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RESUMEN
Palabras clave: Streptococcus mutans, crecimiento celular, bebidas azucaradas, azicares reductores.
Introduccion

El 50% de la poblacién infantil entre las edades de 3 y 12 afios desarrollan caries dental. La aparicion de la
caries estd determinada por multiples factores que incluyen: habitos dietéticos, composicién y cantidad de
saliva, asi como el pH y desequilibrios del microbiota oral. Considerando que el consumo de azicares
contenidos en productos comerciales, entre gran parte de la poblacién infantil en México, es considerada una
de las variables etioldgicas modificables de la caries, la correcta orientacidén de hdbitos alimenticios contribuye
en la salud bucal. El objetivo de este trabajo fue evaluar el crecimiento de S. mutans una bacteria etioldgica de
la caries dental, en presencia de diferentes bebidas comerciales azucaradas como fuente principal de carbono.

Metodologia

Las condiciones de cultivo y crecimiento de la cepa Streptococcus mutans UA130 (ATCC 700611) fueron
basadas en la ficha técnica de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, AD). En 100 mL de
caldo Tripticaseina de Soya (TS) contenido en un matraz Erlenmeyer-200 mL, se inocularon 1.2x108 células/mL
a una Densidad Optica (DO) de 0.2-0.5 en la escala de McFarland (0.2) y una longitud de onda de 600 nm
(Espectrofotometro SmartSpec™ Plus; Bio-Rad). Transcurridos 5 minutos de incubacién del inéculo a 24 h 'y
37 °C, se tomd una muestra (tiempo 0), de 3.5 mL repartidos en 500 mL para medir Absorbanciaeoonm Yy
concentracién celular (células/mL); 1.5 mL para medir pH (PC820 Kit, Apera); y 1.5 mL para evaluar
concentracién de aziicares reductores (mg/mL) por el método del Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Se tomaron
muestras cada hora por 8 horas. Se procedié igual para los cultivos de S. mutans con 1% de cada bebida
azucarada prevista en el estudio: Refresco de cola (regular), Jugo de fruta sabor mango, formula lactea infantil
etapa 3, yogurt bebible de fresa, Jugo de fruta sin azicares afiadidos sabor manzana y leche saborizada sabor
chocolate. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Resultados y Discusion

El cultivo de S. mutans en caldo nutritivo de TS, se tomé como referencia de control para comparar con el resto
de los cultivos con bebidas azucaradas. En el andlisis estadistico de comparacién de las cinéticas de crecimiento
aplicando la prueba ANOVA de una via; no se observaron diferencias significativas entre los cultivos
experimentales y el cultivo control. En cuanto al pH se muestra una disminucién en los cultivos adicionados de
glucosa, bebidas lacteas y bebidas azucaradas. En general, se aprecia un pH promedio de 6,99+0,17 a unos
minutos después de la inoculacion. El pH disminuy6 en un lapso de 1h y durante las 4 h posteriores, alcanzando
una estabilidad en 4.96+0.26.

S. mutans es una bacteria neutréfila que tolera pH en el rango de 5.5-8.5 para su 6ptimo crecimiento. Los
resultados revelaron la ausencia de significancia estadistica entre los grupos analizados y el grupo control
(caldo-TS), dado que todos obtuvieron un valor de p>0.9999. El cultivo de S. mutans en caldo TS es formulado
comercialmente con 8.33% de D-Dextrosa (2.5 gr/L)). Comparando estadisticamente los resultados de azicares
reductores, no se encontraron diferencias significativas en los grupos experimentales que inclufan jugos o
bebidas azucaradas. Sin embargo, en los ensayos experimentales con bebidas lacteas, se encontraron diferencias
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significativas en el orden de la férmula infantil (p < 0.0001), el yogurt bebible de fresa (p = 0.0010) y la leche
saborizada de chocolate (p = 0.0006), respectivamente.

Conclusiones

S. mutans cuenta con un metabolismo rdpido y en este estudio denota un rdpido consumo de azicares
especialmente los contenidos en bebidas lacteas con que fue suplementado el caldo TS, evidenciando una fase
de adaptacién rdpida y un crecimiento exponencial sostenido. La disminucién del pH es proporcional al
crecimiento bacteriano y depende del tipo de azicar contenido y afiadido al cultivo. Existe una relacién con el
azucar que se encuentra en las bebidas lacteas, pues permite un crecimiento inmediato; mientras que en
presencia de las otras bebidas azucaradas comerciales la bacteria requiere al menos 1h de adaptacién. El mayor
crecimiento de S. mutans en un menor tiempo, fue con la adicién de formula infantil al caldo TS, seguido por
el yogurt bebible y la leche sabor chocolate con un crecimiento semejante y ligeras diferencias en el tiempo de
maéxima proliferacion. En este estudio se concluye que la proliferacion de S. mutans es dependiente del tipo de
azucar y la formulacién de la bebida comercial azucarada. Los hallazgos indican la continuidad de un estudio
in vitro con piezas dentales en contacto con las bebidas azucaradas aqui evaluadas, para determinar el tiempo,
mecanismo y grado de formacién de caries en presencia de S. mutans.
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ABSTRACT
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Introduction

Fifty percent of the child population between the ages of 3 and 12 years develops dental caries. The appearance
of caries is determined by multiple factors including: dietary habits, composition and quantity of saliva, as well
as pH and imbalances of the oral microbiota. Considering that the consumption of sugars contained in
commercial products, among a large part of the child population in Mexico, is considered one of the modifiable
etiological variables of caries, the correct orientation of dietary habits contributes to oral health. The objective
of this work was to evaluate the growth of S. mutans, a bacterium that causes dental caries, in the presence of
different commercial sugary drinks as the main carbon source.

Methodology

The culture and growth conditions of the strain Streptococcus mutans UA130 (ATCC 700611) were based on
the technical data sheet of the American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, AD). In 00 mL of
Trypticasein Soy (TS) broth contained in a 200 mL Erlenmeyer flask, 1.2x108 cells/mL were inoculated at an
Optical Density (OD) of 0.2-0.5 on the McFarland scale (0.2) and a wavelength of 600 nm (SmartSpec™ Plus
Spectrophotometer; Bio-Rad). After 5 minutes of incubation of the inoculum at 24 h and 37 °C, a sample (time
0) of 3.5 mL was taken, divided into 500 mL to measure absorbance 600 nm and cell concentration (cells/mL);
1.5 mL to measure pH (PC820 Kit, Apera); and 1.5 mL to evaluate the concentration of reducing sugars
(mg/mL) by the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method. Samples were taken every hour for 8 hours. The same
procedure was followed for the S. mutans cultures with 1% of each sugary drink planned in the study: cola soft
drink (regular), mango-flavored fruit juice, stage 3 infant milk formula, strawberry drinkable yogurt, apple-
flavored fruit juice without added sugars, and chocolate-flavored flavored milk. All experiments were
performed in triplicate.

Results and Discussion

The S. mutans culture in TS nutrient broth was used as a control reference to compare with the rest of the
cultures with sugary drinks. In the statistical analysis of the comparison of the growth kinetics using the one-
way ANOVA test, no significant differences were observed between the experimental cultures and the control
culture. Regarding the pH, a decrease is shown in the cultures added with glucose, dairy drinks and sugary
drinks. In general, an average pH of 6.99+0.17 is observed a few minutes after inoculation. The pH decreased
in a period of 1 h and during the following 4 h, reaching a stability at 4.9640.26. S. mutans is a neutrophilic
bacterium that tolerates pH in the range of 5.5-8.5 for optimal growth. The results revealed the absence of
statistical significance between the analyzed groups and the control group (TS broth), since all obtained a value
of p>0.9999. The S. mutans culture in TS broth is commercially formulated with 8.33% D-Dextrose (2.5 gr/L).
Statistically comparing the results of reducing sugars, no significant differences were found in the experimental
groups that included juices or sugary drinks. However, in the experimental trials with dairy drinks, significant
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differences were found in the order of infant formula (p < 0.0001), strawberry drinkable yogurt (p = 0.0010)
and chocolate flavored milk (p = 0.0006), respectively.

Conclusions

S. mutans has a fast metabolism and in this study, it shows a rapid consumption of sugars, especially those
contained in dairy drinks with which the TS broth was supplemented, evidencing a rapid adaptation phase and
sustained exponential growth. The decrease in pH is proportional to bacterial growth and depends on the type
of sugar contained and added to the culture. There is a relationship between the origin of the sugar contained in
dairy drinks, since they allow immediate growth, while in the presence of other commercial sugary drinks the
bacteria require at least 1 hour of adaptation. The greatest growth of S. mutans in a shorter time was with the
addition of infant formula to the TS broth, followed by drinkable yogurt and chocolate-flavored milk with
similar growth and slight differences in the time of maximum proliferation. In this study it is concluded that the
proliferation of S. mutans is dependent on the type of sugar and the formulation of the commercial sugary drink.
The findings indicate the continuation of an in vitro study with dental pieces in contact with the sugary drinks
evaluated here, to determine the time, mechanism and degree of caries formation in the presence of S. mutans.
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1. Introduccion

El 50% de la poblacién infantil entre las edades de 3 y 12 afios desarrollan caries dental. La
aparicion de la caries estd determinada por multiples factores que incluyen: hdbitos dietéticos,

composicion y cantidad de saliva, pH y desequilibrios del microbiota oral.

Por microbiota se entiende el conjunto de todos los microorganismos, que bajo condiciones
fisiolégicas o patoldgicas precisas y en un ambiente especifico, viven y colonizan en

simbiosis. Se refiere al ecosistema natural de la cavidad oral.

La caries dental es la enfermedad oral mds comun, que inicia tras el desarrollo de la placa
dental. Streptococcus mutans es una bacteria anaerobia Gram positiva involucrada en el
desarrollo de caries. Coloniza la superficie dental a través de la adhesién dependiente e
independiente de la sacarosa utilizando glucoproteinas para adherirse. La sacarosa es una
fuente esencial de polisacdridos extracelulares en la biopelicula de la placa dental

cariogénica.

La caries dental es una enfermedad causada por el aumento de bacterias cariogénicas en un
microbioma en disbiosis, relacionada directamente con el metabolismo de carbohidratos
fermentables. Como resultado de ello, estas bacterias producen dcido lactico que disminuye
considerablemente el pH del ambiente oral (pH de 3.8), lo cual propicia la desmineralizacion
de las superficies dentales. Esta es considerada una enfermedad multifactorial, la cual puede
aparecer cuando existe elevado consumo de azicar, hdbitos alimentarios no saludables en

conjunto con disbiosis del microbioma.
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La caries dental puede provocar abscesos y causar dolor de piezas dentales, lo que
compromete la capacidad para comer, dormir y restringe la actividad normal de los pacientes
pedidtricos. Estas se producen después de la erupcidn y presentan un carédcter dindmico de
progresién, cuya evolucion natural terminard en la destruccion total del diente. Es posible

frenar dicha evolucion si se implementan las medidas preventivas adecuadas.

Bajo esta problemadtica, se formula la siguiente pregunta: ;Cémo impacta la cantidad y el
tipo de azucares contenidos en bebidas procesadas y de formula infantil, en el crecimiento de

Streptococcus mutans?

