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RESUMEN

El presente articulo analiza la evidencia cientifica disponible acerca del uso de ratas y ra-
tones en la investigacion de caries dental. En el estudio de la caries dental ha contribuido
decisivamente al entendimiento de su etiologia y patogenia. Desde 1922, cuando se dise-
fiaron los primeros experimentos in vivo para confirmar las observaciones en humanos, y
hasta la fecha, la rata sigue siendo el modelo animal méas usado para este propésito. El ob-
jetivo de los primeros experimentos se orientd a encontrar la asociacion entre las férmulas
alimenticias y el grado de las lesiones cariosas. Sin embargo, los resultados experimentales
no pudieron comprobar esta correlacion, pero si permitieron establecer la asociacion entre
microrganismos propios de la flora oraly la caries, y reconocer que, debido a su acidoge-
nicidad, el principal microrganismo cariogénico es el Streptococcus mutans. El modelo de
rata y ratén también ha sido fundamental en el estudio de las relaciones existentes entre
algunas condiciones sistémicas y la caries. Recientemente, la disponibilidad de cepas de
roedores modificados genéticamente impulsa el avance del desarrollo de vacunas de ADN
anticaries, mientras que el principal enfoque tendiente a reducir su incidencia mundialmente
se sigue concentrando en el desarrollo de terapias para prevenir su aparicién.

PALABRAS CLAVE
Roedores, rata, ratén, caries, dieta, condiciones sistémicas, vacunas anticaries.

AREAS TEMATICAS
Modelo animal, caries dental, ciencias de los animales de laboratorio.

ABSTRACT

This article analyzes available scientific evidence about the use of rats and mice to study
dental caries. In the study of dental caries, the use of mice and rats has greatly contributed
to understand the etiology and pathogenesis of this condition. Since 1922, when the first
in vivo experiments were designed to confirm human observations, the rat has been the
most widely used animal model. The objective of the first experimental designs was aimed
at establishing the relationship between diet formulations and the degree of carious lesions.
However, results failed to demonstrate this correlation and, instead, they have proved a
definite association between the presence of endogenous oral microorganisms and dental
caries, recognizing Streptococcus mutans as the primary etiologic agent due, in part, to its
acidogenic capacity. The mouse and rat models have also played a major role in understan-
ding relationships between systemic conditions and caries. Recently the use of genetically
modified strains has favored the development of DNA anti-caries vaccines, but the principal
approach for decreasing its worldwide incidence is still focused on prevention.

KEY WORDS
Rodents, rat, mouse, caries, diet, systemic conditions, anti-caries vaccines.
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Univ Odontol. 2013 Jul-Dic 32(69): 35-48. ISSN 0120-4319

(o}
s
w0
<<
o
o
[t
4
=
=
(%4
o
=z
(o}
(S}
>
=
S
Q
<
=
=
%]
w
=
=
é
=
r4
w
(=)
(%]
=
o
<
(S}
-4
=
(%]
(%
o
(=]




W
a

Jaramillo LM, Roa NS, Chaves M, Duran C

Univ Odontol. 2013 Jul-Dic; 32(69): 35-48 ISSN 0120-4319

INTRODUCCION

El presente articulo analiza la evidencia cientifica dis-
ponible acerca del empleo de ratas y ratones en la in-
vestigacion de caries dental. El uso del modelo animal
en experimentacién biomédica ha incluido roedores
(ratones, ratas, hamsteres, jerbos, conejillos de indias
y conejos), asi como especies filogenéticamente mas
elevadas (gatos, perros y primates no humanos). Es-
pecialmente el uso de ratas y ratones, en el estudio
de la caries dental, ha contribuido fundamentalmen-
te a entender su etiologia, patogenia, fisiopatologia,
factores modulantes micromedioambientales, y a su
prevencion.

La caries dental es una de las enfermedades mas pre-
valentes en los seres humanos (1). Es el resultado de
una infeccién crénica que causa lesiones en el tejido
dental, disolviéndolo y formando oquedades que, a
medida que aumentan en tamafio, pueden producir
infecciones pulpares y eventualmente determinar la
pérdida del diente afectado. Es causada por un con-
sorcio bacteriano organizado en una biopelicula que
sostiene un microecosistema acido, resultado de la
fermentacién de los carbohidratos de la dieta (2).
Siendo su distribucién geogréfica tan amplia y debido
a que afecta a nifios, adolescentes y adultos (3), ha
ocupado el interés de la profesién dental en los Ulti-
mos siglos, y el uso del modelo animal en su investi-
gacién ha permitido profundizar en su entendimiento,
impulsar la exploracién de nuevas terapias anticaries y
establecer politicas de prevencion efectivas (4).

En general, el uso del modelo animal en experimenta-
cién ha facilitado el desarrollo de vacunas, técnicas de
bioingenieria y procedimientos de cirugia experimen-
taly ha contribuido ampliamente a la evolucién de las
ciencias bioldgicas. De los animales experimentales,
los pequefios roedores, como los ratones y las ratas,
son los mas utilizados para la investigacion en cien-
cias basicas, fisiologia y medicina (5).

En 1948, entre los profesionales que usaban el mo-
delo animal en investigacién, se comenzé a gestar un
movimiento que hacia hincapié en la obligacién de
la comunidad cientifica de proveer a los animales de
experimentacion todas las consideraciones que ase-
guraran su bienestar, y por esta razén conformaron el
Panel de Cuidado Animal, progenitor de la Asociacién
Americana de Ciencia de Animales de Laboratorio
(AALAS, por su sigla en inglés). A partir de esa fe-
cha, tanto en Europa como en América del Norte, se
han dictado regulaciones de obligatorio cumplimiento

para los miembros de las comunidades cientificas que
trabajan bajo su jurisdiccién y que garantizan los de-
rechos de los animales, racionalizando su uso y pro-
veyéndolos de ambientes enriquecidos que mejoran
de modo significativo sus condiciones de cautiverio.

