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I1.

RESUMEN
II.1 Inglés

Artificial sweeteners in different formats have been developed as sugar substitutes. Our
group previously demonstrated that solid commercial sweeteners retain a cariogenic
potential, but no information is available on the caries potential of the liquid sweeteners
widely available in the market. Furthermore, the effect of these compounds has been tested
in their pure, rather than the commercial form. The goal of this study, therefore, was to
analyze the cariogenic potential of liquid sweeteners commercialized in Chile.

An in vitro study with a biological model of caries on enamel slabs with Streptococcus
mutans UA159 biofilms was used. Six liquid sweeteners commercialized in Chile were
analyzed: Saccharin, Sucralose, Tagatose, Fructose, “Balanced” Stevia and Pure Stevia.
After biofilm formation, the slabs/biofilms were exposed for 5 days, 3 times per day for 5
min to the treatments, in similar quantities, with the corresponding positive and negative
controls. Media pH was monitored twice per day. At the end of the experiment, the following
outcomes were assessed: acidogenicity, demineralization and from the biofilms biomass and
viable cells was analyzed. The entire experiment was repeated three times, each in triplicate
(n=9). For the statistical analysis, ANOVA and Tukey with a level of significance of 95%
were used. Results indicated that the different sweeteners induced an overall reduction of
about 35% on acidogenicity and over the enamel demineralization, when compared to 10%
sucrose, used as the caries-positive control (p<0.05). No significant differences we observed
on biomass and viable cells among all the sweeteners.

In conclusion, liquid sweeteners marketed in Chile are less cariogenic than sucrose, but

they retain the ability to induce demineralization and should be recommended with caution.

Key words: sweeteners, dental caries, biofilm.



I1.2 Espaiiol

Se han desarrollado endulzantes artificiales en diferentes formatos como sustitutos del
azucar. Nuestro grupo demostrd previamente que los endulzantes en tabletas disponibles en
el mercado conservan un potencial cariogénico, pero no existe informacion respecto al efecto
de estos en caries dental. Ademas, la actividad de estos compuestos ha sido probada en su
forma pura y no en su forma comercial, por lo que el objetivo de este estudio fue analizar el
potencial cariogénico de los endulzantes liquidos comercializados en Chile. En un modelo
biolégico de caries con biofilms monoespecie de Streptococcus mutans UA159 cultivados
sobre bloques de esmalte, se analizaron 6 endulzantes liquidos comercializados en Chile:
Sacarina, Sucralosa, Tagatosa, Fructosa, Stevia Balanceada y Stevia Pura. Posterior a la
formacion del biofilm, los bloques con sus biofilms fueron expuestos a los endulzantes
durante 5 minutos, 3 veces al dia por 5 dias, con los correspondientes controles. Se evaluo
acidogenicidad, desmineralizacion y desde los biofilms se analizo biomasa y células viables.
El experimento fue repetido tres veces, cada uno en triplicado (n=9). Los datos se analizaron
mediante ANOVA y Turkey, con un nivel de significancia del 95%. Los diferentes
endulzantes indujeron una reduccioén global de alrededor del 35% en la acidogenicidad y
desmineralizacion del esmalte, en comparacién con el control positivo (p<0,05). No se
observaron diferencias significativas en la biomasa y células viables entre los endulzantes.
Los endulzantes liquidos comercializados en Chile parecen ser menos cariogénicos que la
sacarosa, pero conservan la capacidad de inducir desmineralizacion y debiesen ser
recomendados con cautela.

Palabras Claves: endulzantes, caries dental, biofilm.



I11.

INTRODUCCION

La caries dental sigue siendo la enfermedad cronica no transmisible més prevalente a
nivel global, su prevalencia ha aumentado durante los ultimos 25 afos; en el afio 2015 su
prevalencia superaba el 40% de la poblacion mundial y en Latinoamérica Andina era de un
54,9% (1) y por tanto su estudio y nuevas estrategias de prevencion y tratamiento siguen

siendo relevantes y un tema prioritario en materias de salud publica.

