua natural | morado roja verde
6 Agua natural verde morado roja

7 Agua natural | morado verde roja

8 Agua natural verde morado roja

9 Agua natural | morado verde roja
10 Agua natural | morado verde roja
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11 Agua natural roja morado verde
12 Agua natural roja morado verde
13 Agua natural roja verde morado
14 Agua natural | 040 verde roja
15 Agua natural roja morado verde
16 Agua natural azul verde roja
17 Agua natural verde morado roja
18 Agua natural | o040 verde roja
19 Agua natural roja verde morado
20 Aguanatural | erge morado roja
21 Agua natural roja verde morado
22 Agua natural | o040 verde roja

Roja: Refresco de cola con sacarosa.

Verde: Refresco de cola con aspartame/acesulfame K.
Morado: Agua mineral.

El contenido de una lata de refresco de cola fue vertido en vasos desechables de las
mismas caracteristicas para que el paciente no pudiera identificar de manera visual el tipo
de refresco recibido. El refresco tuvo una temperatura cercana a los 4°C y fue consumido
en un periodo de 10 min. La persona encargada del procedimiento fue la Técnico Dulce

Avrista.

Recoleccién de saliva para analisis de pH

v El paciente fue sentado comodamente para consumir la bebida asignada, junto a él se
colocd un potenciometro HANNA HI 221, HANNA Instruments Inc. Woonsocket-RI-
USA hecho en Rumania, con previa calibracion del electrodo mediante soluciones buf-
ferde pH 4.0y 7.0.

v El andlisis de pH se realiz6 fuera de boca, solicitando al participante escupir 2 ml de
saliva en un frasco estéril de boca ancha de forma basal y en los tiempos indicados.

De forma inmediata a cada tiempo, se determiné el pH de la muestra.

Entre cada lectura el electrodo fue lavado con agua destilada hasta completar el nu-

mero de muestras requeridas.
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Recoleccién de biopelicula dental para analisis de pH

v

De forma basal y en los tiempos indicados se obtuvo biopelicula dental con un
explorador estéril mediante remocion de pequefias muestras en la superficie vestibular
de 4 sitios dentales que representan todos cuadrantes bucales (6rganos dentales16,
22,36y 42)

El tiempo de recoleccién se estandarizO en 30 segundos previo adiestramiento,
llevando un orden de secuencial y evitando tocar o hacer sangrar los tejidos blandos.

De forma inmediata se colocé la muestra en 2 ml de agua bidestilada estéril y en cada
tiempo se realiz6 la determinacion de pH mediante el mismo potenciémetro.

Recoleccién de biopelicula dental para analisis de proliferacion bacteriana

v

De forma basal y a los 120 minutos se obtuvieron muestras de biopelicula dental
mediante un explorador estéril de sitios dentales que representan todos cuadrantes
bucales.

Se depositd la muestra en un tubo de rosca con 5 ml de medio de transporte BHI.
(Infusién Cerebro Corazon).

Se incub6 durante 2 horas a 37°C

Se depositdé una alicuota de 50 microlitros en 4950 microlitros de solucién salina
fisiologica.

Se depositd la muestra en el vortex hasta homogeneizar.

Se tomaron 100 microlitros de esta dilucién para inocular placas de medio de cultivo
especifico Todd Hewitt.

Con ayuda de un angulo de vidrio estéril se esparcid la muestra uniformemente en
toda la superficie del medio de cultivo.

Se incubaron a 37°C, de 24 horas en un entorno suplementado con 10% de CO,.

