Model farmacologic per a

valorar substancies cariostatiques

JORDI MARTINEZ I GOMIS

Facultat d’Odontologia. Universitat de Barcelona



UNIVERSITAT DE BARCELONA

FACULTAT D’ODONTOLOGIA

Model farmacologic per a

valorar substancies cariostatiques

Tesi presentada per a optar al grau de doctor en
Odontologia per JORDI MARTINEZ 1 GOMIS,

llicenciat en Odontologia
& Tu’g‘)@jﬂu v:{ﬁ

UNIVERSITAT DL B.ARCELONA
Directores:  Silvia Sanchez Gonzalez

Rildioteen
M. Eulalia Planas Domingo Arca ¢e € wsies ey
CAMP 'S 0 BL. 17
Programa de Doctorat: Tecniques Cliniques en Odontoestomatologia
Unitat Departamental d’Odontoestomatologia
Bienni 1991-1993

Tutor: Cosme Gay Escoda
TDh2y®

L’Hospitalet de Llobregat, juliol 1994



La Dra. Silvia Sanchez Gonzalez, professora titular de Farmacologia de la Facultat
d’Odontologia de la Universitat de Barcelona, i la Dra. M. Eulalia Planas Domingo,

professora titular de Farmacologia de la Facultat d’Odontologia de la Universitat de

Barcelona,

CERTIFIQUEN: Que la present tesi doctoral, presentada per Jordi Martinez i
Gomis amb el titol "Model farmacologic per a valorar substancies

cariostatiques" ha estat realitzada sota la nostra direccio.

I perque consti als efectes oportuns firmem el present certificat a L’Hospitalet de

Llobregat, a vuit de juliol de mil nou-cents noranta-quatre.

e Ploeas

SILVIA SANCHEZ GONZALEZ M. EULALIA PLANAS DOMINGO



A la Salut



Vull expressar el meu agraiment a tothom qui ha fet possible que aquesta tesi sigui una

realitat:

En primer lloc a les Dres. Silvia Sanchez i M Eulalia Planas per la direccié d’aquest
treball, per haver-me animat a iniciar-me en el camp de la recerca i per fer-me costat

en tot moment durant els darrers cinc anys.

A la Salut Sanchez, i a en Carles Ortuiio per la inestimable col "laboracié tecnica de la
part experimental i d’ordinador i per resoldre tots els problemes els quals en molts

moments jo no trobava solucid.

Als meus companys Pere Guillén, Alex Fernandez i Xavier Planelles pel seu ajut en la

tasca experimental i per la seva amistat.

A la seccié d’Odontologia Preventiva i Comunitaria de la Facultat D’Odontologia de

la Universitat de Barcelona per ’assessorament en el camp del fluor.

A Jaume Canela per donar-me un cop de ma en I’analisi estadistica.

UNIVERSITAT DE BARCELONA

Biblioteea

Area de Ciéncics de 1a Salut
CAMPUS D BELLVITGE



A Leocadio Rodriguez per ensenyar-me a extreure el maxim de suc en els resultats,

sobretot en la part d’interpretacid i d’estadistica.

Al Dr. Verdaguer per a la preparacié dels cultius d’estreptococs.

Als meus amics dels laboratoris de basiques de la Facultat d’Odontologia pel suport

moral que em donaven dia a dia.

I finalment als meus pares i al meu germa pel seu esforg, patiment, perd en el fons

il "lusid, durant tots aquests anys de vida universitaria.



INDEX

1. INTRODUCCIO . ... .ottt 3
1.1. Relacié xerostomia-caries dentalen humans .............. 3
1.1.1. Caries dentalenhumans . . . .................. 3
1.1.1.1. Epidemiologia. Prevalenga i incidéncia. . . ... .. 3
1.1.1.2. Etiologia i patogenia de la caries . .......... 4
1.1.1.3. Factors etiologics . . ..........cvov. .. 5
1.1.1.3.1. Factors microbiologics . . . .. ....... 5
1.1.1.3.2. Factors dietetics . . . . ............ 6
1.1.1.3.3. Factors individuals . ............. 8
1.1.2. Xerostomiaenhumans .................... 10
1.1.2.1. Epidemiologia. Prevalen¢a i incidencia. . . . . .. 10
1.1.2.2. Repercussi6 oral de la xerostomia . ........ 13
1.1.3. Farmacs xerostomics. Psicofarmacs . . ........... 14
1.1.3.1. Farmacs xerostdmics. . . ............... 15
1.1.3.2. Relaci6 psicofarmacs-xerostomia. . . ........ 17
1.1.3.3. Antidepressius. Clomipramina . . .......... 20
1.1.4. Mesures preventives de la cariesdental. .. ... ... .. 22
1.1.4.1. Factors bacterians . . ................. 23
1.1.4.2, Factors dietetics . ................... 24
1.1.4.3. Factors del subjecte . ................. 24
1.1.4.3.1. Saliva: Estimulants i substituts de



A Leocadio Rodriguez per ensenyar-me a extreure el maxim de suc en els resultats,

sobretot en la part d’interpretacié i d’estadistica.

Al Dr. Verdaguer per a la preparacié dels cultius d’estreptococs.

Als meus amics dels laboratoris de basiques de la Facultat d’Odontologia pel suport

moral que em donaven dia a dia.

I finalment als meus pares i al meu germa pel seu esforg, patiment, perd en el fons

il "lusid, durant tots aquests anys de vida universitaria.



INDEX

1. INTRODUCCIO . ... ...ttt 3
1.1. Relacié xerostomia-caries dentalen humans .............. 3
1.1.1. Caries dentalenhumans . . ................... 3
1.1.1.1. Epidemiologia. Prevalenca i incideéncia. . . ... .. 3
1.1.1.2. Etiologia i patogénia de la caries . .......... 4
1.1.1.3. Factors etiologics . .. ........ ... 5
1.1.1.3.1. Factors microbiologics . . .. ........ 5
1.1.1.3.2. Factors dietétics . . . . ............ 6
1.1.1.3.3. Factors individuals . . ............ 8
1.1.2. Xerostomiaenhumans .................... 10
1.1.2.1. Epidemiologia. Prevalenca i incideéncia. . .. ... 10
1.1.2.2. Repercussié oral de la xerostomia . ........ 13
1.1.3. Farmacs xerostomics. Psicofarmacs . .. .......... 14
1.1.3.1. Farmacs xerostdmics. . .. .............. 15
1.1.3.2. Relacié psicofarmacs-xerostomia. . . ........ 17
1.1.3.3. Antidepressius. Clomipramina . . .. ........ 20
1.1.4. Mesures preventives de la caries dental. . ......... 22
1.1.4.1. Factors bacterians . . ... ........c0u... 23
1.1.4.2. Factors dietetics . ..............c.c.... 24
1.1.4.3. Factors del subjecte . . ................ 24
1.1.4.3.1. Saliva: Estimulants i substituts de



1.1.4.3.2. Dent: Segellat de fissures. Fluor .... 28

1.144. Fluor ........... . . 28
1.1.4.4.1. Mecanisme d’accié . ............ 29

1.1.4.4.2. Accié sisttmicaitopica .......... 30

1.1.4.4.3. Formes d’aplicacié . ............ 32

1.1.4.4.4. Fluor liposomat . . ............. 32

1.2. Caries experimentalenlarata . ..................... 35
1.2.1. Animals d’experimentacié ................... 35
1.2.2. Inducci6é de cariesenlarata ................. 36
1.2.2.1. Factors etiologics . . ... .............. 36
1.2.2.2. Caracteristiques dentals de larata. ......... 39
1.2.2.3. Factors bacterians . .................. 44
1.2.2.4. Caracteristiques i tipusde dieta . . ......... 50
1.2.2.5. Protocol experimental . ................ 54
1.2.2.6. Quantificacié de la cariesen larata ........ 61

1.2.3. Inducci6 de xerostomiaenlarata . ............. 70
1.2.3.1. Caracteristiques de la saliva . ............ 70
1.2.3.2. Xerostomia irreversible . . .............. 74
1.2.3.3. Xerostomia reversible . . .. ............. 75

1.2.4. Efecte del fluorenlarata ................... 76
1.2.4.1. Administracié sisttmica . . . ... .......... 77
1.2.4.2, Administracié topica . .. ... ........... 78



3. MATERIAL I METODES . . . ..o o ittt et e e e 86

3.1. Material Utilitzat . ............................. 89
32 . Metodes ... .... .. ... e e 90
3.2.1. Animals utilitzats . . . . .. ................... 90
3.22.Dietaibeguda ............. .. .. .. .. ..., 92
3.2.3. Tractament dels animals . ................... 93
3.2.4. Flux salival estimulat . ..................... 97

3.2.5. Determinacié de la concentracié de fluor en saliva ... 98

3.2.6. Preparaci6é de lamandibula . . ................ 98

3.2.7. Quantificacié de lescaries .. ................. 100

3.2.8. Analisi estadistica ........................ 103

4. RESULTATS . ... .t et ettt i e e e 106
4.1. Consumdemenjar . ..............c.cuiuttnnnnnn.. 110

4.2. Consumdebeguda .................. ... ....... 113

4.3. Augmentdepes .......... ... ...t 117

4.4. Flux salival estimulat . . .. ... ..................... 119

4.5. Concentraci6 de fluorensaliva ..................... 121

4.6. Valordecaries . .................... . ..., 123

5. DISCUSSIO . . ...ttt e 136
S.1.Model . . ... . e e 139
S2.Clomipramina . ...............00ttitttunnnen.. 141

5.3. Fluor administrat per via sistémica . .................. 143

S5.4.Pilocarpina . .. ... ... ... e e 145



5.5. Aplicacié topica d’aigua destil.lada .................. 147

5.6. Aplicacié topica de fluorursodic . ................... 147
5.7. Aplicacié topica de fluorur sodic liposomat . . ............ 149
5.8. Aplicacié de clorur calcic liposomat . ................. 150
6. CONCLUSIONS . . .ttt it e e e e e s e e e e e e i e 151

7. BIBLIOGRAFIA . . ... .. e 156



1. INTRODUCCIO






Introduccié 3

1. INTRODUCCIO

1.1. Relacié xerostomia-caries dental en humans

1.1.1. Caries dental en humans

1.1.1.1. Epidemiologia. Prevalenga i incidéncia.

La caries dental és una de les malalties més prevalents de les que pateix I’home modern
i de les que existeixen en tot el mén. Més del 95% dels nortamericans han patit caries
dental en algun moment de la seva vida. A Catalunya, malgrat que els darrers anys va
disminuint la prevalenga de caries sobretot en la poblacié infantil, dels nens de 12 anys
només el 38% ~estil lliure de caries (Cuenca i Alvarez, 1991; Cuenca et al., 1992). A
Anglaterra, el 83% de la poblaci6 adulta (> 35 anys) examinada en un estudi fet per
Banting i cols. (1980) presentaven caries d’arrel. La caries dental és responsable en
gran part del dolor odontologic i del 40-45% de les extraccions dentals (Katz et al.,

1982).
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1.1.1.2. Etiologia i patogenia de la caries

La caries dental és una malaltia que es caracteritza per una serie de complexes reaccions
quimiques i microbioldgiques que donen com a resultat la destruccié final de la dent si
el procés no s’atura. Aquesta destrucci6 és el resultat de la produccié d’acids per part
dels bacteris que es troben al voltant de la dent i que s6n subproductes del metabolisme
bacteria dels hidrats de carboni de la dieta. Generalment la caries s’inicia en 1’esmalt
perd també es pot iniciar en I’arrel dentiria degut a una malaltia periodontal o a una

retraccié gingival fisiologica.