La enfermedad de caries se define como una disbiosis ecologica dependiente de azucar,
causada por patobiontes (2). En presencia de una dieta, balanceada y baja en azucares, las
bacterias del biofilm son capaces de metabolizar los carbohidratos y producir &cidos,
principalmente &cido lactico (3). Cuando el consumo de azlcares es frecuente, se crea un
desequilibrio en la microbiota oral (4), denominado disbiosis, provocando una alteracion en
el biofilm, privilegiando a las bacterias aciduricas y acidogénicas(5), lo que conlleva un
aumento de la acidez, bajando el pH a nivel del punto critico para la desmineralizacion del

esmalte (pH 5.5)(6).

Por otra parte, la obesidad y el sobrepeso se han convertido en un serio problema de
salud, debido al estilo de vida al que estd sometida la poblacion (7). Los indices de sobrepeso
y obesidad han aumentado considerablemente durante los ultimos 35 afios, con un tercio de
la poblacion mundial clasificada como obesa o con sobrepeso (8). En Chile, segin la
Encuentra Nacional del Salud 2016-2017, el 71% de la poblacion presenta sobrepeso u
obesidad.

En ese contexto, los endulzantes han surgido como una forma de reemplazar el consumo
de sacarosa en productos bebestibles (9). Segln el estudio de mercado de Nielsen Scantrack
realizada el 2019, el 89% de los consumidores de endulzantes prefiere el formato liquido y
de estos el 51% opta por stevia, un 20% por sucralosa, 19% por sacarina y un 10% por otros.
La Sacarina es 300 veces mas dulce que la sacarosa, es excretada por medio de la orina y
puede traspasar la placenta e interferir con la lactancia, por lo que no se recomienda en

mujeres embarazadas o lactantes (10). La Sucralosa es entre 500 a 700 veces mas dulce que



el azlicar, no aporta energia, es muy soluble en agua y estable bajo condiciones normales (7,
11). La Stevia es un endulzante natural extraido de las hojas de la Stevia rebaudiana bertoni,
no se absorbe y no tiene valor energético en kilocalorias. Es de 100 a 300 veces mas dulce
que la sacarosa.(12). La Tagatosa, por su parte, es un monosacarido natural, no caldrico que
posee un dulzor equizalente al 92% de la sacarosa, aunque solo aporta 0,12Kcal/gr. Presenta
propiedades prebioticas y se ha utilizado para el tratamiento de enfermedades como diabetes
y obesidad, ya que disminuye el nivel de glucosa en la sangre (13-15). La fructosa es un
monosacarido derivado de la hidrélisis la sacarosa, ampliamente indicado como
reemplazante del azicar en pacientes diabéticos debido a su menor aporte caldrico. No
obstante, la fructosa ha sido reportada como mas acidogénica que la sucralosa (16, 17). Estos
endulzantes, a diferencia de los azlcares, son poco metabolizados por la microbiota de la
cavidad bucal, lo que repercute en una menor produccion de acidos, utilizando diferentes vias
de metabolizacién que no llegan a la produccion de estos (18). Los endulzantes o sustitutos
de sacarosa, se pueden encontrar en formato sélido y liquido. En el campo odontologico, sélo
existen estudios de endulzantes solidos. Al ser liquidos presentan una menor adherencia a la
superficie dentaria y menor dificultad para su remocion, lo que seria un factor positivo en
cuanto al potencial de cariogenicidad que presentarian estos tipos de endulzantes, pero esta

especulacion no ha sido probada experimentalmente.

Diversos estudios han evaluado el potencial cariogénico de los endulzantes, tanto
naturales como artificiales, describiéndolos como no cariogénicos(19). En un estudio in vitro
de cariogenicidad de endulzantes en formato solido, llevado a cabo por nuestro equipo de
investigacion en Cariologia, se reportd que Sacarina, Stevia y Sucralosa presentaban una
acidogenicidad significativamente menor a sacarosa y a fructosa. Todos los endulzantes
presentaron menor desmineralizacion y produccion de polisacéaridos extracelulares insolubles
en comparacion con sacarosa, exceptuando la fructosa, que se comport6 de manera similar a

la sacarosa (16).

Existe una gran variedad de endulzantes liquidos comercializados en Chile, estos se

componen de agua, el sustituto y conservantes, como se indica en la Tabla 1.



Tabla 1. Endulzantes liquidos utilizados y sus ingredientes

Endulzante liquido

Marca

Ingredientes (por 100 mL)

Sucralosa Natura list Agua purificada, Sucralosa (1,84g), 4acido
benzoico y metilparabeno.