Tomando en cuenta que el consumo de azicares es una de las variables etioldgicas
modificables de la caries, la correcta orientacion de habitos alimenticios tendra una buena
contribucion para la salud bucal. Esta investigacion pretende lograr la educacion de padres e
hijos, crear conciencia en los cuidadores para poder disminuir el desarrollo de caries en la
poblacién infantil, lo cual evitaria tratamientos dentales radicales donde se produzca la

pérdida del 6rgano dental y aumente la calidad de vida de nuestros pacientes.

El objetivo de este trabajo es Evaluar el efecto de azucar contenida en bebidas comerciales y
férmula lactea, en el desarrollo de Streptococcus mutans UA 130, cuando son adicionadas al

caldo Tripticaseina de Soya.

Las condiciones de cultivo y crecimiento de la cepa Streptococcus mutans UA130 (ATCC
700611) se desarrollaron segin la ficha técnica de la American Type Culture Collection

(ATCC, Rocville, AD). A partir de 100 mL de caldo Tripticaseina de Soya presente en un
14



matraz Erlenmeyer de 200 mL, se inocularon 1.2x10% células/mL a una Densidad Optica
(DO) de 0.2-0.5 en la escala de McFarland (0.2) y una longitud de onda de 600 nm
(Espectrofotometro SmartSpec™ Plus; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). El indculo fue
incubado 24 h a 37 °C. Transcurridos los primeros 5 minutos de incubacién, se tomd una
primera muestra denominada tiempo 0, de 3.5 mL de los cuales se repartieron 500 mL para
medir la Absorbanciasoonm Y su equivalente en concentracién celular (células/mL); 1.5 mL
para medir pH (PC820 Kit, Apera); y 1.5 mL para evaluar concentracién de azicares
reductores (mg/mL). De manera subsecuente se tomaron muestras cada hora hasta cumplidas
8 horas de incubacidn. Este procedimiento fue aplicado para los cultivos de S. mutans UA130
con el 1% de cada bebida azucarada prevista en este protocolo: (Refresco de cola (regular),
Jugo de fruta sabor mango, formula lactea infantil etapa 3, yogurt bebible de fresa, Jugo de

fruta sin azucares afiadidos sabor manzana y leche saborizada sabor chocolate.
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2. Hipétesis

El tipo y cantidad de azicar contenida en las bebidas procesadas y la férmula infantil,

afectan el desarrollo de Streptococcus mutans UA 130.
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3. Objetivos

3.- Objetivo General
Evaluar el efecto del azdcar contenida en bebidas comerciales y férmula lctea, en el

desarrollo de Streptococcus mutans UA 130, cuando son adicionadas al caldo Tripticaseina

de Soya.

3.1.- Objetivos especificos

1. Establecer el desarrollo de S. mutans, a través de cinéticas de crecimiento

2: Evaluar la variacién de pH de S. mutans

3: Evaluar el catabolismo de azicares reductores como fuente de energia de S. mutans

4: Comparar estadisticamente los pardmetros de crecimiento, pH y azicares reducidos de

S. mutans
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4. Antecedentes

4.1 La caries dental

El 50% de la poblacion infantil entre las edades de 3 y 12 afios desarrollan caries dental
(INEGI, 2020). La apariciéon de la caries estd determinada por multiples factores que
incluyen: habitos dietéticos, composiciéon y cantidad de saliva, pH y desequilibrios del

microbiota oral.

El microbiota significa el conjunto de todos los microorganismos, que bajo condiciones
fisiolégicas o patoldgicas precisas y en un ambiente especifico, viven y colonizan en

simbiosis. En si, se refiere al ecosistema natural de la cavidad oral.

La microbiota oral es heterogénea y compleja, la misma comprende mas de 700 familias de
microorganismos. Para un mejor entendimiento es importante diferenciar algunos términos:
la “eubiosis” como indicador del equilibrio del sistema microbiano, “disbiosis” representa el
desequilibrio en la proliferaciéon de bacterias que tienden a ser patégenas. Por tanto, la
disbiosis supone un riesgo para la salud bucal y la aparicién de enfermedades sistémicas

como la diabetes y enfermedades cardiovasculares.

La caries dental es la enfermedad oral mds comun, que se inicia tras el desarrollo de la placa
dental. Streptococcus mutans es una bacteria Gram + y anaerobia, importante debido a su
etiologia en el desarrollo de la caries. Coloniza la superficie dental a través de la adhesion

dependiente e independiente de la sacarosa utilizando glucoproteinas para adherirse. La
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sacarosa es una fuente esencial de polisacdridos extracelulares en la biopelicula de la placa
dental cariogénica. El mecanismo de adhesion dependiente de la sacarosa en S. mutans,
involucra varias proteinas de unién a glucano, que incluyen glucosiltransferansas (GTF) y
proteinas de unién a glucano no enzimédticas (GBP). Con ayuda de las proteinas, S. mutans
favorece la agregacion bacteriana, adhesion y produccién de matriz extracelular para influir

en la formacidn, estructura y cariogenicidad del biofilm de la placa dental (Guo, 2022).

La caries dental es causada por el aumento de bacterias cariogénicas con un microbioma en
disbiosis, relacionada directamente con el metabolismo de carbohidratos fermentables. Como
resultado de ello, estas bacterias producen acido l4ctico disminuyendo considerablemente el
pH del ambiente oral (pH de 3.8), propiciando la desmineralizaciéon de las superficies
dentales. Es considerada una enfermedad multifactorial donde la disbiosis del microbioma,
los hébitos alimentarios y al consumo de azucar favorecen su aparicion. (Inchigolo et al,

2022).

4.2 Indice de caries infantil en el mundo

A nivel mundial, se estima que existen mds de 3,500 millones de casos de enfermedades
bucodentales, de las cuales, la mayoria son prevenibles. Durante las dltimas tres décadas, la
prevalencia de la caries dental, enfermedad periodontal y pérdida dental se ha mantenido sin
cambios, siendo esta més elevada que la de cualquier otra enfermedad no transmisible (World

Health Organization, 2021).
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De acuerdo con la Global Burden of Disease Study (GBD, 2017), mas de 530 millones de
nifios en todo el mundo tienen caries dental en su denticion primaria. La caries de la infancia
temprana tiene una influencia significativa en los individuos, las familias y las sociedades, la
misma estd vinculada con otras enfermedades no transmisibles debido a factores de riesgo
compartidos, como el alto consumo de azicar y la obesidad (World Health Organization,
2019). Se ha observado también que las tasas tempranas de caries en la nifiez se elevan en
aquellos infantes en situaciones vulnerables como la falta de atencién médica, educacién y

nutricion.

La denticién primaria, se completa sobre los 30 meses, y consta de 20 dientes. En muchos
casos, estos dientes se mantendran sanos, lo que contribuye a la salud y el bienestar del nifio.
Sin embargo, para un porcentaje de nifios, estos dientes no se mantienen sanos, a veces los
destruye la caries dental. Esta es una enfermedad global, no transmisible, prevenible, de
interés médico, con importancia social y econdmica. La caries de la infancia temprana difiere
de caries dental en nifios mayores y adultos en su rdpido desarrollo, la diversidad de los
factores de riesgo y control. Como ocurre en la mayoria de las enfermedades no
transmisibles, la etiologia y prevencion estan fuertemente determinados por factores socio

conductuales, econdmicos, ambientales y sociales (World Health Organization, 2019).
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Source: Petersen PE. WHO Collaborating Centre for Community Oral Health Programme and Research, University of Copenhagen 2019.

Figura 1. Porcentaje de nifios entre edades 5 y 6 afectados por la caries dental en el periodo
2017-2018 Fuente: Petersen PE. Centro Colaborador de la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS), para el Programa e Investigacién de Salud Oral Comunitaria, Universidad de

Copenhague 2019 (World Health Organization, 2019)

En la figura 1 se observan los porcentajes de los nifios de 5 y 6 afios que presentaban caries
en el periodo de 2017 a 2018. En México, el 70% o més de estos pacientes presentaban caries

dental en su dentadura primaria (Imagen recuperada de World Health Organization, 2019).

La caries dental al ser un proceso multifactorial es mediada por la presencia de una
biopelicula que aloja bacterias cariogénicas, como lo es Streptoccocus mutans cuyo
metabolismo de carbohidratos da como resultados &acidos orgédnicos; entre los que se

encuentran el acido l4ctico, propiénico, acético y férmico (Ojeda, 2013), que favorecen la
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disminucién del pH de 7 a 4.2 en aproximadamente 24 horas; teniendo como consecuencia

la desmineralizacion del esmalte.

El esmalte es un tejido duro debido a la presencia de Hidroxiapatita, siendo éste el mineral
mads abundante en dientes como en huesos (Ojeda, 2013). De acuerdo con los resultados del
Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Patologias Bucales (SIVEPAB, 2019), diecisiete
nifios o adolescentes de cada veinte, en el rango de edad de 1 a 19 afios, presentaron caries

dental al acudir a consulta (Secretaria de Salud, 2019).

4.3 Factores predisponentes de caries dental

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2018), analiz6 a 9.7 millones de
pacientes pedidtricos de 0 a 4 afos. Esta plante6 que cerca del 83.3% (8 millones) de
pacientes consumen bebidas no licteas endulzadas, ademds el 63.3% (6.14 millones)
consumen botanas, dulces y postres, el 48.6% consume cereales dulces (4.7 millones) y
35.6% (3.4 millones) consumen bebidas licteas endulzadas en este grupo de edades.
(Secretaria de Salud, 2018; Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2018; Instituto

Nacional de Salud Publica, 2018).

El estado de Nuevo Le6n (ubicado al Norte de la Reptiblica Mexicana), es una referencia
importante desde el punto de vista industrial, empresarial y econémico del pais. Segtin los
resultados del censo de poblacién y vivienda por el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI, 2020), el mismo cuenta con una poblacion total de 5°784,442 habitantes,

de los cuales mds del 90% habita en drea urbana (INEGI, 2020). Fueron registrados
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1’472,351 de nifios, que representan el 25% de la poblacion de la entidad (Secretaria de Salud

Nuevo Leon, 2016).

En una encuesta realizada por ENSANUT, el 50% de los menores de 5 afios de ambos
géneros, consumen un promedio diario de entre 1,177 y 2,218 calorias. El consumo de
azucares simples (fructosa, glucosa, entre otros) se encuentra al doble de la recomendacion;
siendo el décimo alimento con mayor porcentaje de consumo en los hogares de Nuevo Leén
segiin el ENSANUT-NL 2015. Dicha encuesta también arrojé que los alimentos del grupo
de los azucares consumidos en mayor porcentaje en los hogares de la entidad son: refrescos,
aguas de sabor, dulces, chocolates, jugos envasados y la gelatina o flan (Secretaria de Salud

Nuevo Leén, 2016).

4.4 Desarrollo de la caries dental

Existen tres factores principales relacionados con el origen multifactorial de la caries dental,
el huésped (higiene bucal, saliva, piezas dentales), la microflora (bacterias) y el sustrato
(dieta), ademads del tiempo que pudiera ser considerado como el cuarto. Para la formacién de
la caries dental, es necesario que las condiciones de cada factor sean favorables, lo que
significa un huésped susceptible, una flora oral cariogénica y un sustrato apropiado que

deberd estar presente durante un periodo de tiempo determinado.

El paso mds importante para la produccion de la caries es la adhesion inicial de la bacteria a

la superficie del diente. Para la colonizacion bacteriana, es necesaria la formacién previa de
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una pelicula fina de proteinas salivales sobre la superficie dental, conocida como pelicula

adquirida (Nuiiez, 2010).