Se compar6 con la cepa de referencia ATCC (American Type Culture Collection)
35668.
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9. MUESTREO Y TAMANO DE LA MUESTRA

El célculo del tamafo de la muestra para la determinacién del pH salival y de biopelicula tomé en
cuenta un estudio previo no publicado realizado en el Hospital Infantil de México Federico Gbmez
en el afio 2015, para el cual con un alfa=0.05 y una beta=0.8, diferencia de 0.25 n=18, mas 20%
de pérdidas n= 22.

pH

>
I [(41_’5[;) DE] n= 2 ((1.95-(-0.34] 0.27> 2 _s
H—H, 7.00-6.75
Za= 0.05
7B= 0.84
ui= 7.00
W= 6.75
o= 027

El crecimiento bacteriano se realiz6 considerando los datos del estudio de Brambilla et al, para el
cual con un alfa=0.05, poder=0.8, diferencia de 200 UFC n=3, mas 20% de pérdidas n=4.

— 2 2
nea| BTl r2 (smtasmmarf e
L 2 L= .

Za= 0.05
ZB= 0.84

ul= 42923
u2= 146.92
o= 107.31

El muestreo se realiz6 por conveniencia, invitando a hermanos de pacientes del hospital y a todos
aquellos pacientes que cumplan con los criterios de inclusién, haciendo extensivo a amigos,
vecinos, compaferos, familiares de segundo grado, hijos de los trabajadores que deseen
participar y jovenes de servicio social.
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10. PLAN DE ANALISIS

Se realiz6 el andlisis descriptivo de acuerdo al tipo de variable. Mediante prueba de normalidad
se determind distribucion libre para las variables cuantitativas continuas por lo que su medida de
resumen se indicO en mediana e intervalo intercuartilico. Para las variables cualitativas se
realizaron estadisticos descriptivos y fueron descritas como porcentajes y frecuencias.

La comparacion de las variables de acuerdo a cada uno de los refrescos ingeridos, en los tiempos
0, 5, 10, 15, 30, 45 y 60 minutos, para las muestras de saliva y biopelicula dental se realizé
mediante analisis de Friedman con ajuste de mdltiples comparaciones mediante correccion de
Dunne. Se obtuvo la proliferacion de la biopelicula dental de forma basal y dos horas posteriores
a la ingesta de cada uno de los refrescos para su analisis mediante Wilcoxon, la comparacion
intergrupo se realizé mediante Kruskal Wallis. Se utilizé el programa estadistico SPSS v. 20 Se
considero significancia estadistica con una p<0.05.

11. CONSIDERACIONES ETICAS Y DE BIOSEGURIDAD

Se trata de un ensayo clinico con riesgo minimo por lo que a los padres o tutores se les solicito
firma de la carta de consentimiento informado (Anexo 1) y a los adolescentes voluntarios se les
solicité la firma de la carta de asentimiento (Anexo 2).

El requerimiento bioseguridad para el presente estudio se consideré nivel BSL2 debido a que
involucré manejo de muestras biolégicas de pacientes. El protocolo fue aprobado por los Comités
de Investigacion, Etica y Bioseguridad del Hospital Infantil de México Federico Gémez con registro
HIM 2017-084 SSA 1411 (Anexo 4).

12. RESULTADOS

Para este estudio se cont6 con la participacion de 15 mujeres y 7 varones con consumo diario de
al menos una bebida gasificada por dia, de las cuales ninguna de ella era light. La mayoria de los
participantes realizaban cepillado dental 2 veces por dia. El IMC (indice de masa corporal) fue
normal en el 50% de la muestra y el pH basal de la biopelicula dental se observé inferior al salival
(Tabla 5).
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Tabla 5. Caracteristicas generales de los participantes

Tamaio de la muestra=22
Demogréficas

n %
Femenino n (%) 15 (68.1)
Edad (afios)* 17.0 (17.0-17.0)
Antropométricas
Peso (Kg)* 65.0 (60.0-73.5)
Talla (m)* 1.61 (1.56-1.68)
IMC (Kg/m?) * 25.0 (23.6-25.54)
Normal n (%) 11 (50.0)
Sobrepeso n (%) 11 (50.0)
Consumo de refrescos por dia
1-2 n (%) 22 (100.0)
Cepillado dental diario
2 veces al dia n (%) 19 (86.4)
Mas de dos veces al dia n (%) 3 (13.6)
Bioquimicos
pH salival basal* 7.08 (6.92-7.32)
pH biopelicula dental basal* 6.58 (6.37-6.84)
Proliferaciéon bacteriana basal* 35x103 | (35x103-40x103)