Russell y Burch, en 1959, emitieron el concepto de las
3R (del inglés, replacement, reduction and refinement),
que obliga a cualquier persona responsable de un
procedimiento cientifico o docente en el que se utilicen
animales a contestar las siguientes preguntas (6,7):

1. ¢Pueden obtenerse los mismos resultados con
una técnica alternativa al uso de animales o que,
al menos, permita reducir su nimero o disminuir
su sufrimiento? (Sustitucion o remplazo).

2. ¢(Puede mejorarse el disefio experimental o la
uniformidad de los animales utilizados con el ob-
jeto de disminuir el tamafio de muestra, es decir,
el nimero de animales? (Reduccién).

3. ¢(Puede mejorarse el protocolo experimental
de forma que se reduzca el sufrimiento de los
animales utilizados? (Refinamiento).

En la actualidad, la experimentacién animal se debe
regir por los principios establecidos en la octava edi-
cién de la Guia de cuidado y uso de animales de ex-
perimentacién (8) y en la directiva 2010/63/EU de la
Unién Europea para la proteccion de animales usados
con propdsitos cientificos (9):

El propésito de la Guia de cuidado y uso de
animales de experimentacion (la Guia), es
asistir a las instituciones en el cuidado y uso
de animales de manera que sean cientifica,
técnica y humanitariamente apropiadas. La
guia también tiene la intencién de ayudar a
los investigadores a cumplir con su obliga-
cién de planear y conducir los experimentos
con animales de acuerdo con los mas altos
principios cientificos, humanitarios y éticos.
Las recomendaciones de la Guia se fun-
damentan en informacién publicada, prin-
cipios cientificos, opiniones de expertos, y
en la experiencia con métodos y practicas
que han probado ser consistentes con la
investigaciéon de alta calidad y con el uso y
cuidado humanitario de animales. (8)

Acogerse a estas normas garantiza un trato digno ha-
cia los animales, controles experimentales rigurosos



y mejora la calidad de la investigacion, facilitando la
evaluacién por pares y la publicacién de resultados
cientificamente sélidos.

Los animales de experimentacién se consideran reac-
tivos biolégicos y, por consiguiente, su caracterizacién
genética, certificaciéon sanitaria y el estricto control
de las condiciones de hospedaje son algunos de los
elementos que permiten obtener resultados investiga-
tivos confiables y reproducibles (10). Variables como
temperatura, humedad relativa, intensidad luminica,
duracién del ciclo de luz, calidad del alimento y de la
cama, manipulacién, ubicacién espacial dentro de la
sala de hospedaje y muchas otras deben ser tenidas en
cuenta, ya que afectan de manera importante los re-
sultados experimentales y deben ser reportadas junto
con ellos. Si bien es cierto que el control riguroso de las
condiciones micro y macro medioambientales es im-
prescindible para asegurar la calidad de los resultados
experimentales, es igualmente trascendental conseguir
que el ambiente de hospedaje proporcione bienestar
a los animales. Este valioso modelo estd constituido
por seres vivos con necesidades fisicas y psicosociales.

La Facultad de Odontologia de la Pontificia Univer-
sidad Javeriana, consciente de la importancia que
tiene la utilizacién de los modelos animales en in-
vestigacion, construyd una Sala de Experimentacion
Animal (Seafouj) que cumple con las normas interna-
cionales de uso de animales de experimentaciény asi
abrié las puertas a una gran variedad de proyectos
eninvestigaciéon biomédica. En la actualidad, el grupo
de caries dental de la Facultad de Odontologia tiene
interés en desarrollar y estandarizar un modelo de
caries dental en ratas. Al mismo tiempo, la Facultad
de Odontologia ha liderado dentro de la comunidad
universitaria la toma de conciencia en todos los as-
pectos del bienestar animal y ha constituido el Pro-
grama de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(Picual Fouj), al conformar el Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (Cicual
Fouj) e implementar el Programa de Educacién Conti-
nuada en Ciencia de Animales de Laboratorio (Pecual
Fouj). Trabajando en estos tres frentes y siendo con-
secuentes con el principio universalmente aceptado
de las 3R, se ha pretendido propagar dentro de los
investigadores de la institucién una cultura de res-
peto hacia los animales que entregan su vida para
lograr el avance del conocimiento.

En odontologia, la rata es uno de los modelos anima-
les mas indicados para la investigacién en caries, ya
que tiene ventajas, como su facilidad de manipulacién,

un promedio de vida corto y un tamafio dental que
facilita las observaciones macroscépicas. Sin embar-
go, es frecuente que la induccién de la caries requie-
ra manipulaciones experimentales, como la infeccién
con bacterias patogénicas y la utilizacién de dietas
altamente cariogénicas.

LAS PRIMERAS RATAS DE LABORATORIO

Las ratas de laboratorio son descendientes de la
rata noruega Rattus norvegicus y es posible que las
albinas, negras o encapuchadas hayan sido captu-
radas o seleccionadas preferentemente de camadas
naturales por su apariencia especial (11). Las primeras
ratas albinas fueron introducidas en los laboratorios
de Europa alrededor de 1828 y se utilizaron para
estudios fisiolégicos; mientras que los primeros expe-
rimentos de cria en un laboratorio los realizé6 Crampe,
entre 1870 y 1880. Posteriormente, las ratas blancas
de origen europeo fueron llevadas a Norteamérica y
se convirtieron en el pie de cria de las ratas de los
laboratorios americanos. El reporte mas antiguo de
cria endogémica, es decir, de cruces entre herma-
nos para obtener las llamadas cepas endocriadas se
hizo en 1856, cuando el Jardin de Plantas, de Parfs,
report6 este tipo de cruzamiento en una colonia de
ratas encapucahadas (11). Las cepas mds utilizadas en
investigacion de caries dental en ratas son la Wistar,
Sprague-Dawley y Osborn Mendel, desarrolladas en
1906, 1925 y 19009, respectivamente.