La teoria de la protedlisis-quelacién de Schatz y Martin, atribuye a la caries dental a 2
reacciones interrelacionadas, que ocurren al mismo tiempo: la destruccién microbiana de la
matriz orgdnica del diente mayormente proteinica, y la disolucion de cristales de apatita por
la accién de los agentes de quelacion orgdnicos (dcidos, aminodcidos, aminas, péptidos y
glucidos), algunos de los cuales se originan como producto de la descomposicion de la

matriz, otros estdn presentes en alimentos y la saliva (Nuifiez, 2010).

4.5 Establecimiento del proceso cariogénico

Los factores de virulencia mas involucrados en el desarrollo de la caries son:

Acidogenicidad: capacidad de fermentar los azicares de la dieta para originar

principalmente acido l4ctico como producto final del metabolismo
- Aciduridad: capacidad de producir un dcido en un medio con pH bajo

- Acidofilicidad: capacidad de resistir acidez del medio bombeando protones (H+)

fuera de la célula

- Sintesis de glucanos y fructanos: a través de enzimas como glucosil vy

fructosiltransferasas (GTF y FTF), se producen los polimeros glucano y fructano, a
partir de la sacarosa. Los glucanos insolubles ayudan a la bacteria a adherirse al diente

y son utilizados como reserva de nutrientes
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La desmineralizacién es el mecanismo fundamental para la pérdida del tejido calcificado,
cuya etiologia implica el 4cido producido por las células cldsticas o metabolismo microbiano

de carbohidratos como la glucosa y sacarosa presentes en los alimentos: (Fig2).

El 4cido que baiia las piezas dentales disocia el componente mineral de }a hidroxiapatita. Este
proceso puede ser fisioldgico, ambiental o patoldgico; es decir, las bacterias cariogénicas se
nutren de la biopelicula (placa), lo cual va a mediar el proceso de la desmineralizacién a

medida que se desarrolla.

El fluoruro forma parte de las sales del acido fluorhidrico (HF), se encuentra de forma natural
en el suelo y agua, y juega un papel importante en la fisiologia del esmalte dental. Cuando
hay aniones de fluoruro (F") en la cavidad oral, la saliva protegeréd al esmalte mediante la
formacion de fluorapatita al entrar en contacto con el mismo. Las barras del esmalte
(hidroxiapatita), tienen un mayor riesgo a desmineralizarse en contacto con los acidos
cariogénicos; propiciando cavitaciones en la superficie del esmalte. Los microorganismos
patégenos presentes en la placa colonizan las superficies afectadas (> 10 pm de profundidad),
dando paso al desarrollo del agente etiolégico S. mutans, para iniciar una lesion cariosa activa

(Roberts et al, 2022).
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Figura 2. Diagrama de Flujo que define la etiologia de la desmineralizacién como una

combinacién de 4cido, biomecanica y percolacion de liquido intercristalino (Roberts et al,

2022).

Aerobic
Anaerobic S.Mutans —> Lactic Acid

Caries

Remin Remin Caries
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Figura 3. Esquema representativo de una superficie de esmalte recubierta de placa, la misma

muestra las principales etapas de la fisiopatologia del esmalte en relacién con la

desmineralizacion, la remineralizacién y la caries dental infecciosa (Roberts et al, 2022)

En la figura 3, se muestra la capa superficial aerébica seguida por la capa interna anaerdbica

adyacente a la superficie del esmalte. Las varillas de esmalte estdn separadas por una
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sustancia entre varillas (I), que tiene una estructura cristalina mds porosa que permite la
percolacién del fluoruro para producir fluorapatita (FA). Se supone que la concentracion de
FA (gradiente de color cian), entre los bastones, es mayor cerca de la superficie oral y
disminuye con la profundidad. En condiciones anaerdbicas, S. mutans tiene la capacidad de
producir 4cido lictico que facilita la desmineralizacién activa. La caries progresiva
desmineraliza preferentemente los bastones (prismas HA). Las varillas de esmalte negro
representan las etapas de la fisiopatologia de la caries (1) varilla intacta, (2)
desmineralizacion de la superficie activa, (3) lesion detenida remineralizada con HA, (4)

lesion detenida remineralizada con FA y (5—7) Infeccion cariosa activa (Roberts et al, 2022).

Las lesiones cariosas iniciales en esmalte son como infecciones en huesos no vitales. La
lesion inicial en esmalte y cemento estd respaldada por una biopelicula cargada de microbios
que deben mantener una fuente extravascular de nutricion y eliminacion de desechos, debido
a la falta de acceso a la vascularizacion del huésped. Una vez que la infeccion invade tejido
vital como la dentina, la morfologia de la lesion puede ser litica, esclerdtica o una
combinacion de ambas. Aunque la caries dental puede estar asociada con factores mecanicos
y quimicos, es esencialmente una infeccion relacionada directamente con la higiene y la dieta

(Roberts et al, 2022).

La epidemiologia sugiere que S. mutans es la bacteria predominante y por tanto la mas
virulenta de la placa; su prevalencia tiene mds impacto en el riesgo de caries que el consumo
de azicar y la mala higiene bucal. La caries dental es dependiente de la placa que comienza
con una pelicula proteica acelular, formada por la saliva que recubre todas las superficies

orales mineralizadas. Las bacterias se adhieren a la pelicula y forman una biopelicula que
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aumenta de volumen para convertirse en placa dental con zona aerébica superficial y una
capa anaerdbica profunda en la superficie del esmalte. El aspecto mds virulento del proceso
de la enfermedad ocurre en el ambiente anaerébico donde el metabolismo de S.
mutans produce &acido lactico a través de la fermentacion del azicar de la dieta. La
disminucién en el pH del liquido de la placa ataca las varillas de esmalte, el cemento y la
dentina expuesta. Como anaerobio facultativo, S. mutans produce trifosfato de adenosina
(ATP) mediante respiracion aerdbica si hay oxigeno presente, pero es capaz de cambiar a
fermentacion en ausencia de oxigeno. Si los carbohidratos fermentables se consumen
regularmente, las bacterias cariogénicas pueden comprometer la estructura dental (Roberts

et al, 2022).

Un ciclo complejo de desmineralizacion y remineralizacion relacionado con la dieta, da como
resultado una lesion cariosa sub-superficial que se cubre con lo que parece ser una superficie
de esmalte intacta. Estudios microscéopicos de lesiones inducidas, han mostrado la existencia
de caries en espacios llenos de placa entre 1-4 semanas de aparicion. La caries intraesmalte
es invisible hasta que las lesiones alcanzan una profundidad de ~400 um. Cuando una lesion
tiene una profundidad de 400 pm, el efecto de retrodispersion es suficiente para detectar de

forma visible la lesion descalcificada como una mancha blanca, Fig 4 (Roberts et al, 2022).

28



4 \
,” | White Spot Lesion| L

Remineralized Porous Enamel Layer

\LIE]R/

Ca++ POy OH-

- Demlnerallzed Space .

Actlve Canous Lesion

Figura 4. Diagrama demostrativo de la lesiéon de mancha blanca en una seccién 2D, se ve
desde arriba como una decoloracién blanca rodeada de esmalte intacto que revela la
ubicacion subsuperficial de un espacio desmineralizado de mas de 400 um de profundidad

(Roberts et al, 2022)

En la Figura 4, se plantea la siguiente hipétesis la sustancia mineralizada entre varillas
(asterisco), es menos susceptible a la desmineralizacion debido a la formacion natural de
dcidos grasos a través de la percolacion intercristalina. A medida que el gradiente de
fluorapatita disminuye con la profundidad, las lesiones cariosas activas progresan
lateralmente y se unen para formar un espacio de desmineralizacion. La lesion es invisible
hasta que alcanza una profundidad de ~400 um cuando la difraccion de la luz es adecuada
para que el espacio desmineralizado se visualice como una mancha blanca translicida. La
evidencia sugiere que la capa de esmalte poroso remineralizado superficial es un producto

del esmalte residual no destruido por la desmineralizacion superficial inicial que se
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complementa con la remineralizacién a través del calcio (Ca **), PO4 y OH™ que se mueve
hacia la superficie (flechas negras). La fuente de los iones para la remineralizacién es la
destrucciéon de hidroxiapatita por la lesién cariosa activa en la base del espacio

desmineralizado.

4.6 Aspectos economico, social, cultural y de educacion

Casi todos los factores de riesgo de la caries dental son modificables. Pueden estar divididos
en diferentes grupos: influencia familiar y comunitaria. Los factores mds relevantes son:
creencias familiares, comportamientos, alimentacioén infantil y la elecciéon de alimentos
complementarios como jugos, refrescos y bebidas en comidas; la capacidad, conocimiento y
voluntad de comprar y proporcionar una dieta saludable para el nifio. Al igual que con los
factores etioldgicos de la obesidad infantil, una apreciacién del efecto del consumo excesivo

y frecuente de azicares (WHO, 2019).
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Figura 5. Concepto de la caries de la Infancia temprana: influencia de salud oral en el nifio,
familia y comunidad. Fuente: Fisher-Owens SA, Gansky SA, Plarr LJ, Weintraub JA,
Soobader MJ, Newacheck PW. Influences on children’s oral health: a conceptual model.

Pediatrics. 2007; 120:e510-20

4.7. Metabolismo bacteriano de biopelicula dental

Las bacterias presentes en la biopelicula dental usan como principal fuente de energia a los
azucares, mediante la ruta metabdlica de la glucdlisis; en la que los degradan y los usan
como principal fuente de carbono fermentable. Es decir, ocurre una oxidacion del azicar para
obtener energia y a su vez moléculas de piruvato o 4cido pirdvico como parte de varias
reacciones enzimdticas consecutivas. Los dcidos orgdnicos son compuestos que la célula

bacteriana secreta al exterior para evitar comprometer su supervivencia.
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La remineralizacién representa un problema cuando sintetizan muchos 4cidos, pues al entrar
en contacto con las superficies minerales del diente y permanecer durante tiempo, reaccionan

con la hidroxiapatita y se disuelven (Flores, 2017).

Si se sobrepasa la capacidad y proteccion sobre el dafio en la superficie dental, se da el
establecimiento de la caries dental, que, desde la perspectiva bioquimica, es una enfermedad
producida por la pérdida de balance en el metabolismo de la biopelicula.

Los tejidos de la cavidad bucal se encuentran colonizados por més de diecinueve mil filotipos
bacterianos, estas especies conforman un complejo dindmico de un sistema ecolégico y
simbidtico que se representa en un microbioma conformado por bacterias, arqueas,
protozoarios y virus; mismos que contribuyen de manera directa o indirecta en el desarrollo

normal del sistema de defensa del huésped. (Flores, 2017)

Los microorganismos de la biopelicula dental pueden contener alrededor de 20 especies
rodeados por matriz extracelular de proteinas, dcidos nucleicos, y exopolisacéridos. La
sintesis, concentracion, carga, especificidad y naturaleza determinard la formacion de la
estructura tridimensional de la biopelicula; con variaciones en cuanto a grado de porosidad y

densidad, lo que proporciona habitos diversos que favorecen la biodiversidad. (Acosta, 2017)

Una matriz extracelular de exopolisacaridos producida por S. mutans, al encontrarse presente
en dieta la sacarosa y el almidén, modula la formacién de una biopelicula cariogénica, ya que
el metabolismo de carbohidratos produce &4cidos orgéanicos disociados, que liberardn

hidrogeniones proximos a la estructura dental. He aaqui cuando se genera la ruptura del
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balance mineral entre la biopelicula y el diente, provocando una pérdida de calcio y fosfato

del esmalte.