La caries dental és, per tant, una malaltia multifactorial en la que existeix la interaccié
de tres factors principals: ’hoste (particularment la saliva i les dents), la microflora,
i el substracte (carbohidrats de la dieta). A més d’aquests tres factors, caldra tenir en
compte un més, el temps, que s’haura de considerar en tota exposicié referent a

’etiologia de la caries (Vegeu figura 1.1).

Perque s’origini la caries és necessari que
les condicions de cada parametre siguin
favorables. Es a dir, perqué hi hagi
caries cal un hoste susceptible, una flora
oral cariogénica, i un substracte apropiat
que hi haura de ser present durant un

periode determinat.

Figura 1.1. Factors etioldgics de 1a caries
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1.1.1.3. Factors etiologics

1.1.1.3.1. Factors microbiologics

El procés de la caries tindra lloc o no en funcié de si la flora de la cavitat oral és o no
cariogenica, de la densitat o concentracié d’aquesta flora, de les interaccions amb

I’entorn bucal, i de la seva activitat metabolica (potencial &cid i sintesi de polisacarids).

La placa dental s’inicia per la formacié d’una pel "licula formada per proteines salivals.
Després de formar-se aquesta pel licula es colonitza per bacteris que s’hi adhereixen
mitjangant forces idniques. La composicié d’aquesta pel ‘licula, que dependra del tipus
de dieta i altres factors, influira en el tipus de bacteris que hi colonitzin. En el procés
cariogen intervenen fonamentalment dos grups de bacteris: els estreptococs i els
lactobacils. També es poden trobar enterococs, estafilococs i altres. Aquests bacteris

tenen la capacitat de produir acid i també de poder viure i reproduir-se en un medi acid.

L’streptococ mutans va ser descrit per Clarke el 1924 després d’aillar-lo de la dentina
cariada. Fins els anys seixanta no es va enfocar I’interés sobre €l paper que jugava
aquest microorganisme en el desenvolupament de la caries dental, ja en aquell temps
Fitzgerald i Keyes (1960) van demostrar el paper etioldogic de certs estreptococs. Els
lactobacils i els estreptococ mutans es troben en quasi totes les lesions de caries i la

seva proporci6 en la placa i en la saliva esta positivament relacionada amb la freqiiencia

i activitat de la caries (Edwardsson, 1988).
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1.1.1.3.2, Eactors dietetics

Diferents estudis epidemiologics d’observacié i experimentals han demostrat la gran

relacié que hi ha entre el consum de sucres refinats i la caries dental (Gustaffson et al.,

1954; Serra Majem et al., 1993).

La placa juga un paper molt important en la formacié de la caries dental. La formacié
de la placa dependra del tipus d’aliment (sacarosa, altres sucres, altres carbohidrats),
’adhesivitat, i també de la freqiiencia d’ingesta. La preséncia d’una quantitat excessiva
de sucres en la dieta afavoreix la formacié de la placa dentaria i del procés cariogen.
Aquests sucres son fermentats per una série d’enzims bacterians i es produeix, per una
part, una serie de metabolits acids (acids lactic, butiric, acttic) que ataquen directament
I’esmalt dentari, descalcificant-lo i, per altra part, gracies a 1’accié bacteriana es
produeixen alguns metabolits com 1’acid gluconic i levonic que es polimeritzen formant
respectivament dextra i leva (principalment el primer). El dextra és una substancia
insoluble, viscosa i adherent, que contribueix a la formacié de la placa dentaria a la
superficie de ’esmalt. A més del dextra, la placa dentaria estd composta per mucina,
bacteris, residus alimentaris, cel.lules epitelials descamades i macrofags. La placa
protegeix els bacteris caridogens de 1’agressié dels leucocits, dels anticossos especifics,

del lisozim, de I’arrossegament mecanic de la saliva i fins i tot de la neteja mecanica,

1 perpetua el procés cariogen.

El pH de la placa bacteriana en dejuni sol ser estable i neutre o lleugerament acid (pH=

6.5-7). Disminueix rapidament després de I’exposicid al sucre i es recupera lentament
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(30 minuts) fins que torna al valor de repds. Aquesta variaci6 del pH es coneix com la
corba d’Stephan. Si el pH disminueix per sota de 5.2-5.5 es comenga a disoldre la
hidroxiapatita de I’esmalt iniciant-se la caries. Aquest intérval de pH s’anomena pH
critic. Com més vegades es sobrepassi aquest pH critic més desmineralitzacions patira
Pesmalt, per tant el factor de freqiiencia d’ingesta és molt important (Mouton i Trahan,

1989).

Els sucres consumits en preparacions que s’adhereixen millor a les dents (caramels més
tous 1 enganxosos) sén més cariogenics que aquells que es presenten de forma menys
adhesiva i que es disolen i es degluteixen amb major rapidesa. Les formes solides

retentives de sucre produeixen més caries que les formes liquides.

En el procés cariogen també influeix el contingut de fluor, altres oligoelements, i fosfats
de la dieta aixi com la textura dels aliments. Els deficits de les vitamines A, Di C i
d’algunes sals minerals (calci, fosfats) poden traduir-se en una mineralitzacié imperfecta
de I’esmalt i de la dentina, i en resulta una major susceptibilitat a la caries dental.
Aquest fet té escassa repercussio en els paisos socio-econdmicament més avangats ja que
existeixen pocs cassos d’hipovitaminosi. No obstant, en els paisos en desenvolupament
aquests deficits sén un factor a considerar en la notable incidéncia d’};ipoplésia lineal

de les incissives temporals, i explicarien el retard en la caiguda de les dents temporals

i ’erupcio6 retardada de les dents permanents.
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1.1.1.3.3. Factors individuals

Hi ha factors genetics que determinen una susceptibilitat individual diferent davant la
cariogenesi. Aix0 s’ha demostrat mitjancant treballs d’investigacié en animals, estudis
en families, i, particularment recerques en bessons homozigdtics. Aquests factors es

manifesten en:

a) La composicié i ’estructura de ’esmalt dentari, en la preséncia o 1’abséncia de
fissures i de cavitats en la seva superficie, en la permeabilitat, contingut de fluor i altres

oligoelements, preséncia de qualsevol displasia, i en el disseny del seu trabeculat.

b) El disseny arquitectdonic i la disposicié de les dents en l’arcada dentaria, i la
preseéncia o ’abséncia de maloclusions, tipus de maloclusions, presencia d’arees de

diposit de la placa bacteriana.

¢) La composicié de la saliva, (en especial el seu contingut en calci, fosfats, fluor,
glucoproteines, factors aglutinants, contingut bacteria), la seva activitat esmorteidora
i el seu pH,, la presencia de certs enzims (com el lisozim) en major o menor
concentracid, la resposta immunitaria dels limfocits B en anticossos secretors (IgA)

davant els bacteris caridgens i davant la glucosil-transferasa.

A més d’aquests factors de tipus genetic, s’han de considerar una serie de factors
adquirits, com les malalties croniques, les radiacions ionitzants, els traumes psiquics,

etc., i en les dones, I’embards. No obstant aixd, la importancia d’aquests factors
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adquirits és molt menor que la dels esmentats abans.

Les diferéncies racials van ésser considerades en certes eépoques i es continuen
esmentant amb certa regularitat, malgrat que en quasi tots els casos s’ha pogut
demostrar que eren degudes fonamentalment a factors exogens com la dieta, i
primordialment a les diferéncies en la ingesta de sacarosa i de fluor (Cuenca et al.,

1982; Cuenca et al., 1991; Silverstone et al., 1985).

La saliva té diverses funcions de les que destaquen la digestié i degustaci6, excrecid,
equilibri aqués i proteccié. Aquesta darrera €s la més important en relacié a la caries
dental. La saliva realitza moltes funcions protectores importants (Taula 1.1) (Baum,
1986). No només neutralitza els canvis acids extrems de la cavitat bucal siné també els
aliments acids i els acids produits per la placa bacteriana. Els enzims antibacterians i
les substancies com el lisozim, S-IgA, lactoperoxidasa i lactoferrina, poden ser
importants com a determinants de I’ecologia bacteriana bucal. De gran importancia és,
també, la neteja fisica que fa la saliva en forma de rentat, dilucié i desallotjament de
restes alimentaris i bacteris de la cavitat bucal. La concentracié de Ca’* i PO>*
constitueix un mecanisme de defensa natural important per a protegir les dents contra
la disolucié i per a permetre la remineralitzacié de ’esmalt lleugerament gravat. Les
secrecions mucinoses s6n importants per a protegir les mucoses bucals de la
deshidratacié (Nikiforuk, 1986; Thylstrup i Fejerskov, 1988). La saliva també participa
en la maduracié de ’esmalt quan les dents comencen a erupcionar (Mandel, 1989). En
el cas de pacients portadors de protesi dental completa, la saliva ajuda a la retencié de

la dentadura, sobretot la secrecié de tipus mucés de les glandules del paladar.
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(Niedermeier i Krimer, 1992).

FUNCIO SUBSTANCIES DE LA SALIVA IMPLICADES

1. Lubricant glicoproteines riques en prolina basica

2. Remineralitzacié proteines riques en prolina acida

3. Antibacteriana IgA, lisozima, lactoferrina, lactoperoxidasa, mucina
4. Antifiingica proteines riques en histidina

5. Digestié amifasa, DNasa, RNasa, proteases, mucina,

6. Capacitat tamponadora | bicarbonat, fosfat

Taula 1.1. Principals funcions protectores de la saliva

1.1.2. Xerostomia en humans

1.1.2.1. Epidemiologia. Prevalenga i incidéncia.

La xerostomia és un simptoma en que !’individu es queixa d’una sensacié de sequedat
de boca, degut a una hiposecrecié de les glandules salivals. El flux salival estimulat
queda reduit per sota de 0.1 ml/min. Les queixes del pacient que més es poden
relacionar amb hipofunci6 de les glandules salivals son les segiients; sensacié de boca
seca al menjar, dificultat en la deglucié de menjar sec, o necessitat d’ingerir liquid per

a empassar el menjar (Fox et al., 1987). La xerostomia pot ser la conseqii¢ncia de
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diferents patologies i situacions, i aquesta hiposalivacié pot ser reversible o irreversible

(Fox et al., 1985; Billings, 1993).