IMPORTANCIA HISTORICA DEL MODELO
ANIMAL EN EL ESTUDIO DE LA CARIES DENTAL

El uso del modelo animal en el estudio de la caries
dental se remonta a las publicaciones de McCollum,
en 1922 (12), en las que se evalud el papel de la dieta
como factor etiolégico. En ese momento no se daba
importancia a los microrganismos en su etiologia, a
pesar de que los resultados de las investigaciones de
Kliger y Gies ya la habian sugerido (13). En sus estu-
dios trata de establecer los grados de fermentacién
de ciertos carbohidratos, como la glucosa, la lactosa
y la sacarosa, como consecuencia de la accién de
las bacterias orales sobre esos sustratos, el efecto
del mucinato (que él consideraba un componente
importante de la saliva) en el crecimiento bacteriano,
la accién de las bacterias en este componente y la
accién solvente de ciertos microorganismos cuan-
do actlian de manera independiente y conjunta en
dientes pulverizados. Las conclusiones del estudio
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afirman que en las lesiones cariosas hay mayor pre-
sencia de Bacillus acidophilus (B. acidophilus), de
Cladothrix placoides (C. placoides) y de Leptotrichia
buccalis (L. buccalis), a pesar de que los mayores
productores de acido ademas del B. acidophilus
fueron el estafilococo y el estreptococo.

En 1932, Hoppert y colaboradores (14) afirmaron que
la caries es una enfermedad causada por deficiencias
de uno o varios componentes de la dieta. Para probar
esta hipdtesis alimentaron a dos grupos de ratas con
dietas diferentes —una con base en harina de maiz
y la otra en harina de avena— y encontraron que la
férmula con base en maiz producia caries; mientras
que la basada en avena no. Los resultados del estudio
indicaron que el factor determinante en la etiologia de
la caries dental era el tipo de dieta, y mas precisamen-
te el tamarfio de la particula, ya que las méas pequeias
que se alojaban en los surcos dentales producian la
caries. Concluyeron que es necesario que se cumplan
dos condiciones para que se produzca la caries: el
empaquetamiento del alimento en los surcos dentales
y la presencia en ellos de bacterias acidofilicas y pro-
bablemente proteoliticas.

Otro estudio de la época (1933), en el cual nueva-
mente no se tiene en cuenta el papel bacteriano en el
desarrollo de las lesiones cariosas, fue realizado en
ratas de la cepa encapuchada Long-Evans (15). En este
se quiso determinar la susceptibilidad de las ratas a
la caries dental tipica de fisuras, con la administracién
de una dieta con prevalencia de arroz moreno y dex-
trina de papa blanca o maltosa y con deficiencia de
proteinas, minerales y vitamina D, y se comparé con la
misma dieta, pero con las deficiencias completamente
corregidas. En ambas dietas se dio mayor importancia
al tamafio de la particula del alimento y a la posibi-
lidad de su acumulacién en las fosas de los molares
afectados. Los resultados obtenidos mostraron que
las lesiones se produjeron de igual manera en los dos
grupos e indicaron que la insuficiencia en la dieta no
es un factor determinante en la etiologia de la caries
en estos animales (15).

A pesar de que la interaccién entre las bacterias y el
sustrato era evidente, la tendencia de investigacion
seguia dando mayor importancia a los aspectos fisi-
cos de la dieta, y solo hacia 1940 las investigaciones
lograron establecer de manera confiable una asocia-
cién entre la presencia de algunos microorganismos
en la cavidad oral y la caries. Distintos estudios de-
mostraron que en las lesiones cariosas tanto de ani-
males como de humanos se encontraban ciertas es-

pecies de bacterias, y dentro de estas especies, tipos
bacterianos identificables bioquimicamente (16-18).

Mas tarde, en 1950, Kite y colaboradores (19) compro-
baron experimentalmente la importancia de la asocia-
cién entre la presencia de sustrato y los agentes bac-
terianos. En este trabajo, se alimentaron ratas albinas
muy susceptibles a la caries con una dieta altamente
cariogénica, mediante un tubo endogastrico, que pre-
venia asi el contacto del alimento con la cavidad oral
durante periodos de hasta veinticinco semanas. Nin-
gln individuo alimentado de esta manera desarrollé
caries; mientras que los que se alimentaron por via
oral si lo hicieron.

La relevancia del papel de los microorganismos en el
proceso carioso fue definitivamente reafirmado por
Orland y sus colaboradores, en 1954, en su articulo
“Uso de la técnica de animales abidticos en el estudio
experimental de la caries dental” (20). La importancia
que tuvo el modelo animal en sus descubrimientos se
refleja en que

La flora bacteriana de la boca y méas espe-
cificamente de la variedad de lesiones es
tan compleja que cualquier potencial cario-
génico de los microorganismos esté sien-
do constantemente sometido a influencias
modificadoras que se originan en la accién
simultdanea de algunas o todas las nume-
rosas especies y variedades comdnmente
presentes en esta area localizada. Estos
efectos modificantes pueden ser aditivos
(simbidticos), neutralizantes o inhibitorios
(antibiéticos). Aun cuando la causa de la
caries dental se pueda encontrar en fené-
menos aparte de aquellos relacionados con
las actividades metabdlicas de la flora bac-
teriana local, como ha sido postulado por
unos pocos investigadores, la demostracién
objetiva de tal fendmeno es extremada-
mente dificil, si no imposible por la natu-
raleza ubicua de los microrganismos orales
algunos de los cuales tienen la capacidad
in vitro de llevar a cabo la disolucién de
la sustancia dental que asemeja, en algu-
nos aspectos, ciertos estadios de la caries
dental. Con base en las anteriores consi-
deraciones, hemos emprendido una serie
de investigaciones con animales que ini-
cialmente estaban libres de bacterias, pero
a los cuales se les pueden introducir una
o mlltiples cepas de bacterias conocidas.