Sacarina Tottus Agua purificada, endulcorantes (ciclamato sddico
(12g), Sacarina sddica(3,0g)), acido benzoico y
metilparabeno

Fructosa Daily Agua purificada, Fructosa (15g), Sucralosa (3,2g),
citrato de potasio, acido citrico, sorbato de potasio

Tagatosa Tagatesse Agua, tagatosa (20g), Sucralosa (2,5g), acido
citrico, sorbato de potasio.

Stevia Balanceada Naturalist Agua purificada, Stevia (extracto de stevia
rebaudiana 2,4g), Sucralosa (2,3g) acido citrico
citrato de sodio, benzoato de sodio

Stevia Pura Del Alba Agua purificada, Stevia (2,0g), acido citrico,

sorbato de potasio

Si bien existen estudios que evaltian el potencial cariogénico de los diferentes sustitutos

que se utilizan hoy en dia, estos son mas bien del sustituto en si y no del producto

comercializado (20-24). Por consiguiente, no se sabe cual es el real nivel de

desmineralizacion, la relevancia en la enfermedad de caries y si realmente son menos

cariogénicos que los comercializados en formato sélido o que la sacarosa. Dado que no

existen estudios que evaluen la cariogenicidad entre endulzantes liquidos, el proposito del

presente estudio fue determinar el potencial cariogénico de algunos endulzantes liquidos

representativos de los disponibles en el mercado chileno; Sacarina, Sucralosa, Tagatosa,

Stevia y Fructosa, en un modelo de caries con un biofilm de S. mutans, in vitro.




IVv.

MATERIALES Y METODOS

IV.1 Disefio Experimental

Este estudio evalud in vitro la cariogenicidad provocada por endulzantes liquidos en
bloques de esmalte dental bovino. Para esto, se utiliz6 un modelo de caries monoespecie, con
biofilms de S. mutans, previamente validado (25), pero con modificaciones. Este modelo ha

sido utilizado extensamente en la Unidad de Cariologia de la Universidad de Talca (26, 27).
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Figura 1. Esquema del disefio experimental. Se utilizaron bloques de esmalte bovino
como sustrato para la formacion de biofilms de S. mutans UA159, siendo conservados en
caldo cerebro-corazén (BH) por 5 dias, a 37°C y COz al 10%, en un ambiente anaerdbico y
expuestos durante 5 minutos, 3 veces al dia a los tratamientos correspondientes (Sacarina,

Sucralosa, Fructosa, Tagatosa, Stevia balanceada y Stevia pura)

IV.2 Obtencion de las muestras

Para este procedimiento, fueron utilizados 200 dientes incisivos de bovinos, los cuales
previamente fueron almacenados en un depoésito de NaOCI al 5%, para posteriormente ser
limpiados y seleccionados visualmente eliminando dientes con defectos o fracturas de
esmalte. Los dientes seleccionados fueron posicionados en placas de resina acrilica y fijados
con cera. Posteriormente en la cortadora eléctrica (LECO VC50 Diamond Saw, Michigan,
EE.UU) con un disco diamantado se seccion6 el diente para separar corona-raiz. Luego,
utilizando discos diamantados en pieza de mano se obtuvieron 74 bloques de esmalte cuyas
dimensiones fueron de 4x7x2 mm. Se alis6é y pulié la cara del bloque relacionada a la

superficie del esmalte, mientras que la otra cara s6lo fue alisada. Se utiliz6 una méquina



pulidora y rectificadora (SS200, Leco, St. Joseph, MI, EE.UU.) con discos de lija de distintos
grosores para pulir la cara superficial del esmalte, desde el grano més grueso hasta el mas
fino en el siguiente orden de grano: 400, 600, 800 y 1200, para posteriormente realizar un
pulido final con discos de pulido (Soflex, 3M, Saint Paul, MN, EE.UU). Sobre la superficie
de esmalte se realizaron 3 indentaciones separadas 100 um entre si, con una presion de 5 gr
durante 10 segundos, utilizando un microindentador (402 MVD, Wolpert Wilson
Instruments, Illinois, EE.UU) para medir la microdureza superficial Knoop (DS). Luego de
obtener los datos, se determin6 el promedio de DS, para posteriormente seleccionar solo
aquellos bloques que no se alejaron mas del 10% del promedio. Los bloques seleccionados
fueron asignados aleatoriamente a uno de los 8 grupos experimentales en triplicado y fueron
suspendidos verticalmente dentro de un pocillo de placas de cultivo de 24 pozos, mediante

un armazon metalico para posteriormente ser esterilizados.