*Mediana y rango intercuartilico (RIC)

Resultados del pH salival

Durante los primeros 5 minutos posteriores a la ingesta, el pH salival presenté una ligera alcalini-
zacion con el agua natural asi como con el agua mineral (7.13y 7. 22 respectivamente). La bebida
adicionada con aspartame/acesulfame K ocasion6 en el pH una ligera acidificacion respecto a su
basal (7.17), la mayor acidificacién se present6 posterior al consumo de refresco de cola con
sacarosa (6.68), retornando gradualmente al estado basal. Se identific6 que la mayor diferencia
en el pH salival se presentd en el minuto 5 y ocurrié entre el agua mineral con una mediana de
7.22 (RIC 7.02-7.36) y el refresco de cola adicionado con sacarosa con una mediana de 6.98
(RIC 6.60-7.00) con diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). Existié6 semejanza en la
modificacion que el agua natural y el refresco de cola adicionado con aspartame/acesulfame cau-
saron en el pH salival en los minutos posteriores, tendiendo a una ligera alcalinizaciéon posterior
al consumo (Grafica 2).
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Grafica 2. Maodificacion del pH salival
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Resultados del pH de la biopelicula

En el pH de la biopelicula dental fue posible observar una gran variabilidad, sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el efecto de las diferentes bebidas
(p=0.13) (Grafica 3).
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Grafica 3. Maodificacion del pH de la biopelicula dental
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En cuanto a la proliferacion bacteriana, el agua natural no ocasion6 modificacion de forma basal
y 120 minutos posteriores su ingesta (Tabla 6). Todas las demas bebidas favorecieron la
proliferaciéon, la mayor magnitud fue observada con el refresco de cola adicionado con azlcar
(Gréfica 4) con un incremento casi 10 veces mayor al observado con el agua natural (p <0.05).

Tabla 6. Proliferacion bacteriana intragrupo

Bebida Basal 120 min
Agua natural* 35x103 (31.5x103-40x103) 35x10° (31.5x103%-40x103) p=1.00
Agua mineral* 36x10°3 (34.5x103-40x103) 60x10°3 (50x103-76.2x103) p<0.01
Refresco de cola adicionado 35x103 (35x103-42x103) 160x103(100x103-200x103) p<0.01
con aspartame/acesulfame K*
Refresco de cola adicionado 35x103 (35x103-40x103) 300x103(262.5x10%-475x10%)  p<0.01

con sacarosa*

*Mediana (RIC). Wilcoxon (p<0.05).
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Grafica 4. Proliferacion bacteriana intergrupo
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13. DISCUSION

Hasta nuestro conocimiento, es el primer ensayo clinico que evalla in vivo el efecto de bebidas
carbonatadas con endulzantes cal6ricos y no caldricos sobre tres mecanismos cariogénicos (pH
salival, pH de la biopelicula dental y cambios en la proliferacion bacteriana). Adicionalmente,
permite comparar estos factores con controles sin endulzantes como el agua mineral y el agua
natural, considerando ademas dosis de consumo habitual (355 ml).

Como era esperado, observamos acidificacion del pH salival en los primeros minutos posteriores
a la exposicién de la bebida con sacarosa. Este efecto es similar a lo reportado por Sanchez y
cols. (41), quienes observaron el mismo resultado posterior a la ingesta de 80 ml del mismo tipo
de bebida. Si bien en nuestro estudio, también documentamos una disminucion del pH salival
(delta de 0.42+0.02), este descenso fue menor al reportado por Sdnchez (delta 0.92+0.2). Lo
anterior puede ser explicado por las diferencias en las caracteristicas de la salud bucal entre los
participantes de ambos estudios.