Solo mediante este proceso es posible demostrar claramente
el efecto bacteriano en los dientes de animales, a los cuales le
han suministrado una dieta que en animales normales induce
abundante caries dental. (20)

Para este trabajo, desarrollaron procedimientos que les permitian obtener
y mantener los individuos libres de gérmenes (animales axénicos) durante
largos periodos, utilizando cdmaras aisladoras, por medio de las cuales se
sometian a muestreos constantes para certificar dicha condicién. El control
experimental total de los microorganismos ubicados dentro y alrededor del
animal mediante la técnica libre de gérmenes hizo posible excluir todas las
bacterias y permitir que la misma dieta proporcionada a las ratas en condi-
ciones normales produjera caries en abundancia; en las libres de gérmenes
no producia siquiera la aparicién de lesiones cariosas microscépicas.

La conclusién més importante de este trabajo fue que la caries dental no se
genera en ausencia de microrganismos, aun cuando la dieta sea cariogénica
(20). Esta publicacién marca un hito en la explicacién de la etiologia de la
caries dental y el uso del modelo animal con un alto grado de refinamiento,
responsable en gran parte de los resultados obtenidos. Los autores también
mencionan que el papel de la herencia en el desarrollo de la caries debe
evaluarse, y si bien la influencia de este factor en humanos es dificil de de-
terminar, los modelos animales han aportado evidencia a este respecto y su
influencia puede estar relacionada con la forma del diente, la distribucién de
la denticién, la composiciéon quimica de la saliva, el esmalte y la dentina, o a
través de otros factores no determinados hasta ese momento.

A partir de esta fecha, la investigacién en cariologfa y la utilizacién del mo-
delo animal ha permitido avances considerables en mdltiples areas, que van
desde la evaluacion de la importancia de los sustratos bacterianos hasta los
Gltimos avances en inmunizacién y terapias antimicrobianas. Los principales
hallazgos durante la historia del uso de ratas y ratones en estudios que
conducen al entendimiento de la caries dental se resumen en el esquema
presentado en la figura 1.

FiGura 1

IMPORTANCIA HISTORICA DEL MODELO ANIMAL EN EL ESTUDIO DE LA CARIES DENTAL: PRINCIPALES HALLAZGOS DURANTE

LA HISTORIA DEL USO DE RATAS Y RATONES EN ESTUDIOS QUE CONDUCEN AL ENTENDIMIENTO DE LA CARIES DENTAL
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EL EFECTO DEL SUSTRATO EN LA CARIES
DENTAL

La existencia de individuos susceptibles y resistentes
a la caries en una misma camada de ratas y la necesi-
dad de evaluar el efecto del aumento de carbohidra-
tos de la dieta en la actividad cariogénica llevaron al
disefio de un experimento en que los individuos de una
misma camada eran unidos quirtrgicamente para for-
mar parejas parabidticas (21). La parabiosis es una téc-
nica Gtil que permite eliminar muchas de las variables
fisioldgicas individuales en el estudio de la etiologia de
la caries dental. Con esta condicién se buscé reducir
las diferencias fisiolégicas y posibilitar la evaluacién
del efecto neto del aumento en un 50% de dextrosa
refinada en la dieta. Las conclusiones de este estudio
demostraron que cuando una cepa de ratas resistente
a la caries es alimentada con una dieta balanceada,
desarrolla este tipo de lesiones con la adicién de 50%
por volumen de dextrosa. Las parejas parabidticas
expuestas a la dieta alta en carbohidratos desarrollan
una actividad cariosa con un patrén similar en la zona
de molares.

Para determinar el efecto de la dieta en la compo-
sicién del esmalte y la dentina, y su correlacién con
la resistencia a la caries, Wynn y colaboradores (22)
alimentaron cuatro grupos de ratas de la misma ca-
mada con diferentes relaciones de calcio con fésforo
(Ca/P) en la dieta. Tal relacién se alteré manteniendo
constante la concentracién de calcio y variando la
de fésforo. En uno de los grupos, en el cual las ratas
fueron desalivadas, se redujo la incidencia de caries
con una reduccién de la relacién de Ca/P de 1:0,5 a
1:2. Unareduccién mayor en la relacién 1:3 no produjo
ningln efecto en la reduccién del indice de caries.

En un segundo grupo, en el cual los individuos no se
desalivaron para evitar la complicacién de la inciden-
cia de caries en el periodo de estudio, con ninguna
de las dietas se modificé el contenido de nitrégeno,
calcio, fésforo, magnesio, flior y diéxido de carbono
(COZ) en el diente; por consiguiente, la alteracién de la
relacion Ca/P no se asocié con la composicién de los
dientes. Algunos afios mas tarde, Herzog y colabora-
dores (1966) usaron ratas de la cepa Osborne-Mendel
para evaluar la influencia de los diferentes carbohi-
dratos, de la bebida y del cepillado. Ellos encontra-
ron que la reduccién de la permanencia del sustrato
bacteriano en el medio oral disminuye el indice de
lesiones cariosas (23).

AGENTES ETIOLOGICOS DE LA CARIES DENTAL

A pesar de la complejidad de la flora oral humana,
los estudios en el modelo animal y los levantamientos
epidemioldgicos allanaron el camino para un mejor
entendimiento del papel protagénico del Streptococ-
cus mutans (S. mutans) en la etiologia de la caries
y sus interacciones con otros microorganismos de la
cavidad oral. Su fisiologia, los mecanismos de virulen-
ciay de interaccién con el sustrato se han documen-
tado extensamente (24). En principio, las propiedades
de virulencia potenciales del S. mutans se identifica-
ron por comparacién con otros estreptococos orales,
y uno de los primeros factores de virulencia putativos
identificados por esta aproximacién fue su habilidad
para colonizar superficies lisas in vitro, cuando esta
en presencia de sacarosa (25).