IV.3 Preparacion de las soluciones
Se seleccionaron 5 endulzantes liquidos: Sucralosa, Sacarina, Stevia, Tagatosa y
Fructosa. Para determinar la marca de endulzante a utilizar se incluyeron aquellos que

tuvieran la menor cantidad de excipientes, seleccionando finalmente:

Tabla 2. Endulzantes utilizados y su pH en solucién acuosa.

Endulzante liquido Marca pH solucion en 200 ml agua
Sucralosa Natura list 5,38
Sacarina Tottus 6,08
Fructosa Daily 5,35
Tagatosa Tagatesse 5,13
Stevia Balanceada Naturalist 4,55
Stevia Pura Del Alba 5,06

Para determinar el promedio de gotas de endulzante utilizadas por la poblacion en 200
mL, se utiliz6 el programa G*Power 3(28) para determinar el tamafio muestral a encuestar.
Se realiz6 una encuesta a 70 personas de rangos de edad 18-65 afios, el rango de consumo en

gotas vario de 5 a 45 gotas. Los encuestados relataron consumir: Sucralosa, Stevia, Sacarina
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y Tagatosa. Finalmente, el promedio de gotas utilizadas por los participantes para endulzar
una tasa de t¢ de 200 mL de agua, fue de 13 gotas. Esta concentracion fue la que se utilizo

en el modelo experimental.

IV.4 Reactivacion de S. mutans

Cepas de trabajo de 3° generacion de S. mutans UA159 fueron retiradas del freezer a -
80°C y descongeladas gradualmente para posteriormente ser sembrada en una placa de agar
BH e incubadas durante 24 horas a 37°C con 10% CO.. Posteriormente, previo a la
verificacion de la pureza de la cepa, se seleccionaron 3-5 UFC y se traspasaron a 10 ml de
caldo BH suplementado con sacarosa al 1%, para luego ser incubadas por 24 horas a 37°C
con 10% CO», previo a verificacion de pureza del caldo por medio de tincion de Gram. Se
centrifug6 el cultivo durante 5 min a 1500 g para eliminar el sobrenadante. Finalmente, para
obtener el stock bacteriano, se tomaron 100 pL de la suspension y se inocularon a 50 mL de

caldo BH suplementado con sacarosa al 1%.

IV.5 Exposicion de los biofilms

La division aleatoria de los bloques fue realizada en los grupos experimentales, donde
luego fueron transferidos a una nueva placa, en la cual se aplicaron los tratamientos. Los
biofilms sobre los bloques fueron inmersos en los tratamientos durante 5 minutos, 3 veces al
dia en horarios predeterminados (9:00, 13:00, 17:00). Luego de la aplicacion, los biofilms
fueron lavados con NaCl 0,9% y recolocados en la placa original con caldo de cultivo BHI,
el cual fue cambiado dos veces al dia, posterior de la primera exposicion y después de la
Giltima exposicion diaria. El experimento se extendié por 5 dias, tiempo suficiente para la

formacion de lesiones sobre el esmalte (29) (Figura 1)

IV.6 Acidogenicidad del biofilm

Para la determinacién de la acidogenicidad de biofilm, se midi6 el pH del caldo de cultivo
dentro de los pocillos con un electrodo (9157BNMD, Thermo Scientific, Beverly, EEUU)
acoplado a un pH metro digital portatil (Orion Star A211, Thermo Scientific). Esto se realizd

2 veces al dia en cada cambio de medio y durante todo el experimento.
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IV.7 Analisis del biofilm

Luego de 5 dias, los biofilms fueron lavados con NaCl 0,9% tres veces transferidos a
tubos Eppendorf con 1,0 mL de NaCl 0,9%. Los biofilms y los bloques fueron sonicados por
30 s a7 W, separando el biofilm de los bloques de esmalte. Los bloques fueron separados y
guardados para determinar el porcentaje de pérdida de dureza de superficial (%PDS). La
suspension remanente en el tubo con la totalidad del biofilm fue utilizada para la
determinacion de: microorganismos viables, biomasa, proteinas totales solubles y

polisacaridos intra y extracelulares, como se describe brevemente a continuacion:

IV.7.1.1 Peso Seco

Se transfirio 200 pL de suspension del biofilm a un tubo Eppendorf previamente pesado,
se le adicion6 600 pL de etanol al 100%, se refrigerd a — 20°C por 15 minutos y se centrifugd
a 10.000 g, a 4°C por 15 minutos (Thermo scientific, Heraeus Megafuge 16R, Massachusetts,
EE.UU). Se descartd el sobrenadante para luego agregar 200 pL de etanol al 75% vy
centrifugar nuevamente a 5.000 g, 4°C por 15 minutos. Por ultimo, se descartd el
sobrenadante y se dejé cada tubo con la tapa abierta hasta evaporar todos los componentes
liquidos. Posteriormente se volvieron a pesar los tubos. Al peso final se le resté el peso inicial
y se obtuvo el peso seco del biofilm extraido de los bloques, el cual fue expresado como

mg/mL de suspension de biofilm de S. mutans (30).

IV.7.1.2 Microorganismos Viables

Desde la suspension inicial de biofilm en NaCl 0.9% se diluyeron de forma seriada 100
uL, realizando un total de 12 diluciones (v/v) en NaCl 0.9%. De cada una de las diluciones
fueron sembrados 10 pL. de suspension en agar BHI en duplicado, para luego incubarlos por
24 horas a 37°C y 10% de CO,. Se considero6 aquellas colonias desarrolladas en la dilucion
mas alta que permitieran ser contadas, posteriormente, los datos fueron corregidos por el
factor de dilucidon y normalizadas por el peso seco, siendo expresadas como UFC/mg de peso

seco de biofilm.

12



IV.8 Desmineralizacion del esmalte

El grado de desmineralizacion de esmalte producido por los diferentes endulzantes, se
evalu6 mediante el test de microdureza superficial Knoop. La dureza superficial de los
bloques de esmalte fue nuevamente medida utilizando el microidentador (402 MVD, Wolpert
Wilson Instruments, Illinois, EE.UU) a través de tres indentaciones realizadas al final del
experimento, separadas por 100 pm de distancia de las indentaciones iniciales. Los valores
de las tres indentaciones iniciales y finales a los tratamientos se promediaron y el %PDS fue
calculado [(promedio de dureza inicial - dureza promedio después del experimento) x 100] /

dureza inicial].

IV.9 Analisis estadistico

Luego de realizar la prueba de normalidad, los resultados de las pruebas fueron
comparados mediante Anova, seguido de andlisis pareado con el test de Tukey, utilizando el
software SPSS version 20.0 (IBM Corporation, New York, USA). Las diferencias se

consideraron significativos si el valor p era inferior a 0,05.
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V.

RESULTADOS
V.1 Acidogenicidad

e Control + e Control - Sacarina Fructosa
e Sucralosa e Tagatosa e Stevia Pura e Stevia Balanceada
6,10
5,90
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5,50
T
T 530
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Figura 2: Acidogenicidad de medios de cultivo de biofilms de S. mutans al ser
sometido a los diferentes endulzantes liquidos. La figura muestra valores promedio de pH
del medio de cultivo (n=3) de acuerdo a los grupos evaluados. En la parte superior estan
senalados los diferentes tratamientos. (*) indica diferencias significativas entre los grupos

(p<0,0001)

En la Figura 2 se puede observar la acidogenicidad de los biofilms. Durante el
experimento se observan alzas y caidas de pH ciclicas, emulando la situacioén bucal. El pH
de todos los tratamientos se mantiene sobre 5,5. A las 108 horas se registraron los valores de
pH mas bajos, pero alin asi este no sobrepasa el pH critico, a diferencia de lo que ocurre con
el control positivo (sacarosa 10%), el cual presenta una acidogenicidad bajo pH 5,5,
destacando la hora 108 donde presenta un pH 4,6. Se encontraron diferencias significativas

entre los endulzantes y el control positivo desde las 56 horas (p<0,0001).
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V.2 Desmineralizacion
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Figura 3: Pérdida de dureza superficial (%PDS) en esmalte post tratamiento. Las
barras representan el promedio de %PDS del bloque de esmalte (n=9) las barras de error
indican la desviacion estandar. Las letras diferentes demuestran diferencias significativas

entre grupos (p<0.0001).