Causes de xerostomia irreversible;

a) Exocrinopaties immunologiques com per exemple la sindrome de Sjogren, que

consisteix en xerostomia, xeroftalmia i una malaltia del teixit connectiu. Aquesta

sindrome inclou, algunes vegades, la malaltia de Mikulicz.

b) Malalties neurolodgiques i altres malalties organiques

¢) L’aplicacié de radioterapia de cap i coll en que les glandules estan dins del raig

primari. Aquestes glandules pateixen atrofia, fibrosi i una reduccié aguda en la secrecié

salival.

d) L’extraccid quirirgica de les glandules salivals com a tractament d’algunes

neoplasies.

€) Absencia, malformacions congenites, o canvis degeneratius de les glandules salivals.

Causes de xerostomia reversible;

a) L’administracié cronica de medicaments anticolinergics o també dits

parasimpaticolitics.
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b) Obstruccid, inflamacié o infecci6 virica aguda de les glandules salivals.

¢) L’ansietat, I’estrés, la depressié i altres alteracions psicoldgiques.

d) Abus de tabac, alcohol i altres drogues.

En algunes de les patologies abans esmentades, la disminucié del flux salival es va
demostrar quantitativament, mentre que en altres €és només una impressio clinica. Altres
causes no especifiques de xerostomia que s’han descrit sén la respiracié bucal o 1’edat
(Sreebny i Valdini 1988), malgrat que en altres estudis no s’ha trobat cap correlacié
entre 1’edat i I’{index de secreci6 salival (Baum, 1986; Tylenda et al., 1988; Parvinen

1984; Thorselius et al., 1988).

En diferents estudis s’ha vist que la dona té un flux salival estimulat menor i es queixa
més freqilentment de sequedat de boca que els homes (Parvinen, 1984; Sreebny i

Valdini, 1988).

Osterberg i col "laboradors (1984) van observar en un estudi epidemiologic que un 16%

d’homes i un 25% de dones d’una representacié de la poblacié sueca de més de 70 anys

es queixaven de sequedat de boca.
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1.1.2.2. Repercussi6 oral de la xerostomia

La xerostomia pot produir transtorns en la masticacid, fonacié i deglucié, aix{ com
estomatitis, candidiasi oral, malaltia periodontal, alteracions del gust, problemes en la
retencié de les protesis, i sobretot caries rampant (Bertram et al., 1979; Rundegren et
al., 1985; Sreebny, 1989). Els pacients que es queixen de xerostomia habitualment
prenen begudes ensucrades (refrescs, sucs de fruita), mantenen caramels a la boca o

masteguen xiclet per a alleugerir la sensacié de sequedat de boca. Aquesta situacid

augmenta el risc de caries.

S’han descrit augments en la incidéncia de la caries associada amb xerostomia en casos
que presenten la sindrome de Sjogren, i també després de seguir un tractament
perllongat amb farmacs que disminueixen el flux salival. La caries rampant ha estat ben
documentada en molts pacients sotmesos a radioterapia de les glandules salivals,
independentment de si les dents es trobaven dins o fora del camp d’irradiacié. En
aquests cassos esmentats la caries és atipica; freqiientment la lesi6 ataca 1’area cervical,
abasta el ciment i la dentina i progressa internament fins a tallar la corona. Algunes
vegades té lloc un rapid desgast de les superficies incissal i oclussal amb o sense lesions

cervicals (Newbrun, 1984).

La relaci6 entre la saliva i la caries ha estat demostrada i reconeguda des de fa molts
anys. Hill (1972) va descriure un cas d’una noia de 12 anys que va rebre un tractament
quinirgic de la glandula pardtida dreta degut a un carcinoma mucoepidermoide,

quedant-se només amb una glandula salival major, la pardtida esquerra. Dos anys
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després de ’operacid, es va diagnosticar una caries rampant amb un patré inusual: A
la dreta, la caries era considerablement extensa, afectant els quadrant superior i inferior;

a ’esquerra, només es varen trobar petites cavitats.

1.1.3. Farmacs xerostomics. Psicofarmacs

Molts farmacs poden afectar la funcid de les glandules salivals i provocar sequedat de
boca. Els ansiolitics s’usen amb freqiiencia durant llargs perfodes en algunes malalties
psiquiques amb 1’objectiu de reduir 1’ansietat, tensié i agitacié propies de les esmentades
afeccions. Quasi la meitat dels medicaments que prescriuen els psiquiatres sén

ansiolitics.

La xerostomia apareix concretament en pacients tractats amb psicofarmacs com el liti,
els antidepressius triciclics i alguns antipsicotics. Els antidepressius triciclics causen una
marcada disminucié de la secrecié salival durant la primera setmana del tractament,
perd aquesta secrecié millora gradualment; Diversos factors poden estar implicats en
la caries dental induida pels antidepressius triciclics, com per exemple la disminuci6 de

I’index normal del flux salival originada per la propia malaltia.

Els antidepressius triciclics s’utilitzen algunes vegades en nens pel tractament de
I’enuresi. Un estudi recent ens mostra que nens que reben aquest tractament tenen
també una alta incidencia de caries dental. L’activitat de la caries només queda

augmentada si el perfode de tractament és més llarg d’un mes. Aquests autors
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suggereixen que la disminucié de la secrecié de saliva induida per farmacs és la
principal causa de I’augment de la caries dental. En qualsevol cas, aixd també suggereix
que el nen enurgtic es desperta més sovint durant la nit i sovint pren alguna beguda o
algun menjar que conté sucre. No ens pot sorprendre que un nen enurétic que no rebi
tractament amb antidepressius tingui una més alta incidéncia de caries que el nen

normal.

1.1.3.1. Farmacs xerostdmics.

Molts medicaments tenen com efecte secundari la disminuci6 de la secreci6 salival i fins
i tot pot alterar la seva composicié (Tabak, 1993; Johnson i Cortez, 1988) i, el
tractament perllongat amb aquests farmacs, pot donar com a resultat un quadre de caries
rampant. Bahn (1972) va preparar una Ilista que inclou més de 250 medicaments amb
potencial xerostdmic, com anticolinergics, antihistaminics, farmacs antiparkinsonians,
antiemetics, analgesics narcdtics, sedants hipnotics no barbitirics, antidepressius

triciclics 1 molts dels farmacs psicotrops.

La medicacié xerostdmica redueix un 40% el flux salival estimulat. El pH salival no
queda alterat per la medicaci6. El canvi d’habits dietetics i higienics i la durada del
tractament sén els factors més importants en 1’agreujament de la caries (Persson et al.,

1991).

Osterberg i col ' laboradors (1984) van trobar una correlacié directa entre els qui prenien
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farmacs amb efectes secundaris de xerostomia i sensacié de sequedat de boca. També
van trobar una correlacié negativa entre invalidesa dental i secrecié salival sota
tractament farmacologic. En general existeix una correlacid negativa entre flux salival
i mimero de farmacs xerostdmics presos en adults (Levy et al., 1988; Thorselius et al.,

1988)

Més d’una tercera part de pacients en institucions geriatriques reben un o més farmacs
amb efectes secundaris de xerostomia. Aquests sén principalment antidepressius

triciclics, antipsicotics, i sedants (Handelman et al., 1986).

En un estudi realitzat en un centre de salut familiar es va observar que el 62% dels
individus consultats prenien un o més farmacs i que el 29% es queixaven de boca seca.
El nombre de farmacs presos diariament esta relacionat inversament amb el flux salival
total. En el grup de poblacié de més de S5 anys el 60% dels farmacs que prenien
produeixen xerostomia, a més, la proporcié de farmacs que presenten 1’efecte secundari
de xerostomia esta directament relacionat amb 1’edat. S’ha trobat, també, una associacid
positiva entre pacients que prenen antidepressius o antipsicotics i sensacié de
xerostomia. Més de la meitat dels que prenen aquests psicofarmacs es queixen de
sequedat de boca. S ha observat que els pacients que reben medicacié xerostdmica tenen
un index de secrecié salival disminuit tant si és en repds com estimulada (Sreebny et

al., 1989).

S’ha observat que 1’administracié d’analgesics, antiarritmics, antihipertensius i diuretics

augmenta amb I’edat, en canvi I’us d’antidepressius i antihistaminics romanen constant
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(Billings, 1993).

Kitamura i cols (1986) van trobar una forta correlacié entre el nombre de farmacs
administrats i 1’index de caries d’arrel en la poblacié de més de 65 anys residents en

un centre geriatric. D’aquests farmacs destaquen els antidepressius i els antihipertensius.

1.1.3.2. Relaci6 psicofarmacs-xerostomia.

Parvinen i col "laboradors (1984) varen observar a Finlandia que aproximadament un
40% d’una mostra de 1105 adults es medicaven. D’aquests, es va veure que els que
prenien neuroleptics, antidepressius triciclics o antihipertensius tenien el flux salival
estimulat disminuit un 33% en relaci6 als que no prenien cap farmac. Un 2% de la

poblacié adulta finesa ha pres en alguna ocasié algun neuroleéptic o antidepressiu

triciclic.

Persson i col "laboradors (1991), en una mostra de 40 vells acollits en centres geriatrics,
van observar que tant els psicofarmacs com els diuretics reduien aproximadament un
40% el flux salival estimulat, i si es prenien conjuntament la reduccid salival podria

arribar a un 60%.

La sensacié subjectiva de sequedat de boca, probablement relacionada amb les
propietats anticolinergiques, es nota a poques hores d’iniciar el tractament. L’efecte

antidepressiu, probablement relacionat amb els efectes adrenergics i serotoninergics, no
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s’observa fins al cap de 2-3 setmanes de tractament (Knorring i Mornstad, 1981).

Hi ha pacients que només es queixen de sequedat de boca les primeres setmanes de
tractament amb antidepressius, d’altres noten aquesta sensacié de forma permanent. Es
més important pel pacient resoldre els problemes maniaco-deperessius que la sequedat
de boca perd no per aixd s’ha de desestimar aquest efecte secundari. La secreci6 salival
queda reduida per sota de nivells patologics (< 1ml/15 minuts) en més de la meitat dels

pacients que prenen nortriptilina (Bertram et al., 1979).