ELl S. mutans que coloniza la superficie dental supra-
gingival forma parte de una microflora oral compleja,
conformada por unas 700 especies. Para mantener su
presencia dominante y producir caries, este organismo
acidogénico y acidlrico es capaz de reducir drastica-
mente el pH de su medio ambiente y producir la desmi-
neralizacion del esmalte. También secreta péptidos anti-
microbianos (mutacinas) para suprimir el crecimiento de
otras especies con las cuales compite (26). De los cuatro
serotipos de S. mutans, el c es el predominante en
la boca (27). Su interaccién con el medio ambiente y
un mejor entendimiento del papel de los mecanismos
de transporte de metabolitos son importantes para
concebir métodos que permitan reducir su efecto
cariogénico (28,29).

La interaccién de los microrganismos que conforman
la microflora oral y sus productos metabdlicos, los
componentes de la saliva y los carbohidratos de la
dieta son los responsables del establecimiento de una
biopelicula sobre los dientes que en la clinica se cono-
ce como placa dentobacteriana. Existen dos factores
principales que controlan la patogenicidad de esta
placa: el primero es la formacién de una matriz de po-
lisacarido extracelular (PSE), por parte del S. mutans,
y el segundo es la acidificacién de la placa dental. Las
estrategias utilizadas por el S. mutans para resistir
las condiciones desfavorables de la acidificacién de
la biopelicula reflejan la diversidad y el dinamismo
de los nichos presentes en la cavidad oral. Todos los
estreptococos de la cavidad oral son capaces de de-
gradar rapidamente el azGcar a productos terminales
acidos, y como resultado el pH del microambiente cir-
cundante baja a concentraciones en que la glucélisis
y el crecimiento se detienen. El S. mutans recurre a



mecanismos conducidos por una ATP sintetasa de la
formaF, para protegerse de la acidificacién bombean-
do protones hacia el exterior de la célula (30).

Para que se dé la colonizacién bacteriana sobre la
superficie del diente, es indispensable que la placa
dentobacteriana esté formada por un sustrato rico en
polisacéridos, bien sea azlicar o almidén. Para evaluar
cual de estos dos sustratos, como componentes de la
placa dentobacteriana, es mas cariogénico se dise-
flaron dos estudios: uno en un modelo animaly el otro
con un sistema in vitro de biopelicula oral (de acuerdo
con el modelo de biopeliculas de Zurich) (31). En el
modelo in vitro se cultivaron biopeliculas en discos de
esmalte, con saliva y medio enriquecido con glucosa/
sacarosa y almidén, en condiciones de anaerobiosis,
y se midié la desmineralizacién de los discos por
medio de la técnica de fluorescencia inducida. En el
experimento in vivo, se evalud el efecto de esos car-
bohidratos en la produccién de caries de fisuras, de
superficies lisas y en la formacién de placa bacteriana.
Los resultados en los dos modelos mostraron que el
sustrato de almidén soluble es menos cariogénico que
el de glucosa/sacarosa (32).

En modelos animales también se puede realizar un
andlisis microbiolégico de las placas dentobacteria-
nas formadas in vivo. Algunos investigadores han de-
sarrollado estrategias para analizar las poblaciones
bacterianas viables y la expresién génica a partir del
aislamiento del ADN y el ARN de muestras de estas
placas, que permiten cuantificar bacterias totales de
poblaciones de S. mutans y de genes criticos para la
virulencia del S. mutans gtfB y gtfC (glucosiltransfe-
rasas B y C). El desarrollo de estas técnicas ha en-
grandecido el valor del modelo de rata para entender
la fisiopatologia de la caries dental y abrir el camino
para novedosas terapias anticaries (4).

La rata también ha permitido evaluar interrelaciones
in vivo entre dos especies que colonizan los dien-
tes y su asociacion con la caries: el S. mutans y el
S. gordonii. En el primero, la GtfB, y en el segundo,
esta misma molécula, en conjunto con las proteinas
de unién a las amilasas (AbpA/AbpB), determinan su
capacidad de colonizacién. En el laboratorio se creé
una cepa mutante de S. gordonii, con las secuen-
cias de los genes de GtfB y AbpA interrumpidas y en
un modelo de rata denominado TAN:SPFOM(OMASF)
BR se hicieron inoculaciones con S. mutans, con S.
gordonii y la cepa mutante de S. gordonii. El estudio
mostré que el S. mutans supera al S. gordonii en
capacidad de colonizacién, independientemente de la

dieta alta o baja en sacarosa suministrada a las ratas,
la secuencia de inoculacién, la cepa del S. mutans y
la presencia o ausencia de mutaciones de los genes
mencionados que estan implicados en su capacidad
de colonizacién (33).

Varios estudios demuestran un alto grado de diversi-
dady derearreglo gendémico en S. mutans. Los anélisis
gendémicos permiten un entendimiento més profundo
de la forma cémo este microorganismo se ha adap-
tado para sobrevivir en el ambiente oral, mediante la
adquisicién de recursos, defensa contra los factores
del huésped y uso de productos génicos para man-
tener su nicho contra sus competidores microbianos
(34-36). Recientemente se ha reportado la secuencia
gendémica completa de un representante del serotipo
c de la cepa GS-5, que profundiza en el conocimiento
de las variaciones genéticas del S. mutans (37).