4.8 Metabolismo de Streptoccocos mutans

Streptococcus spp., es un género que representa la mayor poblacién bacteriana de la cavidad
oral. Su distribucién varia segtin las especies como: S. mutans y S. sanguis, que normalmente
suelen colonizar superficies dentales y protésicas. S. salivarus se encuentra presente en
menor ndmero en biopelicula. S. mitior localizada en toda la cavidad bucal, y S. sanguis

aparece una vez que erupcionan los érganos dentales.

Los Streptococcus spp. pertenecen al Phylum Irmicutes, en la familia Streptococcaceae, bajo
el orden de los Lactobacillales; presentan tres géneros dentro de la familia: Streptococcus,

Lactococcus 'y Lactovum. (Acosta, 2017)

Streptococcus mutans es una de las 79 especies de Streptococcus spp que se ha asociado a la
etiopatogenia de la caries dental, aislado por primera vez por J. Clarke en 1924 a partir de
lesiones cariosas. Su nombre se relaciona con su visualizacién como cocobacilo al ser aislado
de un medio con pH 4cido y como cocécea cuando se cultiva en un edio neutro o alcalino. Es
una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa, no mévil que se presenta en pares o en
forma de cadena; usa a los carbohidratos fermentables como energia y carbono, tales como
son la glucosa, sacarosa, lactosa, manitol e inulina, entre otros, produciendo 4cidos lactico,

propidnico, acético y férmico. (Acosta, 2017)

33



Se ha demostrado que el dcido l4ctico en condiciones controladas in vitro modifica un medio
de pH 7 a pH 4,2 en el transcurso de 24 horas. El metabolismo de los carbohidratos
fermentables de S. mutans, ha sido relacionado con varios factores de virulencia, como son
la actividad de exoenzimas bacterianas generadoras de exopolisacdridos, como con la
glucosiltransferasas (GTFs), productora de glucanos insolubles y solubles; la
fructosiltransferasa (FTFs), que libera fructosa, produciendo fructanos, principalmente
inulina y glucosa. Estas contribuyen de forma determinante a la conformacién de la matriz
celular y modular a la coagregacion de microorganismos. Los glucanos insolubles producidos
por las GTFs son esenciales en la estructura tridimensional y microambiente de pH que se

localiza en la biopelicula cariogénica.

Existen otras enzimas con actividad extracelular, como la invertasa (a-glucosidasa), que
hidroliza enlaces entre sacarosa, pulanasa y endodextranasa extracelular, lo cual va a dar
como resultado monosacdridos, disacaridos o trisacdridos disponibles para su transportacion
en el interior de la bacteria; mediado por fosfoenolpiruvato, transporte dependiente de una

proteina de unidn o sistema multiple del metabolismo de azucares.

La glucosa intracelular se incorpora a través de los dcidos generados liberados al medio
extracelular por translocacién de protones y bombeados al exterior de la bacteria por la, lo
que provoca un gradiente transmembrana con la suficiente fuerza para transportar el ATPasa
sintetasa 4cido lactico fuera de la célula hacia la matriz extracelular. Al acumularse el 4cido,
se establece una disminucién del pH del microambiente. Esta funcion de la H*/ATPasa es
relacionada con la caracteristica acidogénica de S. mutans y la desmineralizacion del esmalte

(Acosta, 2017).
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4.8.1 Curvas de Crecimiento
Las curvas de crecimiento proporcionan informacion valiosa acerca del comportamiento o

de la cinética de crecimiento bacteriano y la fisiologia celular. Permiten determinar la forma
en la que las bacterias responden en condiciones de crecimiento variables incluyendo la
variacion de sustratos como fuente de carbono, asi como definir los pardmetros Optimos
deseados para el crecimiento de una bacteria determinada. Este tipo de curvas progresan a
través de cuatro etapas de crecimiento: retraso, exponencial, estacionario y muerte (Talaro et

al, 2021) (Madigan, 2017).

Fase de retraso (lag) es el periodo de tiempo que tardard la bacteria en alcanzar un estado
fisiolégico capaz de crecimiento celular rdpido y division. La fase exponencial es la etapa de
crecimiento y divisiéon celular mds répida en la cual ocurre replicacion del ADN,
transcripcion del ARN y la produccién de proteinas se producen a un ritmo constante y
rapido. En la fase estacionaria ocurre una ralentizacién y meseta del crecimiento bacteriano
debido a la limitacién de nutrientes o acumulacion intermedia toxica. La fase de muerte serd

la que la lisis celular produce por una limitacién severa de nutrientes (Zhu et al, 2022).

4.9 Aziicares Reductores

Un azicar reductor es un carbohidrato que contiene un grupo funcional aldehido (-CHO) o
cetona (-C=0) libre, que puede ser oxidado a un 4cido carboxilico, lo que le permite actuar
como un agente reductor en reacciones quimicas. Este grupo reactivo es capaz de donar
electrones a otros compuestos, como en la reaccién con un ion metdlico, facilitando su

reduccion.
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En los azicares reductores, el carbono anomérico, que en la estructura ciclica estd unido al
oxigeno, estd libre y puede abrirse para formar un grupo aldehido o cetona, que es el

responsable de la actividad reductora (Berg et al, 2015).

Los azucares, también conocidos como hidratos de carbono (macronutrientes esenciales), se
encuentran naturalmente en frutas, verduras, productos lacteos y granos enteros. Dichos
carbohidratos de la dieta se clasifican como monosacaridos (moléculas individuales del
azucar), disacdridos (dos moléculas enlazadas entre si), y polisacaridos (que son cadenas
largas de moléculas de azucar). Los monosacdridos incluyen la glucosa, galactosa y fructosa,

siendo todos azicares reductores (Khalid, 2022).

Los aztcares reductores poseen su grupo carbonilo intacto y pueden reaccionar como

reductores con otras moléculas.

Los azicares que dan resultados positivos con las soluciones de Tollens, Benedict o Fehling
se conocen como reductores, y todos los carbohidratos que contienen un grupo hemiacetal
dan pruebas positivas. Los carbohidratos que solo contienen grupo acetal, no dan pruebas

positivas con estas soluciones, por lo tanto, son azucares no reductores.

Los azicares reductores provocan una alteraciéon en los grupos aminos de las proteinas
mediante la reaccién de glucosilaciéon no enzimética o glicaciéon, mejor conocida como la
Reaccion de Maillard. Esta se produce en varias etapas: las iniciales son reversibles y se

producen en tiempos cortos, mientras que las posteriores son mds lentas e irreversibles. Se
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postula que tanto las etapas iniciales como las finales de la glucosilacion estdn implicadas en

los procesos de envejecimiento celular.

La glucosa es el azicar reductor con mayor abundancia en el organismo. Su concentracién
en sangre estd unida al mecanismo de regulacién de individuos sanos, y en personas con
diabetes, aumenta sustancialmente. Esto conlleva a que sea el azticar reductor, generalmente

considerado en las reacciones de glucosilacién no enzimadtica de interés bioldgico.

4.9.1 Azucares

Segtn la Organizacién Mundial de 1a Salud (OMS) y la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacidn, los azucares incluyen monosacéridos, disacéridos,
polioles y azicares libres, de los cuales, los dltimos son identificados como todos los
monosacéridos y disacdridos afiadidos a alimentos por parte del fabricante, cocinero o
consumidor. Asi como los azucares presentes naturalmente en la miel, jarabes y jugos de
frutas. Las Guias Alimentarias para los estadounidenses ha propuesto otro grupo importante
de este carbohidrato, los azucares aiiadidos, que son todos los monosacaridos y disacaridos
utilizados en alimentos y bebidas procesados y preparados no naturalmente. (Singh et al,

2015).

Tabla 1. Clasificacion de aziicares presentes en la dieta

Clase Principales Componentes

Monosacaridos | Glucosa, fructosa, galactosa

Disacaridos Sacarosa, lactosa, maltosa, trehalosa
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Polioles Sorbitol, mannitol, lactitol, xylitol, isomaltosa, maltitol

Azicares Libres | Son todos los monosacdridos y disacdridos agregados a los alimentos
por el fabricante, cocinero o consumidor. Aztlcares presentes

naturalmente en la miel, jarabes y jugos de frutas

Azicares Todos los monosacdridos y disacdridos utilizados en alimentos y
Anadidos bebidas procesadas y preparadas; azicares afiadidos a los alimentos,

pero que no son naturales, como los de las frutas y zumos.

Actualmente, numerosos estudios se centran en las bebidas azucaradas siendo el origen de
efectos adversos en la salud humana. Las bebidas azucaradas son la principal fuente de
azucares afiadidos, incluidos los refrescos carbonatados y no carbonatados, bebidas frutales

y energéticas; un gran consumo por parte de la poblacion.

El consumo de bebidas azucaradas estd disminuyendo en muchos paises desarrollados
aunque los niveles de consumo siguen siendo altos. Caso contrario de los paises en desarrollo,
donde los niveles de consumo siguen al alza debido a una mayor disponibilidad ligada al
desarrollo econémico (Huang et al, 2023). Los datos de la Encuesta Nacional de Examen de
Salud y Nutricion (NHANES), mostraron que en el periodo 2009-2010, el consumo de
bebidas azucaradas contribuy6 con el 8% y el 6,9% de la ingesta diaria de energia entre
nifios/adolescentes y adultos, respectivamente en Estados Unidos. En 2010, una encuesta
mundial realizada por Nutrition and Chronic Diseases Expert Group (NutriCoDE) informo,
que un total de 180,000 muertes asociadas a la adiposidad podrian atribuirse al consumo de

bebidas azucaradas. Estos hallazgos promueven el desarrollo de politicas en todo el mundo
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para limitar el consumo de azicar, incluidos impuestos sobre el azicar, leyes de etiquetado
de alimentos y restricciones de publicidad y marketing (Huang et al, 2023). Se recomienda
reducir el consumo de azicares libres o afladidos a menos de 10% de la ingesta energética
diaria total (Singh et al, 2015). De aqui, la implementacién en México de sellos frontales en
el etiquetado de alimentos y bebidas, esto como parte de la aprobacién de la modificacion de

la NOM-051-SCFI/SSA1-2010, misma que entr6 en vigor el 01 de octubre de 2020.

Los sellos de advertencia en productos con excesivo contenido caldrico, azucar, sodio, grasas
saturadas y grasas trans utilizados en el etiquetado se basan en el perfil de nutrientes de la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS, 2020) para la clasificacion de alimentos y
bebidas con niveles excesivos de nutrientes criticos para la salud. Esta advertencia es una
consecuencia al incremento en enfermedades no transmisibles como la hipertension,
diabetes, infartos, canceres(Garza-Juarez et al 2023). Y desde el punto de vista odontoldgico,

también es una advertencia en el desarrollo de la caries dental desde edades tempranas

(Berger et al, 2021).

4.9.2 Aziicar aiiadido y caries dental en nifios

El exceso de azicares afiadidos, en forma de bebidas azucaradas, causa la caries en pacientes
pediatricos. Si bien la ingesta de azicar agregada tiene sus raices en factores socioculturales
relacionados con el patrén de consumo; actualmente se encuentran disponibles algunas

estrategias en este ambito, pero falta mucho por hacer

e Determinantes sociodemograficos
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1.

3.