Por otro lado, si bien en nuestro estudio la acidificacion no alcanzé el punto critico para un efecto
desmineralizante, se debe de considerar que el consumo de estas bebidas generalmente se
encuentra acompafiado de alimentos que pueden contener otros acidificantes bucales, en donde
el tiempo y la frecuencia de exposicion pueden presentar un efecto sinérgico con capacidad para
alcanzar el punto critico de pH<5.5. En nuestro estudio identificamos una menor acidificacion tras
la ingesta de la bebida con sacarosa, pero un mayor tiempo de pH por debajo del basal en
comparacion con lo reportado por Sanchez y cols. (41). Lo anterior puede ser explicado por las
diferencias en la cantidad de bebida ingerida (355 ml vs 80 ml) y en los tiempos de toma de
muestra para la medicion del pH.

A pesar de la similitud entre los componentes del refresco adicionado con sacarosa y el
adicionado con aspartame/acesulfame K, sus efectos sobre el pH salival fueron diferentes, por lo
que se puede atribuir a la sacarosa el potencial acidificante de la saliva y no a la presencia de
otros compuestos como el acido fosférico y el acido critico. Similar a lo reportado por Uma (42),
observamos una ligera alcalinizacion en el pH salival tras la ingesta del agua mineral, sin
embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas con las variaciones del pH
tras el consumo de agua natural.

El tiempo de acidificacion de la biopelicula dental posterior a la ingesta de la bebida de cola con
sacarosa fue similar a lo encontrado por Brambilla, Jawale y Ross, con valores maximos de
acidificacion entre los 5y 15 min (38, 39, 43). Sin embargo, estos autores reportan mayores
niveles de acidificacion (pH 5.14+0.5, 5.72+0.2 y 5.51+0.5 respectivamente) que los identificados
en nuestro estudio (pH 6.46, RIC 6.36-6.70). Lo anterior puede ser debido a que estos autores
realizaron la toma de muestra de areas interdentales en donde la dificil accesibilidad de la saliva
reduce su efecto buffer (44). Por su parte Saeed (40), al evaluar el pH de la biopelicula dental de
superficies vestibulares encontré mayor acidez a la observada en este estudio (5.86 vs 6.46), al
utilizar cada bebida como un enjuague durante 1 min, lo cual pudiera haber permitido mayor
impregnacién de los azucares en la biopelicula.
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En este estudio no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las modificacio-
nes del pH de la biopelicula dental ocasionadas por las bebidas. Lo anterior difiere con Brambilla
(38), quien identificé mayor acidificacion tras la exposicidén de la bebida con sacarosa (pH 5.14 +
0.05) en comparacion con la solucion con edulcorantes no caléricos como rebaudiésido A (pH
7.11 + 0.03) y estevitsido (pH 7.06 £ 0.03), los cuales difieren de los edulcorantes utilizados en
este estudio. Por su parte, Saeed (40) reporta mayor acidifacién en el pH de la biopelicula dental
tras la ingesta de la bebida de cola con sacarosa (pH 5.86 + 0.29) en comparacion con la ingesta
de leche (pH 6.70 £ 0.25). Los autores anteriores utilizaron potenciémetros Orién a diferencia de
este estudio que utilizé un potenciémetro marca HANNA. En cuanto a los sitios para la toma de
muestra estos autores recolectaron biopelicula dental de &reas interdentales a diferencia de nues-
tro estudio en el cual fue recolectada de superficies vestibulares.