MORFOLOGIA DE LA CARIES DENTAL
EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE RATA

La susceptibilidad de algunas cepas a la caries dental
se ha utilizado para realizar estudios en los cuales
se evalla la influencia de las condiciones del hués-
ped o de la dieta en el proceso carioso. A partir de
cierta edad, los machos de la cepa de ratas WBN/
KobSlc desarrollan pancreatitis y luego presentan sin-
tomas de diabetes, y al tratar de estudiar su condicién
pancredtica los investigadores encontraron que los
animales prediabéticos desarrollaban caries cuando
eran alimentados con una dieta balanceada reportada
como no cariogénica. Se evalué la forma que adopta-
ron las lesiones en las ratas (hembras y machos) de la
cepa WBN/KobSlc, con edades que fluctuaban entre
los 3,7 y 7,8 meses de edad.

Los dientes que se afectaron primero bajo este es-
quema fueron los posteriores y las lesiones se locali-
zaron principalmente en las fisuras de caras oclusa-
les de los molares inferiores. Inicialmente se vio como
un defecto parcial coronal que luego se expandid
horizontalmente en la totalidad de la corona, de ma-
nera que el molar que la contenia desaparecié. Este
hallazgo fue interesante, ya que provee un modelo
de rata para el estudio de la caries dental en el cual
no hay que inducir el proceso mediante infeccién
bacteriana o adicién de polisacaridos a la dieta (38).
En algunos individuos gerontes de la colonia Lewis
de la Seafouj se han encontrado desmineralizaciones
superficiales en las fosas de los molares superiores
e inferiores que se pueden asociar con una lesién

=

Univ Odontol. 2013 Jul-Dic; 32(69): 35-48. ISSN 0120-4319

Estudio de caries dental con ratas/ratones



o~
N

Jaramillo LM, Roa NS, Chaves M, Duran C

Univ Odontol. 2013 Jul-Dic; 32(69): 35-48 ISSN 0120-4319

cariosa incipiente (figura 2), lo cual podria estar indicando que esta cepa
proporciona un buen modelo para los estudios en caries dental que
préximamente serdn desarrollados por investigadores de la Facultad de
Odontologia de la Pontificia Universidad Javeriana.

FIGURA 2
MAXILAR Y MANDIBULA DE RATA GERONTE (7,8 MESES DE EDAD)

ay b) Las fosas profundas de los molares son el lugar de inicio de las lesiones cariosas; c)
desmineralizaciones superficiales en las fosas de los molares inferiores; d) acercamiento
de la fosa central del molar superior en la cual se observa una lesién cariosa incipiente.

INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES SISTEMICAS
EN LA CARIES DENTAL

La influencia de las condiciones sistémicas en las patologias orales y pe-
riorales estd ampliamente documentada. La asociacién entre la diabetes
y la gingivitis y periodontitis es reconocida y se considera que el tipo 2
presenta un mayor riesgo de destruccién periodontal que el tipo 1, pues
existe una correlacién entre la duracién de la diabetes y la gravedad de la
enfermedad periodontal. En un estudio se compararon pacientes diabéti-
cos tipo 2 con sujetos no diabéticos, y se encontré que los primeros tenian
una prevalencia mayor de caries radicular (40% versus 18,5%; p = 0,001),
un mayor nmero de superficies obturadas o cariadas (1,2 + 0,2 versus 0,5
+ 0,1;p < 0,01) y un porcentaje mas elevado de periodontitis generalizada
(98,1% versus 87,4%; p < 0,01); pero la prevalencia de superficies caria-
das/obturadas no era significativamente diferente (83,8% versus 72,8% y
8,0t 9,4 versus 6,3 + 7,5, respectivamente) (39).

Existen cepas de ratas como la WBN/Kob, en las que algunos individuos
desarrollan de forma espontanea esta condicién y muestran hipergluce-
mia, glucosuria e intolerancia a la glucosa aproximadamente a los nueve
meses de edad; mientras todos los individuos la desarrollan a los diecisiete
meses y evidencian una marcada reduccién de la respuesta insulogénica



(40). Observaciones clinicas sugieren que los dientes
de los pacientes diabéticos estan predispuestos a la
caries, pero algunos investigadores no han encontra-
do una diferencia significativa en la susceptibilidad a
caries entre pacientes diabéticos y no diabéticos (41).

Con el objeto de determinar si la diabetes induce o in-
crementa la enfermedad periodontal o la caries dental,
se hicieron andlisis morfolégicos y morfométricos de
tejido dental para los dos tipos de lesiones en machos
diabéticos y hembras no diabéticas de ratas WBN/
KobSlcy machosy hembras de ratas F344 no diabéticas
de edades similares. Los resultados de la evaluacién
con rayos X mostraron que la incidencia y la gravedad
de la caries dental y la enfermedad periodontal en los
machos WBN/KobSlc es mayor que en las hembras no
diabéticas de la misma cepa. En este estudio, el grado
de caries en molares mandibulares estaba significa-
tivamente elevado en los machos diabéticos WBN/
KobSlc alimentados con la misma dieta no cariogénica
que las hembras no diabéticas de esta cepa. Ademas,
la caries molar en el maxilar estaba mas avanzada en
los machos diabéticos, comparados con las hembras
no diabéticas caries resistentes. Por consiguiente, las
condiciones hiperglucémicas y no las asociadas al sexo
parecen incrementar la formacién de caries en las ratas
WBN/KobSlc caries susceptibles (42).

Una de las grandes bondades del modelo animal
es que se puede modificar para que desarrolle una
determinada condicién y, de esa manera, facilitar su
estudio. Un ejemplo es la creacién de un modelo de
rata diabética inducida por accién de farmacos. En el
2011, Gutowska y colaboradores (43) disefiaron un ex-
perimento para evaluar si la modificacién en el conte-
nido mineral de los dientes podria facilitar la aparicién
de la caries. El experimento utilizé ratas Wistar a las
que se les inyectd una solucién tampdn de citrato de
estreptoziocina 0,01 M. La estreptoziocina es un com-
puesto natural descrito en la literatura como inductor
de diabetes tipo 1 en ratas (44,45). El grupo control se
inyectd solamente con la solucién tampén citrato. La
concentracién sérica de glucosa y estradiol en las ra-
tas diabéticas inducidas de modo farmacolégico era
significativamente mayor que en las del grupo control.
En el grupo experimental se observé una reduccién del
contenido de flor con elevacién de calcio y magnesio
en suero, acomparfada de una reduccién de fliior con
elevacién del magnesio en el tejido dental. Estas alte-
raciones en la composicién del tejido dental podrian
inducir la iniciacién y progresién de la caries en los
animales afectados por esta condicién.