La imipramina produeix una reduccié significativa en el pH salival. La imipramina
disminueix un 12% 1’index de secreci6 salival en repds, perd un 72% si és estimulat.
Una estimulacié quimica pot trencar aquest efecte anticolinérgic d’aquests farmacs.
Aixo0 permet explicar la discordancia entre I’experiéncia subjectiva de sequedat de boca
i les mesures objectives d’index de secrecié durant ’estimulacié. La millor via per

determinar 1’index de secreci6 salival és en repds (Knorring i Mornstad, 1981).

Una caracteristica habitual en la practica clinica en pacients sota tractament amb
psicofarmacs €és un augment relatiu en la viscositat de la saliva causat per 1’augment de

glicoproteines (Knorring i Moérnstad, 1981).

Rydgren (1976) en un estudi fet a 566 pacients d’un hospital psiquiatric va observar un

empitjorament de la salut oral dels pacients que rebien tractament psicofarmacologic.

Lucas (1993) va trobar un augment de la prevalenca de candidiasi oral, estomatitis i una
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pitjor higiene en els pacients que rebien un tractament cronic amb psicofarmacs.

La funcié de les glandules salivals és regulada pel sistema nerviés autdnom, perd
diverses hormones i farmacs poden modular I’efecte de 1’estimulacié nerviosa (Mornstad

et al., 1986).

Un 40.9% dels pacients que prenen clomipramina pateixen sequedat de boca al cap de

6 setmanes de tractament (Noguera et al., 1991).

La propia depressid, un estat d’ansietat, o unes tendéncies neurdtiques poden disminuir
’index de secreci6 salival sense pendre psicofarmacs (Lamb et al., 1988). A més, molts
pacients amb depressié aguda canvien els seus habits de higiene oral i de dieta. La suma
dels efectes de la propia malaltia, dels farmacs, i del canvi d’habits dietetics i higienics
complica la situaci6 i compromet al pacient a un alt risc de caries. La majoria d’aquests
pacients tenen uns baixos valors de capacitat tampd, alts indexs d’estreptococ mutans

i lactobacils en la saliva i una pobra higiene oral (Rundegren et al., 1985).

Ja al 1967 es va descriure el cas d’un pacient que va perdre per caries 10 de les 12
dents que tenia durant el tractament amb antidepressius i antipsicotics. Un cop suspes

aquest tractament va mantenir les dues dents sense caries (Winner i Bahn, 1967).
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1.1.3.3. Antidepressius. Clomipramina

Es defineix la sindrome depressiva com un estat en el que es combinen de manera
variable en intensitat i temps, sentiments de tristesa, desesperanga, retard psicomotor
o agitacié, abatiment, desinterés, idees de suicidi, insomni, perdua d’apetit i de desig
sexual. Es una malaltia cruel perque no només produeix intens patiment, sin que a més
amaga les raons i el desig de superar-ho. El malalt depressiu manté una concepcié
personal distorsionada, amb una visid negativa triple: d’ell mateix, del mén que el
rodeja i del futur. Des de la perspectiva de la biologia psiquiatrica i acceptant d’entrada
la incapacitat actual per presentar una explicacié convincent de la patogénia de la
depressid, cal acceptar que, com en el cas de 1’esquizofrénia, ha estat ’analisi de les
accions dels farmacs el que ha marcat I’evolucié de les hipdtesis patogenetiques. Donat
que la deplecci6 de monoamines cerebrals amb reserpina desencadena a vegades una
sindrome depressiva, i que l'increment de 1’activitat monoaminergica és un dels
mecanismes d’accié proposats dels farmacs antidepressius (triciclics, inhibidors de la
MAO) es va pensar en considerar la depressié com el resultat d’una insuficiéncia
funcional en els sistemes neuroquimics cerebrals, particularment els serotonergics (5-
HT) i noradrenergics (NA). Millor que definir la depressié com a resultat d’un augment
o una disminucié permanent en [’activitat d’un o altre sistema neuroquimic, sera
preferible considerar-la com el resultat d’una insuficiéncia relativa de la seva regulacid,

o disregulacié.

La clomipramina és un farmac derivat de la dibenzoazepina dins del grup dels

antidepressius triciclics de primera generacid.
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* Caracteristiques farmacocinetiques

Els antidepressius triciclics, en general, sén farmacs molt liposolubles que s’absorbeixen
molt bé en el tub digestiu, perd que estan sotmesos a un intens primer pas, per la qual
cosa la biodisponibilitat és més aviat baixa (40-60% la clomipramina). Es fixen amb
intensitat a proteines plasmatiques (91 % la clomipramina) i pateixen abundants
processos de metabolitzacid; sén freqiients les reaccions de desmetilacié que originen
metabolits actius, aixi com de conjugacié i d’alteracié dels nuclis aromatics. Degut a
I’elevada liposolubilitat i I’extensa fixacié a proteines tissulars, presenten un volum de
distribucié elevat. La combinacié del gran volum de distribucié amb 1’extensa
metabolitzacié origina una vida mitja d’eliminacié amb valors migs que permeten
administrar el farmac 1-2 vegades al dia; per les mateixes raons, existeixen grans
variacions interindividuals en els nivells plasmatics estables que s’assoleixen amb una
mateixa dosi. Passen la barrera placentaria i a la llet, a on s’assoleixen concentracions
superiors a les de la sang materna. La clomipramina té una vida mitja de 17-28 hores,

un rang de dosi/dia de 50-150 mg.

* Mecanisme d’acci6

Els resultats bioquimics inicials obtinguts amb imipramina i altres triciclics van mostrar
la seva capacitat d’inhibir la recaptacié de noradrenalina i 5-hidroxi-triptamina, tant en
els sistemes centrals (cervell) com periferics (cor i plaquetes). Per tant, la seva accio
terapeutica es creu que €s el resultat de I’increment d’aquestes monoamines en 1’espai
sinaptic i de la major activacid dels seus respectius receptors, encara que aquest

increment és immediat i la resposta clinica apareix al cap d’uns quinze dies.
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* Reaccions adverses i interaccions

S6n  abundants i relativament freqiients, el que exigeix una bona vigilancia;
afortunadament les més freqiients s6n de caracter lleu. Les reaccions adverses en €l
sistema cardiovascular sén la hipotensié ortostatica, palpitacions i taquicardia. La
hipotensié ortostatica apareix sobretot al comengament del tractament i en persones
d’edat avangada, també pot manifestar arritmies cardiaques. Les reaccions adverses del
tipus anticolinergic destaquen la sequedat de boca, sudoraci6, tremolors, vertigens,
estrenyiment, {leum paralitic, retencié urinaria, congesti0 nasal, transtorns
d’acomodacid provocant visié borrosa, glaucoma. Tots aquests transtorns estan en
funcié del grau del bloqueig, edat i susceptibilitat del pacient. Entre els de caracter
neuroldgic, s’ha descrit una sindrome de crisis convulsives provocada pels
antidepressius que, en general, redueixen el llindar de convulsions, per la qual cosa cal
vigilar especialment els pacients susceptibles. Pot apareixer una sindrome
anticolinergica central amb confusié, desorientacid, il.lusié i al.lucinacions. També
poden provocar augment de pes, hepatitis al.lergiques, erupcions dermiques i reaccions
de fotosensibilitat. La sedacié és molt freqiient, encara que s’hi sol desenvolupar

tolerancia (Bochner et al., 1980; Flérez et al., 1987).

1.1.4. Mesures preventives de la caries dental.

Tenint en compte els factors predisponents de la caries dental, la prevencié es basa en
els intents per a (1) augmentar la resistencia de I’hoste (fluoroterapia, segellats de

fissures, immunitzacié), (2) reduir el nombre de microorganismes en contacte amb la
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dent (control de la placa), (3) modificar el substracte mitjangant la seleccié dels
productes alimentaris, i (4) reduir el temps que romangui el substracte a la boca

mitjancant una limitacié en la freqiiencia en que s’ingereixen aliments (Newbrun, 1984).

1.1.4.1. Factors bacterians

El principal objectiu per a combatre el factor microbiologic és 1’eliminacié de la placa

bacreriana al maxim possible. Tenim les segiients eines al nostra abast:

* Un bon raspallat dental. L’eficacia del raspallat dependra de la qualitat i disseny del
raspall, el metode i la freqiiéncia del raspallat, del tipus de dentifric emprat, i de la

motivaci6 i habilitat de I’individu per a realitzar una correcte higiene oral.

* Control de placa interproximal. El raspallat de les dents normalment és insuficient per
a la neteja dels espais interproximals. Els individus amb els espais interdentaris tancats
disposen del fil de seda per eliminar la placa interproximal. Pels individus que tenen

els espais interdentaris oberts es recomanen els raspalls interproximals.

* Profilaxis professional. El principal objectiu és induir al pacient uns habits d’higiene
oral, dieta sana, us de fluor, i visites periddiques al professional per mantenir un

control.

* Control quimioterapic. En el cas que fracassin els metodes mecanics d’eliminacié de
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placa es poden usar antibidtics, enzims o clorhexidina, tenint en compte els seus efectes

secundaris.

*Immunitzacié. Fins al moment no hi ha cap vacuna eficag per prevenir la caries.

Donat que és una malaltia sense risc mortal, convé que la vacuna sigui completament

indcua i que no impliqui cap risc.

1.1.4.2. Factors dietetics

L’individu ha de congixer perfectament els principals factors dietetics que influeixen en
’aparicié de caries per a poder-los evitar o controlar. Cal tenir en compte, doncs, el
contingut de sucre en la dieta, la consisténcia dels aliments, sobretot 1’adhesivitat, la

freqiiencia del consum, 1’ingesta dins o fora dels apats, etc...

1.1.4.3. Factors del subjecte

La prevenci6 anira dirigida a reforgar les dents amb fluor i/o segellant les fissures i

intentar pal.liar la xerostomia si €s el causant del risc de les caries.
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1.1.4.3.1. Sal_iva: Estimulants i substituts de saliva

Un index baix de secrecié salival i una baixa capacitat tamponadora pot implicar un
augment de risc de caries. Per tant, és important canviar les condicions salivals. Hi ha,
pero, situacions en que estan limitades les vies per les quals es pot influenciar I’'index
de secreci6 salival. Hi ha altres situacions en que unes simples mesures poden tenir
efecte. Un augment de I’index de secrecié salival esta generalment acompanyat d’un

increment de la capacitat tamponadora.