4.

La edad. Segtin datos recopilados de NHANES de 2011 y 2012, para nifilos menores
de 18 afios con datos completos acerca del consumo de azicar afiadido y caries dental;
el consumo de azicar afiadido aumenta con la edad. La ingesta de azicar afiadido
oscilé entre 3,5 gramos por dia para niflos menores de 1 afio y 102,1 gramos por dia
para nifios de 18 afios (Chi, 2019).

La raza y origen étnico. La ingesta de azicar agregada fue mayor en nifios blancos
no hispanos menores de 18 afios (80,3 gramos) en comparacion con hispanos (65,4
gramos).

El ingreso. La relacién entre los ingresos y el consumo de azicar afadido es
curvilinea, aumenta desde los hogares de menores ingresos y luego disminuye entre
los nifios de hogares con mayor ingreso economico (Chi, 2019).

El estatus de seguro médico, un indicador también relacionado con el ingreso.
Investigaciones sugieren que la ingesta de azucar afiadido es mayor en nifios sin
seguro médico, mds baja en nifios con seguro publico e intermedia en los nifios con

seguro privado.

e Determinantes de Comportamiento

Se pueden dividir en tres categorias.

1.

La fuente de azicar agregando. Bases de datos sugieren que las bebidas
carbonatadas, energéticas y deportivas fueron la principal fuente (13% - 27%),
seguida de postres a base de cereales (8,7%), bebidas de frutas (9,6%), cereales listos
para el consumo (5,8%) y dulces (5,7%) en nifios de 6 a 12 afios (Tan et al, 2020;)

(Huang et al, 2023). En otro estudio basado en datos de NHANES 2009-2012, las
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bebidas endulzadas con azuicar (carbonatadas, frutales, deportivas y energéticas, sin
incluir jugos 100% de frutas), fueron la fuente méds comiin de azticares agregados para
nifios de 2 afios; dos tercios de la muestra consumian al menos una porcién de bebida
azucarada por dia, y el 7,3% del total de calorfas diarias provenian de bebidas
azucaradas.

2. Las creencias y practicas de los padres. Datos de encuestas previas revelan la
creencia de los padres de que las bebidas de frutas naturales son saludables, ignorando
el significado de los azucares contenidos y afiadidos adicionales a las bebidas y el
impacto en la salud de sus hijos. Por otra parte, la mercadotecnia de las empresas de
bebidas azucaradas y gaseosas, en conjunto con la actitud de los adultos, de que los
refrescos son placenteros, buenos, convenientes y de buena relacion calidad-precio;
se asocian con una mayor ingesta.

3. La demanda infantil. La ingesta de bebidas azucaradas por los padres se asocia con
la de sus hijos. Por el contrario, se ha encontrado que un alto control conductual por
parte de los padres hacia los hijos se asocia con una menor ingesta de bebidas
azucaradas. Sin embargo, la posible restriccion de los dulces llevé a que el deseo se

mantuviera elevado (Chi, 2019).

4.10 Aziicares afiadidos y sus efectos en la salud

La evidencia emergente sugiere que la ingesta excesiva de aztcar en la dieta estd asociada
ademads de la obesidad, diabetes tipo II y las enfermedades cardiovasculares, con alteraciones

del funcionamiento cerebral y conductual, conlleva desde una autorregulacion deficiente de
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la ingesta alimentaria, hasta el deterioro de capacidades cognitivas, observada en humanos

desde la infancia temprana (Berger et al, 2021).

Incluso, estudios sugieren que el consumo materno de bebidas azucaradas elaboradas con
jarabe de maiz de alta fructosa aumenta el contenido de fructosa en la leche materna durante
la lactancia temprana, lo cual se asocia de manera inversa con el rendimiento cognitivo del
nifio a los dos afios (Berger et al, 2021). Si bien estos datos sugieren que, la ingesta de aztcar
durante la lactancia puede representar patrones de consumo persistentes desde el momento

del embarazo.

El consumo de azucar de forma cronica se ha identificado como un posible contribuyente a
las condiciones de salud mental, como ansiedad, depresion y deterioro cognitivo en
adolescentes y adultos, sin embargo, aunque son limitados, los datos actuales sugieren que
las madres que consumen azucar agregada durante el embarazo tienen hijos con puntajes mds
bajos en las pruebas de inteligencia; siendo mds perjudicial el consumo durante el segundo

trimestre (Berger et al, 2020).

La toma de decisiones, planificacion, autorregulacion, regulacion emocional y la capacidad
de atencién, son mediadas y facilitadas por el cerebro ejecutivo. A pesar de la evidencia
cientifica sobre la relacion entre los factores nutricionales y la funcién ejecutiva cerebral,
existe muy poca informacién acerca de los patrones de dieta y la capacidad cognitiva superior
(Laugero et al, 2023). Estos hallazgos pueden sugerirse en las recomendaciones nutricionales
para las madres durante el embarazo y lactancia, con el fin de disefar intervenciones

nutricionales para optimizar el desarrollo de las capacidades cognitivas en la infancia.
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5. Métodos

5.1 Descripcion de procedimientos.

5.1.1 Conservacion y Cultivo de Streptococcus mutans

Las condiciones de cultivo y crecimiento de la cepa Streptococcus mutans UA130 (ATCC
700611) estan basadas en la ficha técnica de la American Type Culture Collection (ATCC,
Rocville, AD). La bacteria se conservé en una solucion de 0.9% de Cloruro de Sodio y 30%
de glicerol, para su criopreservacion a -80°C (Ultracongelador Thermo Revco,

Thermofisher).

Previo a cualquier ensayo, la bacteria es reactivada en caldo Tripticaseina de Soya (TS) en
un lapso de 24 hr a 37 °C (Incubadora Lab-Line, Thermo Scientific, Marietta, OH).
Posteriormente, se centrifuga 10 min, 4000 rpm a 24 °C para separar la biomasa, el
sobrenadante es desechado y la biomasa se lava con solucion salina estéril (0.9% de NaCl)
para eliminar los residuos generados durante el crecimiento, por centrifugacion a las mismas
condiciones antes mencionadas. La biomasa de S. mutans se siembra sobre agar TS (30 g/L
Difco) en cajas Petri y se incuba 48-72 h a 37 °C para propagar el crecimiento. La bacteria
esta lista para usarse en los ensayos, en donde un cultivo base con caldo Infusion Cerebro es

cultivado (ICC-20 g/L, ambos de BD Bioxon, Becton-Dickinson &Co).

Todos los medios de cultivo, soluciones y material consumible para los ensayos son
previamente esterilizados 15 min a 120 °C y 20 Lb de presiéon (All American, Hillsville,

USA). El cultivo es efectuado en 100 mL de caldo contenido en un matraz Erlenmeyer de
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200 mL, e inoculado a una Densidad ()ptica (DO) de 0.2-0.5 en la escala de McFarland (0.2),
a una longitud de onda de 600 nm (Espectrofotometro SmartSpec™ Plus; Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA), sea 1.45x10% +0.05) células/mL. El inéculo es incubado por 24
h a 37 °C. La manipulacién de la bacteria, y medios de cultivo estériles se realiza dentro de
una Cabina de Bioseguridad clase II (Tipo 2a, Labconco), la cual es previamente desinfectada
con alcohol al 70% apoyado de una gasa estéril, y expuesta la luz ultravioleta (UV) por 15
minutos. Al momento de exponer la luz UV se expone también el material, soluciones y

medios de cultivo a usarse en el ensayo, para asegurar una completa asepsia de trabajo.

5.1.2 Cinética de crecimiento

Se comienza con de 100 mL de caldo enriquecido (TS) contenido en un matraz Erlenmeyer
de 200 mL, el cual es inoculado con 1.5x10% células/mL (DOsoonm=0.2 en la Escala de
McFarland) de S. mutans UA130 activada previamente (Baca Castafion et al, 2015). Se
somete a incubar a 37 °C sin agitacion, y después de 5 minutos transcurridos para que la
bacteria se adapte a las condiciones de cultivo, se toma una primera muestra de 3.5 mL y se

vierte en un tubo falcon de 15 mL estéril y se dispone a medir los pardmetros como sigue:

(a) 500 mL de muestra seran dispuestos en una celda para Espectrofotémetro (SmartSpec
3000, BioRad) y se anotard el valor obtenido de la Absorbanciasponm y su equivalente en
concentracion celular (expresado en células/mL).

(b) 1.5 mL utilizados para medir el pH con un potenciémetro (PC820 Kit, Apera).

(¢) 1.5 mL para evaluar la concentracion de azicares reductores (mg/mL).
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Los valores obtenidos de a, b, ¢ y d en esta primera toma de muestra se establecieron como
el “tiempo 0”. De manera subsecuente se tomardn muestras cada hora hasta cumplidas 8
horas de incubacion, o hasta que se establezca la fase estacionaria de crecimiento. Los datos
obtenidos de los pardmetros medidos se vaciardn en una hoja de Excel (ver ejemplo Tabla

1), para luego realizar un andlisis estadistico.

El mismo procedimiento se aplicé para las cinéticas de crecimiento en donde en el cultivo de
S. mutans UA130 incluy6 1% de bebida azucarada prevista en este estudio: Refresco de Cola
(normal), Jugo de fruta de Mango, formula lactea etapa 3, Jugo de Manzana sin aztcares
afladidos, yogurt bebible de fresa, y leche saborizada de chocolate.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

5.1.3 Concentracion de aziicares reductores

La cuantificacién de azicares reductores por el método del Acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS), es considerado el mas adecuado para identificar el contenido en muestras de biomasa
hidrolizada, fermentacion, industria azucarera y laboratorios de biotecnologia (Zohri et al,
2018). La cuantificaciéon de DNS incluye el procedimiento Miller en la adicién de fenol y sal
Rochelle.

Se tomaron 3 mL de una solucidén de glucosa (como referencia de control) preparada en un
rango de 0.1 a 0.5 mg/mL y se mezclaron con 3 mL del reactivo DNS (1 g de DNS disuelto
en 100 mL de hidréxido de sodio-1% que contiene 0.2 g de fenol y 0.05 gr de bisulfito de
sodio). La mezcla de reaccion fue calentada a 90°C por 15 minutos en bafo de agua.

Posteriormente se afiadié 1 mL de Tartrato de sodio y potasio al 40% y se dejo enfriar.
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Finalmente se midié la Absorbancia a una longitud de onda (I) de 540nm. Con las lecturas
de cada una de las concentraciones de glucosa, se realizé la curva de calibracién en Excel,
para posteriormente hallar la ecuacién matemadtica que permitié determinar el contenido de
azucares reductores presentes en cada una de las muestras tomadas durante las curvas de
crecimiento de S. mutans en presencia de 1% de bebida azucarada comercial y sin la presencia
de esta. El resultado esperado fue una reduccién en el contenido de azicares reductores, en
consecuencia, de la degradacion del sustrato por la bacteria cariogénica para obtener la
energia requerida para su crecimiento, el pH se vio afectado como parte de la fermentacion
del azicar y producciéon de dcido. Mediante una “linea de tendencia”, se calculd la

concentracion de azucares reductores en cada muestra.
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Fig. 2 Growth kinetics and pH values (represented in bar) of oral disease (b, b.1): A. naeslundii (filled triangle, filled bar) and T.
pathogenic bacteria in dental caries (a, a.1): 5. gordonii (open circle, Sforsythia (filled diamond, filled striped bar)
striped bar) and §. mutans (open square, open bar), and periodontal

Figura 6. Ejemplo de cinéticas de crecimiento con Graficas tomadas de articulo publicado

por Baca-Castafion et al, (2015)
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Tabla 2. Bebidas Azucaradas de consumo frecuente en nifios

Nombre de Bebida

Ingredientes

Edad de uso

Refresco de Cola

Regular 600 ml

Agua carbonatada, azicares afiadidos
(azudcar 63 gr; jarabe de alta fructosa,
color caramelo clase IV, acido
fosfoérico, saborizantes, sucralosa

(4.4mg).