Los resultados de los estudios en animales aportan
elementos clave para la experimentacién en humanos.
Asi es como recientemente se evalud la experiencia
de caries en nifios kuwaities que presentaban diabetes
tipo 1, para llegar a la conclusién que era mayor en los
nifios afectados que en los no afectados (46).

La cepa de ratones NOD (nonobese diabetogenic) es
el mejor modelo animal para el estudio de la diabetes
mellitus tipo 1, insulinodependiente y el sindrome de
Sjogren, que se desarrollan de manera espontanea y
se caracterizan por infiltracién linfatica del pancreas
y las glandulas salivales (47). Los cambios orales son
prominentes en estas condiciones, que se manifies-
tan por resequedad en la boca e hiposalivacién. Los
ratones NOD también se utilizan como modelo para
el estudio de enfermedades infecciosas orales aso-
ciadas con condiciones sistémicas como la diabetes o
el sindrome de Sjogren, incluida la caries dental (48).

Otro ejemplo de cémo la relacién entre una condicién
sistémica y la caries dental se puede evaluar usan-
do el modelo animal tiene que ver con el caso de la
fibrosis quistica (FQ). De las condiciones de origen
genético, esta es la mas comdn entre los caucasicos,
pues se presenta en aproximadamente uno de cada
3200 partos vivos (49). La FQ es causada por muta-
ciones del gen CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) y esta asociada generalmente
con alteraciones de la composicién de la saliva (50).
Esta alteracion que se produce por efecto de la FQ y
su correlacién con el incremento en la incidencia de
caries dental ha sido cuestionada (51).

Para lograr un mejor entendimiento del papel de la
fibrosis quistica en la incidencia de la caries dental se
indujeron lesiones cariosas en ratones DF508 FQ, y
en sus compafieros de camada con fenotipo silvestre.
Los ratones FQ presentan una delecién de fenilala-
nina 508 (mutacién DF508) y reproducen muchas de
las caracteristicas observadas en humanos. Tan solo
cinco semanas después de implementar una dieta
cariogénica, se presenté un incremento drastico en el
nimero y la intensidad de las lesiones cariosas que se
desarrollaron en las superficies lisas y en los surcos de
los molares en los ratones FQ. La incidencia elevada
de caries se correlacioné con un incremento radical
de la poblacién viable de S. mutans en la placa de los
animales FQ y con una reduccién del pH salival y las
concentraciones de HCO, asociadas con su capaci-
dad tampén (52).
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TERAPIAS ANTIMICROBIANAS APLICADAS
A LA CARIES DENTAL

Se ha experimentado con una gran variedad de te-
rapias tanto en animales como en humanos, enca-
minadas a reducir la incidencia de la caries dental.
En un principio, y muy ligado al esclarecimiento de la
etiologia, se utilizaron terapias antibidticas para neu-
tralizar el efecto del S. mutans en el proceso carioso
(53). La tendencia ha evolucionado con el tiempo, al
pasar de la eliminaciéon total del agente causante, a
su remplazo con cepas no cariogénicas que compiten
por el mismo nicho en la cavidad oral. Esta técnica fue
propuesta en los afios setenta y ochenta y demostré
que el uso de mutantes de S. mutans deficientes en
lactato deshidrogenasa (LDH) era altamente efectivo
para prevenir la aparicién de caries en ratas; pero no
mostré los mismos resultados en primates (54). Afios
mas tarde, un mutante (LDH) fue probado en un mo-
delo de rata gnotobidtica y se encontrd que era signi-
ficativamente menos cariogénico en dos subcepas de
ratas Sprague-Dawley. Las caracteristicas deseables
de este mutante incluyen una actividad similar a la
de las bacteriocinas contra otros S. mutans cariogé-
nicos, mas no contra otras cepas inocuas del mismo
microorganismo (55).

Otra aproximacién terapéutica tiene que ver con la
habilidad que posee el S. mutans de adherirse a la peli-
cula adquirida, ya que sintetiza glucanos extracelulares
a partir de la sacarosa, utilizando glucosiltranferasas
(GTF). Estas GTF —en particular la GTFB y la GTFC— se
unen con avidez a la pelicula que se forma en la su-
perficie del diente y a la superficie de otros microorga-
nismos, modulando la formacién de biopeliculas fuer-
temente adheridas. Hace poco se aislé a partir de una
fruta comestible de la regién amazénica del Brasil una
benzofenona tetraprenilada (7-epiclusianona o 7-epi),
que reduce de manera importante la sintesis de gluca-
nos y la actividad glucolitica del S. mutans.

La 7-epi se aplicé de manera tépica en grupos de ratas
Wistar recién destetadas e infectadas con S. mutans
UA159, y a las cinco semanas de tratamiento los ani-
males fueron sacrificados para evaluar la presencia de
caries. Se encontré que la aplicacién de esta afect6 la
formacién y cariogenicidad de las biopeliculas del S.
mutans y se convirtié en un potencial agente carios-
tatico que se redujo significativamente con la terapia
(56). Estos resultados fueron corroborados posterior-
mente en otro estudio que indicé que la 7-epi puede
constituirse en un agente farmacolédgico novedoso en
el tratamiento de la caries dental (57).