En nuestro estudio pudimos identificar un incremento significativo en la proliferacién bacteriana a
los 120 min posteriores a la ingesta de la bebida con sacarosa, seguida de la bebida con
aspartame/acesulfame Ky el agua mineral, mientras que no se observaron cambios significativos
tras la ingesta de agua natural. Este efecto de proliferacion bacteriana tras la ingesta de bebidas
azucaradas y con edulcorantes ya habia sido reportado previamente por Brambilla (38), quien
encontr6 el doble de proliferacion bacteriana expuesta a sacarosa en comparacién con la
respuesta tras la exposicion de bebida con el edulcorante rebaudidsido. Estos hallazgos sugieren
que las bebidas carbonatadas tienen otros compuestos que favorecen la proliferacion bacteriana
independientes de la sacarosa entre los que se pueden encontrar los edulcorantes y compuestos
como el acido citrico y fosférico que pueden favorecer el crecimiento de microorganismos
acidofilos. Dentro de las bebidas gasificadas el agua mineral ocasion6 el menor incremento
bacteriano, lo cual plantea como nueva hipétesis de investigacion la probabilidad de
favorecimiento bacteriano de esta bebida hacia cepas no aciddfilas. El agua natural fue la Unica
bebida inerte y el mejor parametro para comparacion.

Las medidas enfocadas en evitar la desmineralizacion dental han considerado diversos enfoques,
algunos de los cuales proponen la adicion de fluoruro o fosfato de calcio en las bebidas
procesadas con la finalidad de disminuir su potencial cariogénico (45), sin embargo sus efectos
sobre la salud sistémica ha requerido mayores evaluaciones clinicas. La reduccién en el consumo
de bebidas adicionadas con sacarosa o compuestos acidos, la remocion efectiva de la biopelicula
dental y la implementacion de aditivos de higiene interdental contindan siendo medidas sin
efectos secundarios dirigidas a mantener un pH saludable.

14. CONCLUSIONES

Nuevamente corroboramos el potencial cariogénico de las bebidas adicionadas con sacarosa,
cuyo efecto en la reduccién del pH salival fue el mayor en comparacion con las demas bebidas
analizadas en este estudio. Si bien no se alcanzé el punto critico, su capacidad acidificante se
encuentra aunada a un alto favorecimiento en la proliferacion bacteriana, incrementando su
facultad en el detrimento de la salud dental.
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Asi mismo determinamos que, aunque las bebidas con endulzantes no cal6ricos, no ocasionan
modificacion sustancial en el pH, pueden generar incremento en la proliferacion de la biopelicula
dental, sugiriendo que, aunque carecen de sacarosa contienen otros sustratos que en menor
magnitud favorecen la proliferacién bacteriana.

Aunque las caracteristicas del agua mineral podrian sugerirla como una medida alcalinizante, se
observé mayor proliferacién bacteriana posterior a su consumo en comparacion con el agua
natural, por lo que es importante identificar plenamente los grupos bacterianos a los cuales
beneficia.

La Unica bebida para la cual se sugiere su consumo es el agua natural, la ligera alcalinidad que
ocasiona en el pH salival y la ausencia de sustratos para el crecimiento de la biopelicula dental
la coloca como la Unica que no participa en mecanismos cariogénicos.

15. FORTALEZAS Y LIMITACIONES

Fortalezas:

= En este estudio la cavidad bucal se expuso a una dosis estandar de 355 ml, que es la
cantidad mas proxima al consumo real.

= Se trata de un ensayo clinico aleatorizado cruzado donde se mantiene control de la varia-
ble de intervencién y cada uno de los participantes es considerado su propio control.

= Se conocid la capacidad para la disminuciéon de pH de las bebidas de cola adicionadas
con edulcorantes no cal6ricos en contraste con las adicionadas con edulcorantes cal6ri-
cos, tomando en cuenta dos controles negativos que fueron el agua natural y el agua
mineral.

= Se conoci6 la capacidad directa de los componentes acidos adicionados a los refrescos
con edulcorantes no cal6ricos para la disminucion del pH y el tiempo requerido para su
recuperacion.

Debilidades

= No se analizaron diferencias en las respuestas de acuerdo a la salud bucal de los partici-
pantes.

= No fueron incluidos tiempos menores a 5 minutos que pudieran indicar modificaciones de
pH menores a este tiempo.