Jugo sabor mango

Agua, azucares afiadidos (36 gr)
(pulpa de mango de concentrado
(20%), jarabe de maiz de alta fructosa,

acido citrico y 4cido ascorbico.

Foérmula lactea infantil

Etapa 3

Leche descremada, Maltodextrina,
Aceites vegetales (oleina de palma,
canola y girasol), Lactosa (mg),
Proteina de suero de leche de vaca,
Citrato de calcio, Lecitina de soja,
Acido graso poliinsaturado de
cadena larga (DHA), cultivos
Bifidos y Lactobacillus, Nucle6tidos
(AMP, UMP, CMP, GMP),
Vitaminas, (A, D, E, K, B1, B2,
Niacina, B6, Acido Félico, Acido

Pantoténico, B12, Biotina, Taurina,

Férmula de
continuacion para niflos

desde 1 y hasta 3 afos.
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Yoduro de Potasio), Sulfato ferroso,
Sulfato de zinc, Sulfato de cobre.
“Contiene: leche, derivados: de

leche y de soja”.

Yogurt bebible de fresa

Leche pasteurizada desnatada, azicar,
puré de fresa (6%), nata pasteurizada,
leche en polvo desnatada, almidén de
arroz, sales de calcio, aromas
naturales, zumos concentrados de
zanahoria negra y limén, fermentos
lacticos y vitamina D. Origen de la
leche: Espafia. Puede contener cereales

con gluten y semillas de sésamo.

Leche saborizada de

chocolate

Leche Parcialmente Descremada,
Azucares Afnadidos mg (Azucar),
Cocoa (1%), Saborizantes Naturales,
Celulosa Microcristalina, Carragenina,
Carboximetilcelulosa, Sal Yodada,

Canela Y Vitaminas (A Y D).

Jugo sabor Manzana

sin azucares afiadidos

Agua, jugo de manzana concentrado

reconstituido
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5.2 Analisis estadistico.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado para posteriormente obtener valores
promedio con desviacion estindar (DE) y realizar graficas en forma de curvas o histogramas.
Para el andlisis estadistico segun las caracteristicas del estudio y el tipo de muestras, se utilizé
la prueba de ANOVA. Para cada grupo experimental considerado se calculé un coeficiente
de correlacion de Pearson entre las unidades de absorbancia y pH, para verificar si las
respuestas de estas variables estdn correlacionadas. Se utiliz6 el nivel de significancia de 5%,
por lo cual un resultado se consideré estadisticamente significativo, siempre que p<0,05. Los
datos fueron procesados utilizando programa estadistico Prism Graph Pad, bajo ambiente

Apple, version Air 2020.
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6. Resultados

6.1 Curvas de Crecimiento de Streptococcus mutans UA130

En general, el crecimiento bacteriano mds elevado se observé en el grupo de productos
lacteos como se muestra en la Figura 7, destacdndose la férmula infantil con el mayor
crecimiento, seguida de la leche saborizada de chocolate, y en tercer lugar el yogurt bebible
de fresa. La fase de latencia (lag) fue muy breve de apenas 1 hora posterior a la inoculacién
de S. mutans. La fase exponencial de crecimiento se observo entre las 2-4 horas para el grupo
de bebidas azucaradas, con la excepcion del jugo de manzana sin azucares afiadidos, que
mantuvo su fase de crecimiento exponencial hasta las 5 horas. La fase estacionaria dur6 tres
horas, observdndose una meseta. En el caso del jugo de manzana, esta fase durd unas 2 horas,
seguido de una aparente continuacion de la fase exponencial de crecimiento a las 7 horas.
Para los cultivos de S. mutans suplementados con cualquiera de las tres bebidas lacteas, la
fase exponencial se presento a partir de las 2 horas de inoculacién y concluy6 a las 5 horas.
Finalmente se presentd una meseta estacionaria de dos horas antes de comenzar la fase de

muerte celular.
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Figura 7. Cinéticas de crecimiento de S. mutans cultivada en Tripticaseina de soya como control

de referencia (=), y en caldo TS suplementado con 1% de fuente de carbono como: glucosa al

1% (+ ), jugo sabor mango (+ ), refresco de cola (+ ), jugo sin azicares afladidos sabor manzana

(), férmula infantil (+), leche saborizada de chocolate (=) y yogurt bebible sabor fresa ().
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Figura 8. Cinética de Crecimiento de Streptococcus mutans UA130 en caldo de Tripticaseina de
Soya (TS) como referencia de crecimiento habitual (- ), y en caldo TS suplementado con Glucosa

1% (=).

Para evaluar el comportamiento de Streptococcus mutans UA130 como bacteria patdgena
etiolgica de la caries dental en presencia de distintas fuentes de carbono o azicares que
contienen productos comerciales de consumo cotidiano en la poblacién infantil en México, se
fijo el crecimiento de S. mutans en un caldo nutritivo de Tripticaseina de Soya (TS), el cual estuvo
formulado desde su adquisicién, con ingredientes que estimulan el crecimiento, tomandose como

un cultivo de referencia para poder comparar su proliferacion.

En un primer tiempo, la bacteria S. mutans denota una adaptacion ripida al caldo TS, de apenas

1 h (ver Figura 8), teniendo un crecimiento exponencial a partir de las 2 h de incubacién y hasta
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las 4 h cuando alcanza el maximo crecimiento logaritmico promedio y una desviacion estdndar
correspondiente a 1.10x10°+5.69x107 células/mL; seguida de un mantenimiento bacteriano que
evidencia la fase estacionaria, con un ligero incremento bacteriano a las 7 h. Cuando al caldo TS
se le agrega 1% de glucosa adicional al que ya contiene, el comportamiento de S. mutans es el
mismo alcanzando una fase logaritmica exponencial de 1.16 x10° + 2.65 x10” células/mL.

Posterior a este evento, las células de S. mutans se mantienen viables.

Tiempo (h)

Figura 9. Cinética de Crecimiento de cultivos de Streptococcus mutans UA130 en caldo de
Tripticaseina de Soya (TS) suplementado con 1% de bebida azucarada: jugo sabor mango (

), refresco de cola (+ ) y jugo sin azicares afiadidos sabor manzana (= ).
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Con respecto a los cultivos de S. mutans en caldo TS suplementados con 1% de bebida comercial
azucarada, la tendencia en el desarrollo bacteriano (Figura 9) fue similar en la fase de adaptacién
a 1 h, a excepcidn del jugo de manzana que no presento y la fase exponencial de crecimiento fue
inmediata desde el inicio del proceso de incubacién, alcanzando su méaximo crecimiento
logaritmico a las 5 h con una concentracién celular promedio de 1.03x10° +4.09x107 células/mL;
después de 2 horas de una fase estacionaria, se reanudé la multiplicacioén bacteriana alcanzando

1.17x10° + 1.50x108 células/mL.

En los cultivos con 1% de jugo de mango Jumex y Coca Cola, la fase logaritmica de crecimiento
se obtuvo en 4 h alcanzando una concentracién celular promedio de 1.21x10° + 1.53x107 y
1.11x10° + 1.15x107 células/mL, respectivamente. La fase estacionaria para ambos cultivos fue

relativamente estable hasta las 7 h de incubacién, antes de iniciar un declive celular.
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Figura 10. Cinética de Crecimiento de cultivos de Streptococcus mutans UA130 en caldo de
Tripticaseina de Soya (TS) suplementado con 1% de bebida lactea: férmula infantil (+), leche

saborizada de chocolate (=) y yogurt bebible sabor fresa ().

Las bebidas lacteas en las cuales coincide una ausencia de la fase de adaptacién y un crecimiento
inmediato, tal y como se observa en la Figura 11. En primer lugar, el cultivo de S. mutans en
presencia de 1% de la férmula infantil presentd una fase logaritmica exponencial en las 5 horas
inmediatas a la incubacién, alcanzando una poblacién bacteriana promedio de 1.57x10° +
2.31x10" células/mL, seguida de la leche sabor chocolate con 1.42 x10° + 2.08x107 células/mL
y en tercer lugar el yogurt bebible sabor fresa con 1.29 x10° + 3.06x10 células/mL en 5hy 3 h
respectivamente. Posterior a este tiempo, se observé una tendencia estable en fase estacionaria
hasta las 8 h que se detuvo la incubacion para el cultivo con leche saborizada de chocolate.

Mientras que, para el cultivo con la formula l4ctea, tras 7 h de incubacion inici6é un declive
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celular, la fase de muerte. Finalmente, en el cultivo de S. mutans en presencia de yogurt bebible

de fresa se observé una tendencia leve a multiplicar la poblacién bacteriana.

6.2 pH

7.50

| —

=

7.00 .

—8—TPS
—8—Glucosa 1%
Jugo Mango
Refresco de Cola
—&8—Leche de Chocolate
—&—Fdrmula lactea
—&8—Yogurt de Fresa

—&8—Jugo de Manzana sin azlcares

4.50

4.00
V] 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tiempo (h)

Figura 11. Variacion de pH en el transcurso del crecimiento de Streptococcus mutans UA130
en caldo Tripticaseina de soya como control de referencia (=), y en caldo TS suplementado con
1% de fuente de carbono como: glucosa al 1% (+ ), jugo sabor mango (+ ), refresco de cola (

), jugo sin azicares afiadidos sabor manzana (=), férmula infantil (+), leche saborizada de

chocolate (=) y yogurt bebible sabor fresa (+ ).
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En la Figura 12, se muestra una evidente disminucion del pH en los cultivos adicionados de una
fuente de carbono (glucosa, bebidas lacteas y bebidas azucaradas). En general, se aprecia un pH
promedio de 6,99 + 0,17 minutos después de la inoculacion, un pH que disminuye en un lapso
de 1 h y durante las 4 h posteriores, alcanzando una estabilidad en 4.96 + 0.26. S. mutans es una
bacteria neutréfila que tolera pH en el rango de 5.5-8.5 para su 6ptimo crecimiento. El pH inicial
del cultivo de S. mutans en caldo TS fue de 7.16 + 0.0 mismo que disminuye a 5.29 +0.015en 5
h de incubacion, manteniéndose en este valor las 8 h de incubacion establecidas para el ensayo.
En el grupo de bebidas lacteas el pH inicial fue de 6.96 + 0.0208 para la leche saborizada de
chocolate, 6.87 +0.0060 para la formula infantil etapa 3 y 6.83 + 0.0119 para el yogurt bebible
de fresa, disminuyendo a 5.19 + 0.228, 4.89 + 0.0268 y 4.93 + 0.0257, respectivamente en un
periodo de 5 h. Si recordamos, en este mismo tiempo, los cultivos de S. mutans adicionados con

cada bebida lactea, alcanzaron la fase logaritmica de crecimiento.