Los resultados a corto plazo de la utilizaciéon de
terapia antimicrobiana fotodinamica (TAF) en el tra-
tamiento de caries incipiente se evaluaron en un
modelo de rata en el cual 29 machos se sometieron
a induccién de caries mediante inoculacién con una
cepa ATCC 25175 de S. mutans. El grupo experi-
mental se traté con una solucién 100 uM de azul de
metileno por 5 min y luego se irradié por 3 min con
una lampara LED A = 645 + 30 nm, con una tasa de
fluencia de 480 mWcm™. Inmediatamente después
de la irradiacién se observé una disminucién signi-
ficativa en la poblacién bacteriana, lo cual sugiere
que la TAF puede reducir la actividad cariogénica
bacteriana y prevenir una mayor pérdida de tejido
mineralizado (58).

Vacunas genéticas anticaries

El modelo animal con roedores también ha sido (til
para desarrollo de la vacuna anticaries. Las vacunas
genéticas o vacunas de ADN deben ser seguras, por
cuanto no deben producir mutagénesis (causar mu-
taciones sobre el ADN del huésped) por inactivacion
de los supresores de tumores o por la activacién de
un oncogen. Yang y colaboradores (59) evaluaron
el potencial de una vacuna anticaries de ADN, la
pcDNA3-gtfB, para lo cual se usaron 36 ratas Wistar,
divididas en dos grupos: un grupo inoculado con la
vacunay el segundo sin inocular, durante 12 semanas.
La seguridad de la vacuna fue evaluada por la compa-
racién de las secuencias génicas mediante la técnica
de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de seis
6rganos de los individuos del estudio (inoculados y no
inoculados), el higado, el rifién, el corazén, el pulmén,
la glandula submandibular y el cerebro. Asi se com-
probé que el ADN inoculado no se integré al genoma
de los dérganos evaluados; estos resultados indican
que efectivamente es segura y elevan su potencial
aplicacién como vacuna anticaries en humanos (59).

También se ha usado el modelo de rata para probar
una vacuna de ADN anticaries denominada pGLUA-P,
formada por el gen que expresa la regién GLU de la
GTF | y las regiones A y P de la proteina PAc del S.
mutans. Se usaron grupos de ratas macho de la cepa
Sprague Dawley (SD), recién destetadas y alimenta-
das con una dieta cariogénica. Se infectaron con S.
mutans y dos dias después se inmunizaron con una
inyeccién de 100 pl de esta vacuna, un grupo fue
inoculado en el musculo femoral, otro en la glandula
submandibular, otro por via subcuténea y el dltimo
grupo control con el vector sin la vacuna. Las ratas
infectadas y vacunadas fueron sacrificadas a los 63
dias y se les extrajeron las mandibulas para hacer



las mediciones de los indices de caries alcanzados
por cada individuo. Los resultados demostraron que
los grupos inmunizados tuvieron una experiencia de
caries significativamente menor que el grupo control,
y que al que se le administré la vacuna cerca a la
glandula submandibular presenté mejor proteccién
que los individuos de los otros grupos (60).

Se ha probado también la proteccion anticaries de la
vacuna de ADN, denominada pGJA-P/VAX, en la cual
fusionaron el fragmento de que codifica para GLU de
la GTFB del S. mutans y el gen para el fragmento A-P
del gen de PAc del S. mutans. Con esta vacuna de
fusién inocularon ratas gnotobidticas y los resultados
demostraron que redujeron los indices de caries cau-
sadas por S. mutans; pero la proteccién contra S. so-
brinus fue muy débil (61). Para mejorar la efectividad
de esta vacuna, este mismo grupo amplificé la vacuna
de fusién con la adicién del fragmento catalitico de la
GTFl de S. sobrinus y lo clonaron dentro del plasmido
pGJA-P/VAX para construir el nuevo plasmido recom-
binante pGJGAC/VAX.

Con esta nueva vacuna evaluaron la respuesta in-
mune humoral en mucosas y la respuesta sistema-
tica en ratones inmunizados, asi como la proteccion
anticaries contra S. mutans y S. sobrinus en un
modelo de rata; de ese modo encontraron que esta
ofrece mayor proteccién contra el S. sobrinus (62).
En la basqueda de una vacuna anticaries que actle
sobre el S. sobrinus, se ha clonado y expresado el
gen de la proteina enolasa de este microorganismo
para obtener una proteina recombinante de esta y
evaluar los posibles efectos terapéuticos en la pro-
teccién contra la caries dental. Para esta evaluacién
se usaron ratas Wistar, que fueron alimentadas
con una dieta sélida y cariogénica a partir del dia
18 de nacimiento e infectadas oralmente con S.
sobrinus durante cinco dias, al cabo de los cuales
se encontraron que en las ratas infectadas estaban
aumentados las concentraciones salivales de IgA 'y
de 1gG y que los puntajes de caries fueron mucho
mas bajos, comparados con las ratas no infecta-
das. Los resultados indicaron que el uso tépico de
enolasa recombinante de S. sobrinus podria usarse
de forma segura y promisoria en vacunas contra la
caries dental en humanos (3).

Si bien el modelo de rata y ratén ha sido fundamental
en el avance del conocimiento de la caries, se de-
ben explorar alternativas que reduzcan su utilizacién,
como la propuesta por Featherstone y colaboradores
(63), cuyo modelo de ciclaje de pH simula el efecto del

proceso carioso y muestra una precision similar a la
del modelo de rata.

CONCLUSIONES

En la presente revisiéon se ha analizado la evidencia
cientifica que permite concluir que el modelo animal, en
especial la rata, ha sido fundamental histéricamente en
el estudio de la caries dental. Estudios en esta especie
han permitido establecer la relacion de la caries con la
presencia de microrganismos en la cavidad oraly con la
dieta, la influencia de las condiciones sistémicas de un
individuo en el avance de esta condicién, el desarrollo
de terapias antimicrobianas y, en el futuro inmediato,
su contribucién especialmente en lo que tiene que ver
con el disefio de terapias para su prevencién.
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