= No se evaluaron distintas dosis de exposicion que permitieran observar diferencias los
efectos de cada bebida.

= No se evalud la administracion junto a otras bebidas o alimentos, desconociendo la pre-
sencia de posibles interacciones.

= Las muestras de biopelicula dental fueron tomadas con explorador dental estéril, proba-
blemente con el uso de curetas tipo Gracey la cantidad de muestra recolectada pudiera
encontrarse modificada.

= No se realiz6 una identificacion bioquimica de todas las bacterias que proliferaron en la
biopelicula dental.
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17. ANEXOS

ANEXO 1. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
ESTUDIO DE INVESTIGACION EN EL HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ

EFECTO DEL CONSUMO DE BEBIDAS GASIFICADAS SOBRE EL pH BUCAL Y LA
PROLIFERACION BATERIANA EN ADOLESCENTES

Su hijo sido invitado para realizar un estudio de investigacion en el que se busca medir algunos
cambios ocasionados por beber refrescos basados en cola. Este estudio de investigacion se
llevara cabo en el Hospital Infantil de México. Le informamos que usted puede permitir 0 no que
su hijo participe en él y puede retirarlo en el momento que usted lo desee. Esta investigacion
pretende obtener informacion gue lleve beneficios a otros pacientes con las mismas
caracteristicas que su hijo. Se le solicita que lea cuidadosamente este documento y realice
cualquier pregunta antes de decidir la participacion de su hijo.

Finalidad del estudio.

La caries dental continta siendo una de las enfermedades mas comunes que afectan a las
personas en todo el mundo, tiene una naturaleza multifactorial que se encuentra intimamente
relacionada con los factores alimenticios. Esta investigacion pretende realizar un analisis de las
modificaciones del medio bucal y la proliferacion de bacterias que ocasionan las diferentes
bebidas de cola.

Participacion.
Para la participacion de su hijo se le solicitara:
¢ Que su hijo sea un consumidor habitual de refrescos
e No cepillar sus dientes durante las 48 horas previas al estudio
¢ No beber o comer durante las 2 horas previas al estudio
e Acudir en cuatro ocasiones con intervalos de una semana entre ellas al Hospital Infantil
de México Federico Gomez

Procedimiento.

Durante cada una de las citas su hijo debera beber 355 ml de agua natural y las ocasiones
siguientes al azar alguna de las siguientes bebidas en presentacion de lata de 355 ml (coca
regular, coca light, agua natural o agua mineral). Posterior a la toma de estas bebidas se le
tomaran diferentes muestras de la biopelicula acumulada en los dientes y se le solicitara que
escupa en diferentes momentos en un frasco estéril.

Riesgos y molestias.

Se solicitard un ayuno de 2 horas y ausencia de cepillado dental durante 48 horas previas al
estudio. Es posible que su hijo presente hambre durante este transcurso. Su hijo podra comer
terminada la intervencion, lo cual llevara un tiempo de aproximadamente 1 hora. Para este estudio
no se solicitaran muestras de sangre.

Beneficios.

Se conocera cual es el mecanismo de modificacion del medio bucal que cada uno de estos

refrescos ocasionan en los pacientes, con lo cual se le darén indicaciones especificas a la
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poblacion  respecto a su consumo. La informacién de este estudio permitird conocer la
interaccion de estos factores alimenticios con el desarrollo de pérdida de estructura dental y
proponer guias de prevencion adecuadas.

Procedimientos, costos.
La realizacion de cualquier procedimiento realizado en este estudio no tendrd costo para el
paciente.

Accesibilidad de los investigadores y confidencialidad.

Se mantendra la confidencialidad de los resultados de las muestras de su hijo. El personal que
atenderd a su hijo en todo momento se encontrara dispuesto a responder las preguntas respecto
a los resultados del estudio o procedimientos realizados. Los resultados siempre son
confidenciales y solamente usted y los médicos conoceran los resultados del andlisis de las
muestras.