Mesures que calen adoptar en cas d’un pacient que presenta xerostomia:

a) Intentar trobar la causa del baix index de secrecié salival. Si és necessari, cal
contactar amb el metge que porta el pacient. Si el pacient esta prenent farmacs que
tinguin com efecte secundari la reduccidé de I’index de secrecié salival, cal preguntar
al metge si és factible una medicacié alternativa. En el cas de que la causa de
disminucié de I’index de secrecié salival no s’hagi pogut diagnosticar cal referir al
metge perque faci analisis i exploracions radiografiques. Si és possible, hauria de ser
remeiada la causa de disminuci6 de I’index de secreci6 salival. Tant si es pot augmentar
I’index de secrecid salival com si no es pot, caldra intensificar les segiients mesures
preventives convencionals: control rigurés de la placa, aplicaci6 de fluor tdpic, analisi

de la microflora, i si és necessari mesures antimicrobianes (Krasse, 1985).

b) En el cas en que les glandules salivals no sén funcionals cal recomanar substituts de
saliva (Weerkamp et al., 1987). La saliva artificial DPF proporciona un fluid

lleugerament viscés i inert. Normalment es requereixen de 5 ml fins a un maxim de 20



26 Introduccié

ml diariament. El contingut del tipus de saliva artificial DPF es troba recollit en la taula

1.2 (Seymour i Walton, 1988).

Clorur sodic 100 mg

Hipromellosa "4500" 1.3 g

Solucié de clorur de Benzalconi 0.02 ml

Sacarina soddica 10 mg
Timol 10 mg
Oli de menta 0.02 ml
Oli de menta verda 0.03 m!
Solucié d’amaranth 0.1 ml
Aigua q.s.p. 100 ml

Taula 1.2. Contingut del preparat de saliva artificial DPF.

c) En el cas en que les glandules salivals romanen funcionals convé recomanar una dieta
que requereixi mastegar i que tingui un alt contingut en proteines i vegetals (Johnson,
1993). També pot augmentar lleugerament I’index de secreci6 salival el mastegar xiclets
de sorbitol, prendre comprimits de nicotinamida o altres estimulants de saliva com la
pilocarpina (Bjérnstrém et al., 1990; Fox et al., 1986; Dawes, 1966; Mandel et al.,
1968). Cal tenir en compte, perd, que el sorbitol fa disminuir el pH de la placa
bacteriana, sobretot en pacients amb un baix fndex de secreci6 salival (Kalfas et al.,
1990). També s’ha descrit un reservori que es col loca en la protesi completa del
pacient en la qual va alliberant lentament saliva artificial millorant el confort del pacient

(Vissink et al., 1984).
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La pilocarpina com a tractament t€ els seus origens al segle XIX en que misioners de
Sudamerica van observar que els nadius mastegaven un arbust del génere pilocarpus sp
i que augmentava la secrecié salival. L’alcaloid es va aillar 100 anys més tard. La
pilocarpina pot estimular la secrecié de saliva entre d’altres secrecions, perd també pot
augmentar el ritme cardiac i la pressi6 arterial. Fox (1985) va trobar que la pilocarpina
a petites dosis només afecta a la secrecié salival. La pilocarpina només és efectiva en
pacients xerostomics que tenen glandules salivals capaces de respondre als estimuls.

Administrada per via oral la pilocarpina s’absorbeix poc, 5 mg de pilocarpina estimulen

la produccié de saliva durant 3 hores i augmenten el confort en I’individu xerostomic.

Ferguson i col laboradors (1991) van observar que als pacients amb xerostomia
reversible els calia una dosi de pilocarpina entre 1 i 15mg cada 6 hores, ’inici de

I’accié és al cap de 15-30 minuts i proporciona una resposta salival i lacrimal de 3

hores.

Rhodus i Schuh (1991) van fer un estudi amb 18 voluntaris amb Sindrome de Sjogren
els quals varen ser dividits en dos grups: al grup que rebia pilocarpina se’ls va
administrar 4 gotes tres cops al dia (equivalent a Smg tres cops al dia) d’una solucié
oftalmica de pilocarpina al 2% durant 6 setmanes. El grup control se’ls administrava
placebo pero en la mateixa pauta. El 77% dels individus del grup que rebia pilocarpina
va notar un augment de saliva, més de la meitat van afirmar que el tractament els havia

ajudat molt i el 23 % no van notar cap canvi. Del grup control ningi no va notar cap

canvi.
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1.1.4.3.2. Dent: Segellat de fissures. Fluor

El segellat de fissures €s una de les tecniques de prevencié més eficag de la que disposa
I’odontologia moderna. Suposa una barrera d’accié immediata que protegeix les zones
més susceptibles de ser atacades per les caries en edat infantil. Es una técnica, perd,

que perd eficiéncia en la poblacid adulta.

1.1.4.4. Fluor

La primera referéncia del fluor com a substancia cariostatica sembla que prové del
1874. Un metge alemany va anunciar que a I’igual que el ferro anava bé per la sang,
iel calci i el fosfor pels ossos, el fluor donava duresa i durabilitat a 1’esmalt dentari
protegint-lo de la caries (Murray et al., 1991). Des dels anys quaranta el fluorur s’ha
convertit en el protagonista dels esforcos per a prevenir la caries (Thylstrup i Fejerskov,
1988). L’agent preventiu que s’ha demostrat més potent, amb bona eficiencia, 2 més
de ser inocu i facil d’utilitzar ha estat el fluor en les seves diverses formes d’aplicacié

(Manau, 1991).

El fluor té€ un efecte preventiu no només en nens siné també en adults. Una exposicié
recent de la superficie d’arrel es pot cariar tan facilment com una dent recentment
erupcionada. El fluor, després d’aplicar-lo tdpicament, es situa en les lesions de caries
incipients tant de ’esmalt com de les superficies d’arrel i aquestes lesions poden ser

aturades. Un principi general per recordar és que a més risc de caries, més intens
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hauria de ser el tractament de fluor (Krasse, 1985).

1.1.4.4.1. Mecanisme d’accié

a) El fluorur disminueix la solubilitat de ’esmalt i de la dentina enfront els acids; té€ el
mateix efecte en una dent endodonciada. Els ions fluor poden substituir els ions OH en

la hidroxiapatita; aquesta reaccié disminueix la solubilitat.

b) El fluor augmenta la tendéncia a remineralitzar les lesions de caries incipients
d’esmalt i dentina. En la mateixa concentracié de calci i fosfat i amb el mateix pH, la
tendencia de reprecipitar el fosfat calcic en la superficie de la dent augmenta si el fluor

hi és present.

¢) El fluor disminueix la tensié superficial de la dent, com a conseqiiéncia, disminueix

la facilitat de que s’hi adhereixin els microorganismes.

d) El fluor té un efecte antienzimatic i antimicrobia. A altes concentracions una solucid
de fluor pot tenir un efecte bactericida. L’efecte antienzimatic es pot observar de la
segiient manera; després de glopejar fluor, es troba un concentrat de fluor en la placa
bacteriana, aleshores s’observa una reduccié en la produccié d’acid per part de la placa
bacteriana, i pot ser inhibida la produccié de polisacarids extracel "lular. Finalment el

fluor pot reduir la sintesi de polisacarids intracel.lular (Krasse, 1985).
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Els factors que afecten a la desmineralitzaci6 s6n el pH salival i les concentracions de

F, Ca?*, i PO,> en saliva, aquests dos darrers ions influenciaran el pH critic.

L’efecte del fluor dependra de:

a) El tipus de compost fluorat usat (per exemple SnF, té un efecte bactericida més
potent que el NaF.)

b) La concentracié de la solucié de fluor

¢) El pH de la soluci6 del fluor

d) La durada de 1’aplicacié

e) Freqiiencia d’aplicacié de la solucié fluorada

f) La sensibilitat dels microorganismes.

El fluor també actua en les caries de dentina i de ciment. Les aplicacions de fluor en
el ciment de les arrels dentals exposades condueix a la formaci6 d’una capa de mineral
d’alta densitat sobre la zona tractada. La dentina presenta una gran porositat degut als

tiubuls dentinaris i capta el fluor molt facilment.

1.1.4.4.2. Acci6 sistemica i topica

Accid sistemica:
Quan I’individu ingereix fluor en un periode preeruptiu aquest element s’incorpora en

Pestructura cristallina de I’esmalt i déna lloc a la formacié de fluoroapatita i
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fluorohidroxiapatita i, per tant, una estructura més estable. Aquesta reduccié de la

solubilitat romandra tota la vida.

Es considera que el consum d’aigua de beguda amb una concentracié d’1 part per milié
(ppm o mg/l) de fluor redueix aproximadament un 50% de caries. Aquest efecte no
només €s degut a 1’accid sistemica del fluor sino també a ’efecte topic que produeix

I’augment de la concentracié de fluor en saliva (Murray et al., 1991; Cuenca et al.,

1991).

Accid topica:

Existeixen basicament dos tipus d’aplicacions topiques: Els gels professionals i els
barnigos, ambdds contenen una dosi alta de fluor i s’administren amb poca freqiieéncia.
Després d’aquesta aplicaci6 s’absorbeix una gran quantitat de fluor en zones
desmineralitzades formant-se grans quantitats de CaF, i1 poca formacié de
fluorohidroxiapatita. El segon tipus sén compostos amb baixa concentracié de fluor pero
aplicats més freqiientment com poden ser el col.lutori, el dentifric, o aigua fluorada i
que permet que en ’entorn de la dent existeixi una concentracié minima i mantinguda.
En aquesta situacié el fluor es difon a I’interior de la lesié formant fluorohidroxiapatita
i fluoroapatita. Es creu que s6n més efectives les aplicacions de baixa concentracié de

fluor i continuades per a la prevencié de la caries, que altes dosis i poc freqiients.

Quan I’esmalt és immadur és més pords i adquireix el fluor més rapidament. Les caries
inicials acumulen fluor a concentracions més elevades. Amb aplicacions topiques de

fluor es pot assolir una reduccié de caries d’un 30-40% (Cuenca et al., 1991).
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1.1.4.4.3. Formes d’aplicacié

La forma d’administracié sisttmica del fluor més important €s amb 1’aigua de beguda,
perd hi ha altres vehicles com poden ser la sal fluorada, comprimits de fluorur sodic,
llet fluorada. La principal via d’aplicacié topica és el dentifric fluorat ja que es
converteix en habit diari. Altres formes d’aplicacié poden ser collutoris, gels,
barnigos.

a) Aplicaci6 professional: gel, barnig, solucid, pasta de profilaxis

b) Autoaplicacié: dentifric, col lutori.