Por ultimo, el pH registrado en los cultivos de S. mutans adicionados con 1% de bebidas
azucaradas, fue similar desde el inicio de la incubacion (0 h), arrojando un valor de pH para el
jugo de mango de 7.077 + 0.0404, de 7.09 + 0.0361 y de 7.04 + 0.0252 para los cultivos con
1% de refresco de Cola y jugo de manzana sin azucares afiadidos, respectivamente. Al igual que
los cultivos antes mencionados, se alcanz6 una disminucién maxima de pH a las 5 h que
oscila entre 4.790 + 0.0700 para el cultivo en presencia de jugo de mango, 5.16 + 0.0764, para

el refresco de Cola y de 4.70 + 0.0058 para el cultivo con jugo de manzana.
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6.3 Azucares Reductores

y =1.8579x + 0.2749
R?=0.9951

Absorbancia

Figura 12. Curva de Calibracién de Reactivo DNS. Método de 6xido-reduccién propuesto
por Miller (1959), basado en la capacidad de la glucosa para reducir el acido 3,5-

dinitrosalicilico incrementando la concentracion de azucares reductores.

Se elabord una curva de calibracion de glucosa a diferentes concentraciones, con el empleo
del método colorimétrico DNS, se determinaron las lecturas de absorbancia para cada

concentracion tomadas a una absorbancia de 540 nm.

La pendiente de la ecuacion de la recta y el coeficiente de correlacion arrojaron un valor de
R?= 0,9951 correlacién entre la lectura de absorbancia y la concentracién de glucosa
(mg/mL) debido a su cercania al valor 1; es decir, existe una confiabilidad en este método

para la cuantificacién de azicares reductores.

58



La ecuacién de la recta obtenida por regresion lineal fue despejada para determinar la
concentracion de azucares reductores en las muestras tomadas de los cultivos de S. mutans
suplementados con diferentes bebidas azucaradas.

Ecuacién de larecta: y=mx + b

Doénde
y Lectura de Absorbancia a 540nm
m 1.8579
X Azucar reducido (mg/mL)
b 0.2749
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Figura 13. Metabolismo de Azicares Reductores de Streptococcus mutans UA130 en caldo
Tripticaseina de soya como control de referencia (), y en caldo TS suplementado con 1% de
fuente de carbono como: glucosa al 1% (= ), jugo sabor mango (+ ), refresco de cola (+ ), jugo
sin azucares anadidos sabor manzana (= ), féormula infantil (+), leche saborizada de chocolate (

=) y yogurt bebible sabor fresa ().

El cultivo de S. mutans en caldo TS usado como referencia en el crecimiento convencional,
fue formulado comercialmente con 8.33 % de D-Dextrosa (2.5 gr/L). Para los ensayos se le
adicion6 1 % de glucosa (D-dextrosa anhidra) o de otras bebidas comerciales azucaradas

seglin correspondiera.
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Por tanto, al cultivo convencional de S. mutans en caldo TS la concentracion de azicares
reductores detectada por espectrofotometria de forma inmediata a la inoculacién (tiempo O
h) fue de 0 mg/mL de glucosa degradada como ingrediente de formulacién del caldo.
Mientras que a las 5 horas de incubacién se obtuvo un valor méximo azicar reductor de 0.896
+ 0.013 mg/mL, es decir, S. mutans utiliz6 la glucosa como fuente de energia para

desarrollarse y via de fermentacion.

Las muestras tomadas cada hora durante las 8 h que se incub¢ el cultivo de S. mutans
conteniendo 1% de la bebida azucarada, para medir y monitorear la concentracion de azicar
reductor conforme el desarrollo la bacteria, arrojaron los datos siguientes ilustrados en la Fig
13. Al iniciar la incubacion 0 h se cuantificé una concentracion de 1.650 + 0.058 mg/mL de
azucares reductores en los cultivos con jugo de manzana sin azdcares afiadidos, y de 1.155 +
0.016 mg/mL con refresco de cola. Posteriormente se redujo de forma drastica la
concentracion de azucar reductor-detectada hasta 0.3 mg/mL, al cabo de 2 h de incubado el
cultivo. Finalmente se mantuvo estable la concentracion detectada de azucares reductores
con 0.681 +0.141 mg/mL a partir de las 5 h de incubacion y hasta concluir las 8 h del ensayo.
Esta estabilidad coincide con la fase estacionaria de la curva de crecimiento de S. mutans
(Fig 10) en presencia de esta bebida azucarada. En el caso del cultivo conteniendo jugo de
mango, la bacteria S. mutans tuvo un crecimiento similar a los anteriores jugos y bebidas
azucaradas, sin embargo, alcanzo su valor maximo a la quinta hora de fermentacién con un
valor de 1.069 + 0.011 mg/mL. En cuanto al cultivo suplementado con glucosa al 1 %, la
bacteria cariogénica tuvo una hora de adaptacién a las condiciones de crecimiento antes de
comenzar la degradacién de glucosa en el medio TS alcanzando un valor méximo de 0.920

+ 0.063 mg/mL de azicares reductores a las 6h de cultivo.
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En los cultivos de TS que contenian 1% de (férmula infantil, leche saborizada de chocolate
y yogurt bebible de fresa); S. mutans present6 al inicio de la fermentacién una concentracién
de azucares reductores elevada, con 1.492 + 0.057 mg/mL, 1.373 + 0.120 mg/mL, 1.406 +
0.146 mg/ml respectivamente. El valor minimo detectado de aziicares reductores fue
alrededor de las 2 hr de crecimiento, tiempo en el que la bacteria cariogénica estaba en fase

exponencial de crecimiento.

Estadisticos descriptivos del efecto de azicares anadidos en los cultivos de S. mutans

Desarrollo de S. mutans en todos los grupos de

bebidas

= : Control positivo

E 2.0%10°+ . po

% . Glucosa 1%

L [ Jugo sabor mango

E 1.5x10° Refresco de Cola

% T [ Jugo sin azlcares afnadidos manzana
‘..‘:’ 1.0x10° | Férmula infantil

o 1 Yogurt sabor fresa

g 8 i Leche saborizada chocolate
< 5.0x10° 4

c

Q

Q

5 0.0
S .

Figura 14. Andlisis estadistico del desarrollo de Streptococcus mutans UA130 en un caldo
de tripticaseina de soya (TS) como cultivo de referencia (control positivo), en relacién con
cultivos adicionados con 1% de: glucosa, Jugo de mango, refresco de cola, jugo de
manzana sin azdcares afadidos, féormula infantil, yogurt bebible de fresa y leche saborizada

de chocolate. Prueba de ANOVA vy nivel de significancia de p<0.05..
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En la comparacion estadistica de las cinéticas de crecimiento de S. mutans, aplicando la
prueba ANOVA de una via; no se observaron diferencias significativas entre los grupos
experimentales y el grupo control. Es decir, para el grupo experimental de glucosa al 1%, el
valor de p fue > 0.9999; seguido por el jugo saborizado de mango con p > 0.9999 y p >
0.9999 para el refresco de cola. Para el cultivo adicionado del jugo natural de manzana, la p
fue de > 0.999. En el caso de los cultivos adicionados de un producto ldcteo, no se
encontraron diferencias significativas al comparar la férmula infantil (p = 0.0817), el yogurt
bebible de fresa (p = 0.3557) y la leche saborizada de chocolate (p = 0.5459). Lo anterior

establece el rechazo de la hip6tesis de este trabajo.

Comparativo de pH entre los grupos de bebidas

: Control positivo
6 I :L l J_ l [ Glucosa 1%
. Jugo sabor mango
Refresco de Cola
" Jugo sin azucares afiadidos manzana
j Férmula infantil
2+ | Yogurt sabor fresa
0 Leche saborizada chocolate

Figura 15. Analisis estadistico comparativo del pH del cultivo de Streptococcus mutans

UA 130 en un caldo de tripticaseina de soya (TS) como cultivo de referencia (control positivo),
en relacion con cultivos adicionados de 1% de: glucosa, Jugo de mango bebidas, refresco de
cola, jugo sin azicares afiadidos de manzana, férmula infantil, yogurt bebible de fresa y leche

saborizada de chocolate. Prueba de ANOVA vy nivel de significancia de p<0.05.
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Los resultados revelaron la ausencia de significancia entre los grupos analizados y el grupo

control, dado que todos obtuvieron un valor de p>0.9999. Por lo tanto, la hipdtesis es

rechazada.

Comparativo estadistico de azucares reductores

p = 0.0006
p =0.0010 I Control positivo
[ Glucosa 1%
p < 0.0001 [ Jugo sabor mango
1.5 - ] Refresco de Cola
) : Jugo sin azicares anfadidos manzana
0 i Férmula infantil
.'g 1 Yogurt sabor fresa
Q -
-E = 10 — [ Leche saborizada chocolate
@5,
]
g E
i 0.5
3
<
0.0

Figura 16. Andlisis estadistico de los azicares reductores para cada uno de los cultivos de
Streptococcus mutans UAI130 en un caldo de tripticaseina de soya (TS) como cultivo de
referencia en relacién con cultivos adicionados de distintas bebidas lacteas (a), bebidas
azucaradas (b) y comparacién con todas las fuentes de aziicar adicionadas en 1% (c). Prueba

de ANOVA, coeficiente de correlacion de Pearson y nivel de significancia de p<0.05.

En la comparacion estadistica del comportamiento de los azicares reductores, no se
encontraron diferencias significativas en los grupos experimentales que inclufan jugos o
bebidas azucaradas. El primero de estos grupos fue el cultivo con glucosa al 1% con p =
0.8583, seguido del jugo saborizado de mango (p = 0.3494, el refresco de cola regular (p =
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0.6757) y el jugo natural de manzana (p > 0.9999). Sin embargo, en los tres grupos
experimentales lacteos, se encontraron diferencias significativas, siendo en la férmula
infantil (p < 0.0001), el yogurt bebible de fresa (p = 0.0010) y finalmente la leche saborizada

de chocolate (p = 0.0006). Con los valores anteriores, la hip6tesis de este trabajo es aceptada.
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7. Discusion

En este estudio fue evaluado el comportamiento de Streptococcus mutans UAI30 como
bacteria patdgena etiolégica de la caries dental en presencia de distintas fuentes de carbono
o azucares. La bacteria crecié en todos los medios de cultivos con azucares que fueron
probados en este estudio ya que es capaz de utilizar como fuente de energia y carbono a
diferentes carbohidratos fermentables, como pueden ser sacarosa, glucosa, lactosa, rafinosa,
manitol e inulina. El catabolismo de estos azicares produce 4cido l4ctico, propidnico, acético

y férmico (Acosta, 2017).

S.mutants expresa proteinas que son transportadores inducibles para carbohidratos
especificos, presenta varios tipos de sistemas transportadores de azucar-fosfotransferasa
dependiente de fosfoenolpiruvato (PEP-PTS), los cuales permiten la absorcién inmediata de
gran variedad de carbohidratos los cuales son incorporados al metabolismo bacteriano de
forma eficiente y rdpida. De aqui se explica la causa de que S. mutans creci6 en presencia de
todas las bebidas azucaradas con distintas fuentes de carbohidrato. Ademads, presenta una
dotacién enzimadtica que permite el funcionamiento de rutas intracelulares para el anabolismo
de polisacaridos extracelulares solubles e insolubles que le confieren la virulencia, le
permiten adherirse al diente, asi como incrementan la produccién de 4cido que puede llegar

a perforar la pieza dental y a producir la caries dental.