Problemas o preguntas:

Cualquier pregunta relacionada con el procedimiento debe comunicarse con los médicos que
participan en este estudio al Hospital Infantil de México Federico Gémez, al 52289917 con: Dr.
Juan Gardufio Espinosa. Direccién de Investigacion, ext. 4315 o 4109 o con la Dra. América
Liliana Miranda Lora. Medicina basada en evidencias, ext. 4304

Se le reitera que su hijo puede o no participar en el estudio, o bien decidir retirarse del €l sin
perder ninguno de los beneficios que ya tenga si es que es paciente de este hospital.

Por la presente hago constar que he leido y comprendido las explicaciones de este estudio.

Estoy de acuerdo en participar: Si No
Nombre:

Firma:

Nombre y firma del participante Nombre y firma testigo 1
Direccion: Direccion:

Relacion con el participante:

Nombre y firma investigador responsable Nombre y firma testigo 2
Nombre y firma del investigador responsable Direccion:
Dr. Juan Gardufio Espinosa Relacion con el participante:
Direccion de investigacion

Hospital Infantil de México Federico Gémez

Dr. Marquez # 162. Col. Doctores.

CP 06720. México DF.

Teléfono: (55) 52 28 99 17 Ext. 4315 0 4109 Fecha:
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ANEXO 2. CARTA DE ASENTIMIENTO
ESTUDIO DE INVESTIGACION EN EL HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ

EFECTO DEL CONSUMO DE BEBIDAS GASIFICADAS SOBRE EL pH BUCAL Y LA
PROLIFERACION BATERIANA EN ADOLESCENTES

Introduccién. Por medio de la presente se te desea invitar a participar en un estudio de
investigacion que se llevara cabo en el Hospital Infantil de México.

Finalidad del estudio. En esta investigacion se desea obtener informacién de algunos
mecanismos de respuesta en tu cuerpo al consumir diferentes refrescos de cola.

Beneficio. Las enfermedades dentales son unas de las mas comunes en la poblacion mundial,
incluyendo la poblacion adolescente. Ha sido dificil disminuir la presencia de este tipo de
enfermedades debido a que intervienen muchos factores, entre ellos el consumo de bebidas
industrializadas. Este estudio otorgara conocimientos que pueden ayudar a comprender los
mecanismos en los que interactdan en el desarrollo de enfermedades dentales.

Procedimiento. Para este estudio te pediremos que acudas cuatro dias, con un periodo de una
semana entre cada uno de ellos. Durante la intervencion se te dara a tomar la primera vez agua
natural y las veces siguientes algun tipo de refresco de cola o agua mineral. Después de esto se
te pedira que escupas varias veces en un frasco estéril y se te tomaran muestras de la biopelicula
que se encuentra en la superficie de los dientes.

Riesgos y molestias. Para este procedimiento no se ocuparan instrumentos que tengan filo o
puedan hacerte sangrar. Se te solicitara que una noche antes de que acudas al hospital, cenes
una dieta especifica, que no comas dos horas antes del procedimiento y que no te cepilles los
dientes 48 horas antes del estudio.

Costos. La realizacion de todo el procedimiento no tiene costo alguno para tu familia.

Preguntas o inconformidades. Ante cualquier duda o problema, puedes comunicarte con las
personas que intervienen en este estudio al Hospital infantil de México Federico Gémez al
teléfono 52289917. Dr. Juan Gardufio Espinosa, ext. 4315 0 4109.

Asentimiento. Puedes decidir no participar en el estudio, o bien en cualquier momento retirarte
del estudio.