En relacion con la desmineralizacion del esmalte (Figura 3), los endulzantes indujeron una
menor demineralizaciéon que el control positivo (Sacarosa 10%) (p<0.0001), la que fue
similar al control negativo (NaCl al 0,9%). Observamos diferencias entre Stevia Balanceada
y Sucralosa, Tagatosa y Stevia pura (p<0,05). Stevia Pura mostré el valor mas bajo de

desmineralizacion, sin diferencias con el control negativo, sugiriendo que es no cariogénica.

15



V.3 Biomasa

mg

Figura 4: Biomasa inducida por los endulzantes evaluados. Las barras representan el
promedio de Biomasa obtenida por medio del peso seco del biofilm de cada tratamiento (n=3)
en esmalte. Las barras de error indican la desviacion estandar. Las letras diferentes muestran

diferencias significativas entre grupos (p<0,05).

A pesar de que los resultados de biomasa (Figura 4) no arrojaron diferencias
significativas entre los grupos (p>0,05), los biofilms expuestos a sacarina, mostraron una
tendencia hacia una menor cantidad biomasa respecto a los demés endulzantes, con valores
inferiores al control negativo (NaCl al 0,9%). Por otro lado, Fructosa presenta una tendencia
a una mayor formacion de biofilm, a diferencia del resto de los endulzantes y del control

negativo.
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V.4 Microorganismos Viables
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Figura 5: Microrganismos viables de los biofilms de S. mutans. La cantidad de
bacterias producidas por los biofilms de S. mutans expuestos a los endulzantes fueron
contadas y expresadas en UFC. Las barras representan el promedio de colonias de S. mutans
obtenidas por cada tratamiento (n=3) en esmalte. Las barras de error indican la desviacion
estandar. Las letras diferentes representan diferencias significativas entre los grupos

(p<0.05).

No se observo una diferencia significativa entre la cantidad de colonias de S. mutans
halladas entre los controles positivo y negativo (p>0,05), no obstante, hubo una tendencia
hacia un mayor recuento por parte del control positivo (sacarosa 10%). Tampoco se
observaron diferencias significativas entre los endulzantes (p>0,05), pero se registraron

menores recuentos en Sacarina, Sucralosa y Stevia pura, siendo estos mayores que el control

negativo (NaCl 0,9%)
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VI

DISCUSION

En este estudio los endulzantes resultaron ser menos cariogénicos que la sacarosa, principal
azlcar asociada con la formacion de caries dental (4, 31). Stevia y Sucralosa inhibieron la
produccion de acidos por parte de S. mutans, lo que explicaria la baja desmineralizacion
evidenciada. Estos resultados son consistentes con estudios previos (23, 24). De igual forma,
los endulzantes utilizados parecen reducir el nimero de bacterias que se adhieren a la
superficie dental, ya que inhiben la sintesis de polisacaridos extracelulares (23, 24). En
estudios previos en donde se utilizo una mezcla de sacarosa y tagatosa se evidencié un efecto
inhibidor en la produccion de polisacaridos insolubles y de 4cidos en comparacion con sélo
sacarosa(20, 21). Ademas, estos endulzantes generan un ambiente que dificulta la formacion
de la pelicula adquirida, afectando la agregacion bacteriana de los colonizadores primarios
para la formacion del biofilm, ya que interfieren con la actividad de las glucosiltransferasas

(20, 21, 32).

En comparacion con lo reportado previamente sobre el potencial cariogénico de
endulzantes comercializados en formato de pastilla (16), el presente estudio ha evidenciado
hallazgos similares. Los endulzantes liquidos resultaron ser menos acidogénicos que la
sacarosa, tal como habia sido planteado anteriormente (33). Sacarina, Stevia y Sucralosa
presentaron menores caidas de pH en comparacion con sacarosa (Figura 1). En el estudio
previo con endulzantes so6lidos, la Fructosa en pastillas present6 una caida de pH mayor en
comparacion a la registrada en este estudio por parte de la Fructosa en formato liquido. Esto
se puede deber a que en el estudio de endulzantes sélidos el formato comercializado que se
utilizd contenia solo Fructosa, mientras que la utilizada en la presente investigacion
corresponde a una mezcla entre fructosa y sucralosa, por lo que sucralosa compensaria la
baja de pH, ademds de la desmineralizacion producida, esto asociado a la capacidad de la