1.1.4.4.4. Fluor liposomat

Actualment s’esta fent molts esforcos per aconseguir uns nivells de fluor en saliva més
alts que els basals perd mantinguts el maxim de temps possible (Mirth et al., 1983;
Mirth et al., 1985; Ekstrand, 1993; Ekstrand et al., 1990). En la Unitat de
Farmacologia de la Facultat d’Odontologia vam pensar en estudiar una nova forma
farmaceutica del fluor incorporant-lo en estructures de naturalesa liposdmica. Bengham,
el 1961, va crear a partir de fosfolipids dispersats en un medi aquds, unes vesicules
microscopiques constituides per una o varies membranes lipidiques dobles que
englobaven un o diversos compartiments aquosos i que des d’aleshores es coneix amb
el nom de liposomes. Al principi s’utilitzaven com a models cel lulars com a
conseqliencia de la similitud entre la membrana bilipidica dels liposomes amb la

membrana cel.lular. Ben aviat es va veure la possibilitat d’utilitzar-lo com a vehicle de
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farmacs. Els liposomes ofereixen els segiients avantatges:

a) Els liposomes poden constituir una estructura que protegeixi el principi actiu d’una

degradacié prematura.

b) Els liposomes poden ser auténtics vectors per a traslladar el principi actiu cap als
teixits patologics gracies a les seves propietats fisicoquimiques o a I’afinitat amb

determinats antigens.

D’aquesta manera es pot disminuir notablement la dosi reduint els efectes secundaris
i el risc de toxicitat, perd mantenint els mateixos efectes farmacodinamics, a més, les

cel.lules sanes no queden tant exposades al farmac.

Podem diferenciar els liposomes segons la seva mida i I’estructura de la membrana en

tres tipus (Maierhofer, 1988):

a) Vesicules Multilamelars (MLV); formades per varies bicapes i diversos
compartiments aquosos concéntrics. Tenen una mida de 400-3500 nm i un volum

encapsulat de 4.1 pl/mg de lipid.

b) Vesicules Unilamelars grans (LUV); consten d’una bicapa i un compartiment intern.

El diametre és de 200-10000 nm i un volum encapsulat de 13.7 ul/mg de lipid.

c) Vesicules Unilamelars petites (SUV); sén semblants als anteriors perd el diametre
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és de 20-50 nm i el volum de 0.5 ul/mg de lipid.

En la preparaci6é dels liposomes es poden utilitzar diferents fosfolipids que podem
classificar en naturals i en sintetics. Com a fosfolipids naturals tenim les
fosfatidilcolines del rovell de I’ou o de soja i com a sintetics disposem del dimiristoil,
dipalmitoil o diesteroilfosfatidilcolines. També es poden utilitzar altres fosfolipids com
les esfingomielines. La incorporacié de colesterol fa la paret més compacta i redueix

la permeabilitat de la membrana (Vila et al., 1990).

La interaccio entre el liposoma i el principi actiu varia en funcié del grau d’hidrofilitat
del darrer. Si el prinicipi actiu és de naturalesa lipofilica quedara incorporat en la
membrana bilipidica del liposoma, mentres que si és de naturalesa hidrofilica

s’incorporara en el compartiment aqués (Ostro Marc, 1987).



Introduccié 35

1.2. Caries experimental en la rata

1.2.1. Animals d’experimentacié

S’han utilitzat diversos animals com a models experimentals en la recerca odontologica.
Les rates, els ratolins i els hamsters sén els animals més emprats en la recerca
experimental de la caries dental. Els conills tenen el principal inconvenient de que tant
els molars com les incissives tenen un creixement continuat i, per tant, no sén
susceptibles a la caries. El gos i el gat s6n molt poc susceptibles a la caries i només
s’han utilitzat per estudis de periodoncia, transplants, ortodoncia o en el cas del gat en
estudis neuroldgics. Als cavalls i les vaques només s’han utilitzat les seves dents per a
estudis "in vitro". Els porcs tenen una denticié temporal i una definitiva i s’han utilitzat
en estudis d’ortodoncia, protesi, o periodoncia perd amb poc &xit en quant a la caries.
Els monos que també tenen dues denticions i s6n els animals més semblants a 1’home

només s’han utilitzat en estudis de creixement i desenvolupament (Navia, 1977).

Avantatges de la rata com animal d’experimentacid.

L’estudi de substancies cariostatiques en humans comporta certa complexitat degut, en
primer lloc, a la gran variabilitat individual i a la dificultat de controlar els factors
dietetics i bacterians, i també al llarg periode que cal entre aparicié i desenvolupament
de la caries, la qual cosa fa que es necessiti una mostra molt gran. El model animal per
a l’estudi de la caries és iitil gracies al poc temps necessari per a desenvolupar la

patologia, és relativament econdmic, i la mostra pot ser més petita al poder controlar
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algunes variables. Les lesions de caries que es formen en la rata es poden localitzar tant
a les cares lliures, com en el solc o en les cares proximals, igualment com s’observa
en humans. També en la rata, la saliva juga un paper primordial en el procés de caries.
Es poden controlar diferents parametres com la dieta cariogénica, nombre i fregiiencia
de tractaments, durada de I’estudi, i el grau de formaci6 de caries. A I’igual que
qualsevol farmac, una nova substancia hipoteéticament cariostatica convé estudiar-la en

animals abans de poder-la administrar en humans i comercialitzar-Ia.

El principal inconvenient és que a vegades comporta certa dificultat a 1I’hora

d’extrapol.lar en la situacié humana valors numerics de dosi i resposta.

1.2.2. Induccié de caries en la rata

1.2.2.1. Factors etiologics

Diverses especies d’animals soén itils com a models experimentals de caries dental.
Alguns animals desenvolupen lesions de caries quan es canvia I’entorn de la cavitat oral
amb flora cariogenica i amb una dieta promotora de caries. S’han observat també
moltes similituds el que justifica el seu uis com a models d’estudi d’aquesta malaltia. No
obstant, utilitzar amb exit un model animal exigeix una comprensié profunda de les
seves caracteristiques, per a prevenir el risc de fer-ne un us inapropiat, o encara pitjor,
que fent una experimentacié bona les conclusions fossin incorrectes. L’etiologia de la

caries dental tant en animals com en humans implica els mateixos grups de factors:
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bacteria, hoste (dents i saliva), i factors dietetics. Aquesta malaltia multifactorial només
es pot desenvolupar si els tres factors hi s6n presents amb una combinacié apropiada
i si coincideixen durant un periode de temps. Si per exemple, la flora microbiana es
troba deprimida per algun mitja com poden ser antibidtics, o si la ingesta de
carbohidrats o la seva freqiiencia de consum esta disminuida, la possibilitat de
desenvolupament de lesions carioses és menor. Si la disminucié de les condicions

cariogeniques €és suficientment important, la malaltia no s’expressara en absolut.

A part d’aquests tres factors hem de considerar una quarta caracteristica: La viruléncia
o intensitat del factor etiologic. En el cas dels microorganismes, el grau de virulencia
vindra determinat per la preséncia de placa dental amb una flora que contingui
organismes cariogeénics virulents. No tota acumulacié de placa indica necessariament
una activitat de caries. El desenvolupament de la malaltia depeén de la qualitat o
virulencia de la placa bacteriana. La dieta pot ser també més o menys inductora de
caries en funci6 del tipus d’aliments, la quantitat, les caracteristiques fisico-quimiques
dels carbohidrats aix{ com la freqii¢ncia en que aquests aliments sén consumits. La dent
i el seu entorn, que inclou la saliva, tant pot facilitar com limitar la progressié de
caries. No és suficient que hi siguin presents aquests tres factors etioldgics en la
proporcié adequada siné que a més han de tenir la viruléncia o el grau d’intensitat
necessari per a induir la malaltia. Quan els tres factors hi sén presents i coincideixen
durant un periode de temps podem observar caries a un nivell relativament baix. Quan
la viruleéncia o intensitat d’aquests factors augmenta, la gravetat de la caries augmenta
a un nivell que s’aproxima al de la malaltia de la caries rampant observada en la

poblacié dels paisos desenvolupats.
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Encara que aquests tres factors esmentats influencien la malaltia tant en humans com
en animals d’experimentacié, hi ha suficients diferéncies com per tenir cura en el
moment de fer una extrapol.laci6 directa de la informaci6 obtinguda en el model animal
cap a la situacié humana. La magnitut de la contribucié d’aquests tres factors etiologics
en I’expressi6 de la malaltia en animals o humans és desconeguda. Aquesta informacio
seria molt valuosa no només per avaluar la idoneitat d’una espécie animal com a model
per a la malaltia, siné també per entendre el procés de la malaltia en humans i buscar
millores en la seva prevenci6 o cura. Els models animals son \itils per a la comprensio
de I’etiologia i prevencié de la caries dental, perd han de ser com ja hem dit abans,
usats adequadament per a evitar un disseny experimental erroni o que la derivacié de

conclusions sigui errdnia o esbiaixada.

Principalment trobem dos tipus de lesions en molars; (1) lesions de superficies planes,
que en la rata s’observen de forma freqlient en la superficie bucal dels molars
mandibulars i maxil ‘lars, perd que també poden ser trobades en altres arees si la
malaltia és greu. La lesi6 es desenvolupa primer com un punt blanc, proper al marge
gingival. Aquest punt blanc s’extén després fins a cobrir tota ’amplada del molar,
I’esmalt s’esfonsa facilment si el pressionem amb un instrument punxegut. (2) lesions
proximals, que es poden observar en les parets d’esmalt de les fissures fondes del molar
de la rata o en els punts de contacte entre dos molars (interproximal). En aquestes
localitzacions, les lesions es diferenciaran d’aquelles produides en superficies planes en
que es troben menys exposades a ’ambient de la cavitat oral i en que constitueixen
localitzacions més retentives en les que facilment queden retinguts restes alimentaris

creant un niu ecologic especial on certs microorganismes es poden desenvolupar sense
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la influéncia exterior.