S.mutans mediante un sistema de transporte dependiente del fosfoenolpiruvato
fosfotransferasa (PEP-PTS) y otros independientes. Utiliza a este monosacédrido como fuente
de energia y carbono intracelular, lo incorpora a la glucélisis en el citoplasma y a la sintesis

de polisacaridos intracelulares y extracelulares hasta que esta se agota. Se pudo observar que
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en los medios de cultivo probados que tienen glucosa ya sea formando parte de la sacarosa,
lactosa 0 como glucosa de manera independiente, el crecimiento en la fase exponencial
empez6 rdpido con un tiempo de inicio mdximo de 1 h y en algunos de estos indculos la

duracion de la fase exponencial resulté menor o similar al control.

Acosta, 2017 refiere en estudio similar en los cultivos de S.mutans a los que se le afiadi
glucosa, en donde la etapa de crecimiento exponencial fue mds corta que en el grupo control.
El consumo de glucosa fue proporcional al mayor crecimiento bacteriano del
microorganismo en las primeras horas dada su fécil y rdpida adaptacion al contenido inicial
de glucosa; ya que este se adaptd a una mayor concentracion de glucosa y la utiliz6 para
crecer, para esto necesito que se transcribieran los genes para el transporte y fosforilacion de
la glucosa, a la vez que ocurri6 la represion de los genes de los carbohidratos no preferidos

0 necesarios en ese momento por el microorganismo.

La presencia de una fuente de carbono en el medio de cultivo es esencial para el crecimiento y
proliferacién bacteriana, en este caso la presencia de azdcares simples como ingredientes de
bebidas azucaradas, en un cultivo de S. mutans. Mientras la bacteria cariogénica metaboliza la
glucosa o fuente de carbono, ocurre de forma simultdnea un crecimiento y proliferacion de S.
mutans, asi como una produccion de dcido lactico principalmente, que acidifica el medio de
cultivo y por ende disminuye el pH. Esto dltimo, como producto de la glucdlisis o via de

fermentacion de la glucosa efectuada por la bacteria cariogénica.

En este estudio el crecimiento de S. mutants fue mayor en los medios de cultivo con lactosa

debido a la capacidad de procesamiento de la lactosa que posee esta bacteria lo que provocéd
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que existiera una mayor disponibilidad de la fuente energética para crecer. La lactosa es un
disacdrido formado por la unién de D-galactosa y la D- glucosa mediante enlaces O
glucosidicos Beta 1-4, es abundante en los lacteos que consumimos. La lactosa es fermentada
rdpidamente por estreptococos, incluida la bacteria oral cariogénica Streptococcus mutans,
asi como por una variedad de bacterias de dcido lactico, como son: Lactobacillus bulgaricus,
Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium, Streptococcus thermophilus y Lactococcus
lactis (Parvez et al, 2017) (Corsetti et al, 2009). Zeng et al, 2010 reporta que la lactosa es
internalizada por el sistema de azucar-fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato
(PEP) (PTS), produciendo lactosa-6-fosfato de forma muy eficiente y casi de forma exclusiva
en bacterias Grampositivas. La Lac-6-P es hidrolizada a glucosa y galactosa-6-fosfato por
una fosfo-B-galactosidasa citoplasmdtica que posee la bacteria, y la Gal-6-P puede ser
catabolizada por la via de la tagatosa-6-fosfato. La lactosa intracelular es escindida por las
enzimas [-galactosidasa y como resultado la D-galactosa puede ingresar directamente a la
via de Leloir de S. mutans. Esta via Leloir esta codificada en un oper6n que incluye las tres
enzimas del metabolismo de la Galactosa gal/K (galactoquinasa), galT (galactosa-1-fosfato
uridiltransferasa) y gal/E (UDP-glucosa 4-epimerasa). Resulta importante sefialar que la
expresion de la via de la tagatosa en S. mutans es inducible por lactosa, o sea que mientras
mas lactosa exista, mayor serd la expresion de las enzimas que la degradan y que la conviertan
en una fuente energética accesible para la bacteria. Por otra parte, la expresion de la via de
Leloir puede ser inducida por galactosa extracelular (en el medio) o por intracelular (liberada
de a-galactésidos internalizados). La galactosa libre probablemente existe en bajas
cantidades en la cavidad oral y surge de la escision de las fracciones de galactosa de las

glicoproteinas derivadas del huésped o de los sustratos dietéticos (Zeng, 2010).
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Con respecto a la leche con chocolate y el yogurt bebible, S. mutans degrad6 favorablemente
no solo la lactosa formulada en estos productos, sino también la sacarosa. Gamboa et al 2014,
reporta que en medios de cultivo con sacarosa este microrganismo tiene la capacidad de
producir polisacdridos extracelulares y adquirir una apariencia opaca, rugosa y blanca, no
adherente al medio de cultivo y ocasionalmente rodeada por polimeros de glucano de aspecto
himedo. Estos estreptococos no hidrolizan el almidén y fermentan la inulina, la rafinosa, el
manitol y el sorbitol. Dicha produccién de exopolisacdridos estd regulada por la accién de:
la glucosiltransferasa (GTF), que sintetiza glucano a partir de la glucosa; y la

fructosiltransferasa (FTF), que sintetiza fructano a partir de la fructosa.

Peres et al (2009), sugirié que la leche de formula infantil era tan cariogénica como la
sacarosa, mientras que la leche de vaca natural tenia una cariogenicidad minima. En el
estudio aqui presentado, se constatd como el crecimiento bacteriano y la disminucion del pH
son significantes en la férmula pediétrica utilizada, lo que coincide con hallazgos
previamente citados. La lactosa como azucar de la leche, se encuentra en un 4.5 a 5% en la
leche de vaca, representando entre el 18% y el 25% del contenido energético total de la leche
(Lgvendahl et al, 2018; Gaucheron, 2011), y en un 6 a 7% en la leche materna, lo que
representa su principal fuente de carbohidratos. Esta concentracion es mayor que la de la
leche de vaca, lo que facilita la absorcién de nutrientes y proporciona energia esencial para
el desarrollo del cerebro del lactante (Lawrence, 2010; Ballard, 2013; Duale et al, 2022). En
las féormulas infantiles el proceso que sufre la leche liquida es la eliminacién completa de
agua a través de un sistema de inyeccion de aire caliente que, al entrar en contacto con la
leche liquida, propicia la evaporacion del agua, recuperando el precipitado pulverizado de la

leche. En este estado pulverizado el contenido de nutrientes y elementos propios de la leche,
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se encuentran concentrados, es decir ahora su porcentaje es mayor a cuando se encuentran
suspendidos en estado liquido (Lépez-Roa et al, 2021), a excepciéon de componentes
bioactivos sensibles al calor (vitaminas). Algunos investigadores sugieren que la leche de
férmula podria ser cariogénica debido a su contenido de lactosa, sin embargo, Shelton y
colaboradores (1977) advirtieron que asociar este proceso Unicamente con la leche puede ser
una condena inapropiada del producto, ya que este es esencial para el crecimiento y bienestar
del lactante. Un estudio realizado por Bowen et al (1997) indica que la leche y la lactosa no
son cariogénicos o en su defecto, son minimamente promotoras de la caries. En el estudio
aqui presentado, las bebidas l4cteas de formula infantil, leche saborizada de chocolate y
yogurt bebible de fresa, utilizadas como suplemento (1%) al medio de cultivo de TS,
contenian lactosa en comun. En estos cultivos se mostré un mayor crecimiento del patégeno
etiolégico de la caries dental, en comparaciéon a cuando fueron adicionadas otras bebidas

azucaradas.

Acosta et al, 2017 plantea que S. mutans utiliza la glucosa a nivel intracelular, misma que se
incorpora a la ruta de la glicélisis para producir energia y dcidos organicos. Estos dcidos se
liberan al medio extracelular mediante la translocacion de protones que se bombean al
exterior por una ATPasa sintetasa, propiciando un gradiente transmembrana que genera una
fuerza transportadora de 4cido l4ctico fuera de la célula hacia la matriz extracelular. Su
acumulacién en esa zona disminuye el pH externo y alcaliniza el medio intracelular del
microorganismo, esta funciéon de la bomba H*/ATPasa se relaciona con la caracteristica
acidogénica de S. mutans y su participacioén en la desmineralizacién del esmalte. El autor
Acosta et al 2017 comenta el rapido efecto que puede provocar la presencia de 4cido lactico

en condiciones in vitro, lo cual ha demostrado que modifica un medio de pH 7 a pH 4.2 en
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24 horas. El dcido lactico de S. mutans es acidéfilo, acidogénico y aciduirico ademds es capaz
de producir una matriz extracelular denominada exopolisdcaridos, presentes en la dieta

sacarosa y almidon, la cual modula la formacién de la biopelicula cariogénica.

El metabolismo de carbohidratos fermentables de S. mutans puede llevarse a cabo segiin
Acosta et al 2017 debido a la existencia de factores de virulencia en la bacteria. Es decir, la
actividad de las exoenzimas bacterianas que generan exopolisacéridos, tales como la enzima
glucosiltransferasa (GTFs) que produce glucanos insolubles (a1,3-enlaces) y solubles (al,6
enlaces), con liberacion de fructosa, la fructosiltransferasa (FTFs) que produce fructanos,
principalmente inulina (B2,1-enlaces) y que libera glucosa; contribuyen de manera
determinante a conformar la matriz extracelular y, por ende, a modular la coagregacion

bacteriana.

Los glucanos insolubles producidos por estas enzimas GTFb y GTFc son esenciales en la
estructura tridimensional y el microambiente de pH localizado en la biopelicula cariogénica.
Ademds, existen otras enzimas con actividad extracelular como la invertasa, que es una o-
glucosidasa que hidroliza el enlace al, B2 de la sacarosa, la pulanasa y endodextranasa
extracelular, entre otras, las cuales generan monosacéridos, disacdridos o trisacaridos
disponibles. Estos azucares se transportan al interior de la bacteria por un sistema mediado
por el (PEP-PTS); por un sistema de transporte dependiente de una proteina de unién (BPTS)
o por un sistema multiple del metabolismo de azicares (MSM) para que puedan ser utilizados

por la bacteria para crecer.
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8. Conclusiones

S. mutans cuenta con un metabolismo rapido y en este estudio demuestra un consumo de
azucares especialmente los contenidos en bebidas lacteas con que fue suplementado el caldo
TS, evidenciando una fase de adaptacion rapida y un crecimiento exponencial sostenido. La
disminucion del pH es proporcional al crecimiento bacteriano y depende del tipo de azlcar
contenido y afiadido al cultivo. Existe una relacion entre el origen del aztcar contenido en
las bebidas lacteas, pues permiten un crecimiento inmediato; mientras que en presencia de
las otras bebidas azucaradas comerciales la bacteria requiere al menos 1h de adaptacion. El
mayor crecimiento de S. mutans en un menor tiempo, fue con la adicion de formula infantil
al caldo TS, seguido por el yogurt bebible y la leche sabor chocolate con un crecimiento

semejante y ligeras diferencias en el tiempo de maxima proliferacion.

En este estudio se concluye que la proliferacion de S. mutans es dependiente del tipo de
azcar y la formulacion de la bebida comercial azucarada. Los hallazgos indican la
continuidad de un estudio in vitro con piezas dentales en contacto con las bebidas azucaradas
aqui evaluadas, para determinar el tiempo, mecanismo y grado de formacion de caries en

presencia de S. mutans.
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