sucralosa de no contribuir con una baja del pH (23).
Similar a lo reportado anteriormente (16), se mostrd que frente a la desmineralizacion

producida por los endulzantes en comparacion con sacarosa, todos estos produjeron una

desmineralizacion significativamente. Se puede apreciar una tendencia por parte de Stevia
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pura de producir una menor desmineralizacion, asociado principalmente a la capacidad de
esta sustancia de inhibir la produccidn de &cidos y dificultar la agregacion bacteriana para la
formacion del biofilm (24). Cabe destacar que estos resultados ocurren con un pH de la
solucion menor a los otros endulzantes (Tabla 2), pero que no se ve reflejado en la
acidogenicidad del medio de cultivo, considerando que el pH de Stevia pura siempre fue
mayor a 5.6, por lo que se hace alin mas interesante el bajo nivel de cariogenicidad de este

endulzante en particular.

A pesar de que previamente se reporté una reduccion en la formacion de colonias
bacterianas por parte de Sacarina y Stevia, lo que se coincide con lo encontrado en el presente
estudio, esta reduccién en comparacidon con los otros grupos no fue significativa,
probablemente debido a razones técnicas en el manejo de los cultivos bacterianos. Se debe
refinar la metodologia para lograr resultados mas precisos y con claras diferencias entre los
controles. Frente a la exposicion a sacarosa, se observa un aumento en la actividad metabdlica
bacteriana (34), lo que se traduce en un aumento de la biomasa (22). En este estudio, sacarosa
mostrd volumenes mayores de biomasa que el resto de los grupos (Figura 4), aunque estas
diferencias no fueron significativas, probablemente debido a la amplia variacion de los
valores obtenidos. Al igual que en el estudio de los endulzantes sélidos, sacarina present6 un
menor volumen de biomasa, a pesar de que no se pudieron detectar diferencias significativas,

desde el punto de vista estadistico, con el resto de los grupos ni de los controles.

Es importante considerar el pH inicial de las soluciones (Tabla 2) a las cuales se
expusieron los biofilms. Todas excepto Sacarina presentaban pH bajo 5,5, siendo este
denominado como pH critico para la desmineralizacion del esmalte (6). A pesar del bajo pH
de las soluciones, los niveles de acidogenicidad del medio y de desmineralizacién de los
bloques no se condicen con la acidez de los endulzantes. Esto podria deberse a que a pesar
de la baja de pH, S. mutans no es capaz de metabolizar estas sustancias, por ende no puede
formar acidos y lograr mantener el pH acido en el tiempo (35). Por consiguiente, si S. mutans
no es capaz de metabolizar estas productos de forma eficiente para poder desarrollar sus
factores de virulencia, es de esperar que no se vea afectada ni la acidogenicidad del medio de

cultivo ni la desmineralizacion de la superficie de esmalte, aunque si es importante evaluar
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cual seria la repercusion a largo plazo del consumo de estas sustancias con pH acidos, tanto
en la cariogenicidad, como en el potencial de generar desgaste dental erosivo u otro trastorno

no carioso. Este tema es de interés, pero no ha sido investigado.

Al evaluar los resultados en su conjunto, los endulzantes presentaron un potencial
cariogénico inferior al de la sacarosa, por lo que serian menos cariogénicos. Los mecanismos
detrés de esta observacion se asocian a una probable incapacidad de S. mutans de metabolizar
estas sustancias. Si estos resultados son confirmados por estudios clinicos, se podrian
incorporar a programas de promocion de salud general y bucal como suplementos
alimenticios seguros. En particular Stevia pura y Tagatosa pueder ser promovidos como
endulzantes de eleccion frente a sacarina, sucralosa, los cuales han sido asociados con efectos
no deseables tanto en la vida cotidiana como durante el embarazo y la lactancia (36).
Adicionalmente, seria interesante conocer los detalles que podrian generar a largo plazo el
uso de estas sustancias a nivel de esmalte no asociado a caries, sino a lesiones no cariosas

erosivas, vinculado al bajo pH de los excipientes utilizados en estos productos.

En conclusion, los endulzantes liquidos comercializados en Chile parecen ser menos
cariogénicos que la sacarosa, pero conservan una cierta capacidad de inducir
desmineralizacion y debiesen ser recomendados con cautela. Se sugieren otras

investigaciones para confirmar estos hallazgos.
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