1.2.2.2. Caracteristiques dentals de la rata.

Les rates s6n animals monofiodonts (tenen una denticié dnica) amb la férmula I'/; M, !/,
M,Y/, M,'/, . Les incissives erupcionen de forma continua i queden de forma
caracteristica cobertes d’esmalt en la superficie labial i per ciment i dentina en la
superficie lingual. L’esmalt de les incissives té un color groc degut a la preséncia en
I’esmalt d’un pigment que conté ferro; ’esmalt es va fent progressivament més groc
amb I’edat comencgant aproximadament als 25 dies després del naixement. El creixement
de la incissiva és rapid, de manera que amb 40-50 dies queda completament renovada.
La primera aparicié de la lamina té lloc en el fetus aproximadament el 14¢ dia post
concepcid i la primera aparici6 en la cavitat oral és cap el 6¢ o 8¢ dia després del
naixement. Les incissives en els rossegadors es mantenen amb una mida adequada
gracies a I’atricci6 constant de les vores, que manté les vores incissals esmolades i
bisellades. Les incissives de la rata, igual que qualsevol dent d’erupcié continua, no sén
susceptibles a la caries i el seu us en la investigacié dental queda limitat a la seva
capacitat d’enregistrar esdeveniments biologics que tenen lloc mentres s’estan
desenvolupant. Dosis altes de fluor, deficiéncies nutricionals i altres tipus de noxes
queden enregistrades com a linies de creixement alterades. Aquestes alteracions poden
ser identificades en el moment de la seva aparicié administrant a diferents temps dosis

tiniques de tetraciclina per a marcar aquests esdeveniments.
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El primer i el segon molar es desenvolupen practicament al mateix temps comengant
aproximadament el 14¢ dia després de la concepcié. S’ha estudiat la morfogenesi del
primer molar de la rata i s’ha trobat que entre el 18¢ i 23¢ dia de la vida perinatal, el
creixement del germen dentari és molt rapid. Aquesta rapida velocitat en el creixement
disminueix amb la primera aparicié de dentina a la punta de les cispides. En aquest
moment queda establerta la relacié espaial de les cispides, perd la profunditat de les
fissures segueix augmentant durant 3 o 4 dies més fins que es forma la dentina a la base
de la fissura. La formacié de la corona es realitza entre els 102 i 122 dia després del
naixement amb una diferéncia d’un dia i mig o dos entre el primer i segon molar. El
12¢ dia totes les ciispides majors del primer molar estan ‘pel damunt del nivell de la
cresta d’os alveolar i la formaci6 de I’arrel va progressant rapidament. El creixement
de les arrels bucals produeix un aprimament de la 1amina Ossia bucal, la qual desapareix
finalment cap el 17¢ dia d’edat. Els primers molars mandibular i maxil.lar de la rata
albina normalment erupcionen cap el 16¢ dia d’edat. Els segons molars mandibular i
maxil.lar erupcionen un o dos dies després, i quan les rates han estat deslletades cap
el 20¢ dia els quatre molars ja han erupcionat. El tercer molar erupciona‘ entre el 32¢
i 34¢ dia d’edat amb un dia de difereéncia entre el tercer molar mandibular i el tercer
molar maxil.lar. Aquest model d’erupcié pot ser alterat de forma important mitjangant
manipulacions nutricionals. Hi ha algunes rates com la del coté en les que els molars
erupcionen molt més aviat. Aquesta rata també deslleta les cries més aviat, cap el 12¢
o 14¢ dia d’edat. Aquestes caracteristiques diferencials de formacié i erupcié entre
diferents especies animals i la diferent cronologia d’erupcié dels molars s’han pogut
utilitzar de forma avantatjosa en el disseny experimental. Els molars primer i segon es

van mineralitzant mentre les cries estan mamant, perd el tercer molar es mineralitza
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després de que hagin estat deslletades. Les manipulacions de la dieta que ingereixen les
rates deslletades produeixen un efecte sistémic sobre el tercer molar mentre que el
primer i el segon reflecteixen sobretot aquells efectes locals de la placa bacteriana
estimulada pels residus de la dieta. Alguns autors han fet servir aquesta diferencia per
discriminar simultaniament efectes topics i sisttmics d’inhibidors experimentals de

caries.

Els molars de la rata sén de mida petita. Els tres molars d’un quadrant pesen
aproximadament 40 mg. Aquests molars tenen una fina capa d’esmalt, com a maxim
0.1 mm, que no cobreix les puntes de les cuspides. La superficie oclussal, per tant,
mostra dentina exposada. El primer molar mandibular té tres fissures que sén fondes
i estretes i s’extenen en direccié bucolingual. El segon molar té dues fissures i el tercer
molar en té tan sols una. Es interessant remarcar que en el moment de 1’erupcié aquests
molars tenen unes arees d’esmalt hipomineralitzades extensives a la superficie bucal i
a la base i costats de les fissures. Aquestes superficies hipomineralitzades soén

especialment importants en el procés de mineralitzacié post-eruptiva.
Descripci6 dels teixits durs de la dent de la rata:

L’estructura histoldgica de les dents dels animals d’experimentacié és molt similar a la
de I’home. La dentina constitueix la massa de la dent i envolta el teixit pulpar.
L’esmalt, generalment, cobreix la dentina encara que tal com hem indicat abans, en la
rata, la dentina queda exposada a la superficie oclussal. El ciment es troba cobrint les

arrels de la dent, i pertant, permet que les fibres periodontals s’implantin profundament
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i anclin la dent de forma ferma en 1’envoltori ossi. En alguns cassos el ciment es troba

més extes per la part lingual com en el cas de les incissives de la rata.

A) Esmalt

L’esmalt dental pot ser considerat com un producte de secrecié dels ameloblasts que sén
cel.lules d’origen ectodermic. Abans de I’erupcié de les dents en la cavitat oral, els
ameloblasts comencen a dipositar una matriu organica en el lloc on després es trobara
la linia amelodentinaria, la matriu progressa poc a poc i uniformement cap a la
superficie de la dent. Unes micres per darrera de la matriu organica recentment
dipositada, inicia i perdura 1’enucleacid, produint-se en aquesta localitzacié cristalls en
forma de lamina. En una segona fase de desenvolupament comencen a créixer en
amplitud i en gruix. La tercera fase és un procés més lent, on el cristall creix i madura
fins a obtenir la seva mida final optima i el seu grau de perfeccid. Aquest procés de
maduracié comenga en la linia amelodentinaria i en les puntes de les ciispides. En el
moment de 1’erupci6 les arees de la dent que es troben menys mineralitzades sén la
superficie de 1’esmalt de la part cervical de les dents i les localitzacions de les fissures.
En els rossegadors ’esmalt és prim i es forma i es mineralitza completament en un
espai curt de temps, en canvi la formacié de I’esmalt en humans €s un procés llarg i
podria necessitar anys per a completar-se. Durant el desenvolupament, altres factors

fisiologics i patologics poden conduir a canvis en la microestructura de 1’esmalt.

B) Dentina

La dentina és totalment diferent a I’esmalt i pot ser definida com a teixit amb col.lagen
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mineralitzat. Estad produida per odontoblasts, que sén cellules d’origen mesodermic.
Els odontoblasts comencen a produir dentina en la linia amelodentinaria i donat que la
dentina augmenta en gruix, continua mantenint el contacte intim amb el volum del teixit
mineralitzat al Ilarg de tot el procés odontoblastic, que avanga a través dels tiibuls
dentinaris. La dentina queda menys calcificada que 1’esmalt degut a que, en els
processos odontoblastics, conserva la seva matriu de col.lagen, a diferéncia de I’esmalt
que perd totes les seves proteines quan es mineralitza. La matriu organica de dentina
conté col lagen, fosfoproteines, petites quantitats de mucopolisacarids, i lipids. El
material inorganic de la dentina no esta distribuit homogeniament. Les arees
peritubulars semblen estar hipermineralitzades en comparacié amb les regions

intertubulars.

La dentina és semblant a 1’0os en composicid, pero es diferencia en que habitualment no
esta subjecte a remodelacié. Pot, no obstant, reaccionar davant estimuls fisics o d’altres
tipus d’estimuls amb un increment de formacié de dentina, produint un augment
quantitatiu en certs llocs de la dent. Aquesta formacié és referida com a dentina
secundaria, i pot ser observada en rates més adultes alimentades amb una dieta amb
menjar dur, que normalment causen abrasio en les cares oclussals dels molars. Aquesta
pressié és suficient per estimular el diposit de diverses capes primes de dentina

secundaria sota les fissures i cispides dels molars.

C) Ciment
El ciment esta produit per cimentoblasts i és molt semblant a 1’0s, amb la diferéncia de

que té una estructura cel.lular tipica. Els cementocits es veuen incrustats en el ciment
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amb un baix nivell d’activitat. El ciment es desenvolupa amb el sistema d’arrel i en el
cas de la rata continua desenvolupant-se i proliferant-se en un perfode de temps d’uns
100 dies, semblant a una hipercementosi en humans. Aquest fenomen podria també ser
una resposta a 1’accié abrassiva a les particules dures del menjar que esmolen la

superficie oclussal dels molars (Navia, 1977).

1.2.2.3. Factors bacterians

La cavitat oral hauria de ser concebuda com un simple habitat natural en el qual
diversos tipus especifics de microorganismes creixen i es multipliquen en un estat
dinamic. No hi ha només un habitat microbia siné que n’hi ha més d’un, en funcié de
les condicions micro-ambientals especifiques en els diferents llocs de la boca. Es
extremadament important no pensar en la poblacié microbiana de la cavitat oral sencera,
siné seleccionar els llocs tals com la llengua, la superficie anterior de 1’esmalt de la
dent incissiva, o el solc que envolta la geniva en els molars inferiors. En certs llocs
anatdmics, tal com Ia llengua, pot existir una poblacié microbiana diferent en la zona
posterior comparat amb la punta. La colonitzacié microbiana que té lloc en aquestes
superficies, no només ve determinada per les condicions ambientals presents, siné
també per ’abast de I’oportunisme, el qual pot determinar el tipus de microorganisme
que primer colonitzi ’area. Els organismes que primer s’instal "lin influenciaran més
I’entorn local i el tipus de microorganismes que continuaran colonitzant aquest lloc en
un temps posterior. Es per aquesta ra6, que la composicié de la poblacié microbiana

oral en un lloc i en un moment concrets €és dificil de predir, i sera el resultat d’una
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quantitat important de factors, els quals constantment canvien en cada especie d’animal

i en cada individu.

A causa de les diferéncies en les superficies, entorn, i grau d’accessibilitat, la flora
associada en aquests diferents nius en la cavitat oral varia significativament. Els factors
nutricionals i ambientals que contribueixen a aquestes diferéncies soén: (a) restes de
menjar, (b) oxigen disponible, (c) quantitat i composicié de la saliva, (d)
caracteristiques estructurals; rugositat, solcs i fissures, preséncia de fosfat de calci
(esmalt), (e) fluid gingival i fluid pulpar, (f) factors immunologics, (g) cel.lules
epitelials descamades, (h) productes metabolics microbians (incloent ’acumulacié dels
components produits pels organismes i productes del metabolisme de colonies veines),
(1) la temperatura, encara que aquesta variable es considera que no canvia
significativament, en animals tenen lloc canvis ciclics i les variacions de temperatura
poden existir entre la superficie de I’esmalt d’incissives i el solc gingival al voltant dels
segons molars, (j) el pH, principalment controlat per la saliva i la fermentacié de les
restes de menjar per microorganismes i té un poder determinant en la colonitzacio i
creixement en diferents llocs, (k) la pressié osmotica, pot ser influenciada pels fluids

secretats per les cel.lules de 1’hoste o pels productes provinents dels microorganismes.