Estoy de acuerdo en participar: Si No
Nombre:

Firma:

Nombre y firma del participante Nombre y firma testigo 1
Direccion: Direccion:

Relacion con el participante:

Nombre y firma testigo 2
Nombre y firma del investigador responsable Direccion:
Dr. Juan Gardufio Espinosa Relacion con el participante:
Direccion de investigacion Hospital Infantil de México Federico Gomez Dr. Marquez # 162. Col. Doctores.
CP 06720. México DF. Teléfono: (55) 52 28 99 17 Ext. 4315 0 4109 Fecha:
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ANEXO 3. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
Hoja previa atoma de muestra.
Fecha (dia-mes-afio):
Hora (24 horas):
Nombre: Apellido Paterno: Apellido materno:
Edad (afios):
Talla (metros):
Peso (Kilogramos):

Margue con un circulo

Género: 1.Hombre 2. Mujer

¢ Presenta indice de CPO 237 Si No

¢, Presenta infecciones activas en la cavidad Si No

bucal?

¢ Se encuentra tomando algin medicamento?  Si No
sCual?

¢ Tiene alguna enfermedad sistémica? Si No
JCual?

¢ Se encuentra bajo tratamiento de ortodoncia? Si No

¢, Posee alguna discapacidad fisica o Si No

intelectual? (que le impida llevar a cabo una
higiene dental adecuada)

¢ Le ha sido colocado fluoruro dental en los Si No

Gltimos 3 meses?

Frecuencia en el consumo 1-2 3 0 mas bebidas

diario de bebidas de cola bebidas por dia por dia

¢SAlguna de las bebidas de cola que consume  Si No

es light? ¢, Cuantas?

Cepillado dental diario Dos veces por dia  Mas de dos veces
por dia
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Fecha (dia-mes-afio):
Hora (horario 24 horas):
Nombre:

Numero de intervencion:
Color de aleatorizacion:

¢, Cumple con la cena estandarizada? Encierre en un circulo
Si No

¢,Cumple con 2 horas ayuno? Encierre en un circulo
Si No

¢,Cumple 48 horas de abstencion de cepillado dental? Encierre en un circulo
Si No

Toma de registros.

» Muestra salival para pH 0’ 5 10° 15’ 30’ 45’ 60’
Registro

= Muestra de biopelicula dental | 0’ 5 10’ 15’ 30° 45’ 60’
para pH
Registro

= Muestra de biopelicula dental para cultivo

Circule la toma de muestra 0 120’

¢ Presenta alguna molestia o efecto secundario durante el procedimiento?
,Cual?
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ANEXO 4. ACEPTACION POR EL COMITE DE INVESTIGACION

7,
SALUD :"#% HOSPITAL INFANTIL DF MEXICO FDERICO GOMtZ /f"ﬂ(‘

Ry INSTITUTO NACIONAL D SALGT 8 ¥4
SECRETARIA D SALUL l "if{»”l ¥ o
Vo DIRECCION GEngpa ;a'.z)/y
7
“Aho del Centenano de la Promulgacion de la Constitucidn Polite a de e

2105 Cstados Unidos Meyic anos

Ciudad de México, a 25 de septiembre de 2017 DG/1000/ 714 /2017

Dr. Juan Gardufio Espinosa
Director de Investigacién
Presente

Informo a usted, que los Comités de Investigacién, Etica y Bioseguridad, después de haber
revisado su protocolo HIM 2017-084 "Modificacién del pH bucal y proliferacion bacteriana en

adolescentes, posterior a la ingesta de dos tipos diferentes de refrescos de cola", han emmdo
el dictamen de:

APROBADO

En los términos y condiciones sefalados por dichos Comités. Por lo anterior, se autoriza su

desarrollo.
Atentamente
C
Con copia:
Lic. Martha Reynoso Robles. Jefa del Departamento de Control y Gestién a 9roa>colos de
Investigacid /
g ) ( / (,
JAGA/IG h )
/f—(:'"\.
7
Wy 4 NSTITUTO NACIONAL DE SALUD AFILIADO A LA UNAM
e / INSTITU i
St
B DR. MARQUEZ 162, COL. DOCTORES. DEL. CUAUHTEMOC, C.P. 06720 MEXICO D.F

CONMUTADOR: 5228-9917 EXT. 4315 Y 4100
www himfg.edu.mx
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