Aquests parametres també influencien la fisiologia dels bacteris que creixen en cultiu
pur. No obstant, en un cultiu pur, sota condicions "in vitro", aquests parametres poden

ser controlats, perd és impossible controlar les condicions de la cavitat oral.
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En P’estudi de la flora oral s’hauria de considerar un altre factor, especialment en cas
de recerca experimental amb animals. Aquest factor és una qiiestié de tipus de
microorganismes migratoris dins del niu ecologic potencial en la cavitat oral. Quan les
rates neixen estan lliures de geérmens, perd al cap d’unes hores ja tenen una flora
especifica en les seves boques, la qual prové de: (a) Saliva i llengua de la mare, les
rates normalment cuiden 1 netegen les seves cries. (b) Dieta, durant la lactancia un gran
nombre de microorganismes entren dins la cavitat oral provinent del mogré i del
conducte mamari, i més tard el menjar pot contenir organismes, perd no existeix una
evidéncia que constitueixi la major font de microorganismes. (c) Gabia i jag, poc
després del 12¢ dia d’edat, les rates inicien I’exploracié de la gabia, i mosseguen i
rosseguen el jag. (d) Material fecal, els rossegadors practiquen la coprofagia i, pertant,
estan completament exposats a tot tipus de flora intestinal d’altres animals de la mateixa
gabia. En les rates adultes que ho practiquen, és comi que els coliforms esdevinguin
part de la flora normal trobada en la seva cavitat oral. (¢) Cabell i pell, els animals
normalment es cuiden ells mateixos i tenen accés a la flora del cabell i de la pell i

també a la flora present en els genitals.

Probablement els microorganismes de més prevalenca i importancia dins dels que es
troben en la cavitat oral sén membres del genere Streptococcus. La soca estreptococ
mutans va ser aillada per primera vegada per Clarke en I’any 1924 provinent de lesions
carioses humanes. Li va donar el nom de mutans per la varietat morfoldgica que
experimenta des de coc fins a bacil durant la incubacié en el brou de glucosa.
L’estreptococ mutans es va tornar a esmentar en la literatura en I’any 1927 quan es va

trobar en el 70% de totes les lesions de caries investigades. Més recentment es va
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demostrar que una unica soca d’estreptococ aillada de rates podria produir caries quan

era inoculada en rates lliure de gérmens.

Per al creixement i identificaci6 de totes les soques d’estreptococ del grup A provinents
d’animals d’experimentacié, normalment s’utilitza una placa d’agar Mitis-salivarius
complementat amb solucié de Tellurite Chapman’s fins a una concentracié final de
0.1%. Aquest medi inhibeix el creixement de la gran majoria d’altres bacteris gram +
i gram - , i facilita el creixement selectiu d’estreptococs. Després d’obtenir la mostra
es preparen les dilucions corresponents i s’extenen en les plaques. Les plaques
s’incuben en un 95% de N, i 5% de CO, durant 18-24 hores amb una temperatura de
37°C, extraient-les i incubant-les aerbbicament unes 24 hores més. Es poden identificar
colodnies representatives per observacié de la morfologia de la coldnia amb una lupa de
50-100 augments. En funcié del tipus de dieta amb que les rates han estat alimentades,
del tractament antibiotic i d’altres variables, la morfologia de la colonia podria ser
diferent i la identificacid, per tant, podria ser dificil. En molts laboratoris, el millor
criteri per a identificar I’estreptococ mutans és la morfologia de la colonia, la
fermentacié de diversos sucres, incloent el manitol i el sorbitol, i la produccié de
glucans provinents de la sacarosa. Aquestes observacions ajuden a distingir ’estreptococ

mutans d’altres estreptococs.

La flora microbiana especifica es troba estretament associada amb les superficies de
I’esmalt, i sota els estimuls d’un substracte ric en carbohidrats, és responsable de les
lesions carioses observades en les diferents superficies de la dent. A més, factors de

dieta i bacterians sén responsables del desenvolupament de caries tant en humans com
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en animals d’experimentacio.

L’edat de la rata en el moment de la infeccié i de la iniciacié del régim dietetic és de
vital importancia. El moment més efectiu per a la infeccié és quan les dents estan
justament erupcionant, i en el cas de la rata, en el moment del deslletament. Quan
coincideix 1’aplicaci6 de la dieta promotora de caries amb el moment del deslletament
i el procés d’erupcid, les dents esdevenen enormement susceptibles a la caries i es
desenvolupen rapidament lesions en totes les superficies. Tres dies després, en el 23¢
dia d’edat, ja es poden observar lesions en la superficie bucal com una taca blanca i si
segueixen les condicions ambientals cariogéniques, als 25¢ dia d’edat es veu clarament
una ruptura de I’esmalt. S’han observat diferéncies significatives en la susceptibilitat a
I'infecci6 bacteriana en les rates, si enlloc d’aplicar les condicions cariogéniques
immediatament després de I’erupci6, s’apliquen més tard. Encara no es coneix
exactament el perque perod pot ser degut a: (a) canvis en la qualitat de la superficie de
Pesmalt i morfologia de la dent, (b) variacions en la composicié i naturalesa de la
pel.licula adherida en la superficie, (c) la colonitzaci6 d’organismes estranys que poden
interferir en la implantacié de la flora cariogénica, o (d) canvis en els anticossos.
Encara calen molts estudis per aclarir aquest punt, perd es creu que la maduracié de la
superficie de I’esmalt és el principal responsable de la resistencia adquirida a la caries

en aquesta edat.

L’efecte d’aquesta possible competitivitat de factors per implantacié de la flora
cariogenica ha portat a molts investigadors a usar models animals amb un diferent estat

d’infeccid. En la recerca de la caries dental s’han utilitzat animals lliures de gérmens
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(gnotobidtics), depressié amb antibidtics i animals convencionals. Amb aquests animals
s’ha demostrat que I’abséncia total de germens no produeix caries, perd que la
inoculacié d’un microorganisme determinat produeix caries. Molts investigadors han
usat extensament aquests models i s’ha vist de manera clara que certes especies
d’estreptococs i alguns lactobacils sén capagos de produir caries quan s’usen rates

monoinfectades.

Normalment es transmet la infeccié de streptococ mutans a la rata amb un dels

procediments segiients:

(a) Transmisié de 1’organisme cariogénic provinent d’un animal amb caries activa.
Aquest metode consisteix en agafar granuls fecals frescos provinent d’una rata coneguda
que té lesions de caries actives, i preparant una suspensié que sera fregada a les dents.
Alguns mililitres de la suspensié poden ser afegits a 1’aigua de beguda, perd 1’aigua
contaminada amb femtes caldria canviar-la diariament. Dues o tres inoculacions en dies

consecutius sén suficients per implantar una flora cariogénica en la cavitat oral.

(b) Engabiar rates amb caries activa amb rates per a ser infectades. Aquest
procediment, encara que és menys efectiu que I’anterior, ha estat usat amb més o menys

exit (Van Houte, 1981).

(¢) Inoculacié amb especies cariogéniques de microorganismes. Es cultiven en brou
soques d’estreptococ mutans durant 24 hores i després s’inoculen en els molars de rata

i es pot part del brou en I’aigua de beguda. Aquest procediment probablement €és el
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millor, i déna a I’investigador més control i coneixement sobre el microorganisme usat

com a promotor de caries.

L’&xit de cada procediment d’inoculacié dependra del tipus de microorganisme usat per
inocular, de la dieta promotora de caries, de I’edat de I’animal, i de la freqiiéncia amb

la qual el procediment d’inoculacid es repeteix.

Un deslletament precog de la rata tendeix a un augment de la gravetat de la caries. Les
rates son deslletades al 20& o 21¢ dia, perd un deslletament precog al 18¢ dia d’edat
forga al cadell a consumir dieta promotora de caries. Aquest és el moment en que el
primer i segon molar erupcionen i eﬁtren en contacte amb ’entorn cariogenic i, per
tant, sén molt susceptibles a la caries. Per a facilitar el deslletament precog, el millor
és retirar la mare i mantenir la camada junta al menys 8-10 dies. La mortalitat és nul.la
i la infeccié creuada amb I’organisme cariogenic tendeix a produir una resposta de

caries uniforme.
Les rates de les que s’extreuen les glandules salivals s6n més susceptibles a la infeccié

per estreptococ sobrinus i aquesta susceptibilitat a la infeccié disminueix amb 1’edat

(Madison et al., 1989).

1.2.2.4. Caracteristiques i tipus de dieta

La dieta que prenen els animals utilitzats en la investigacid de la caries dental és
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important des del punt de vista de la nutricié en dos aspectes; un referent a 1’hoste i

I’altre en relacié a la microflora oral, la qual fa servir aquesta dieta com a substracte.

La composicié dels nutrients de la dieta contribueix en el desenvolupament de 1’animal
d’experimentacié a través de la mare durant la gestacié o lactaci, o directament,
després de deslletar-lo, quan s’inicia la seva independéncia en el menjar. En les cries
de rata, la formacié de les dents té lloc durant la gestaci6 i lactacid, i els requeriments
nutricionals de proteines i altres nutrients s6n especialment alts durant la formacié
d’aquests teixits orals. La repercussié de la dieta en la maduracié de I’esmalt va perdent

importancia a mesura que els molars acaben el procés d’erupci6.

El menjar també juga un paper important per als bacteris orals donat que proporciona
els nutrients que requereixen pel seu creixement i activitat metabolica. Les restes de
menjar poden quedar fixades en arees retentives de la cavitat oral i es podran fer servir
com a substracte nutritiu, facilitant la implantacié i creixement de microorganismes
especifics. Aquest efecte d’enriquiment facilitara I’increment en nimero de determinats
organismes, i el conseqiient augment de I’activitat metabolica pot ajudar a iniciar la
lesi6 cariosa si el microorganisme resulta ser cariogénic. En animals d’experimentacid
aquests efectes de la dieta en la selecci6 i creixement de la flora oral poden tenir lloc
durant I’erupcié dels molars de les cries deslletades o dins la cavitat oral de la mare

que, durant la lactacig, ha pogut transmetre la flora selectiva als seus descendents.

Les propietats organoleptiques (gust, olor i textura) de la dieta promotora de caries

poden tenir una influéncia important en el patr6 de beguda i menjar de I’animal i en el
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seu efecte en el procés de la caries. Algunes investigacions en humans i en animals
d’experimentacié han mostrat que I’activitat de caries esta relacionada amb la freqiiéncia

d’administracié de menjar, trobant-se més nombre de caries en les situacions d’alta

fregiiencia d’ingesta.

Variacions en la textura o mida de particula dels ingredients de la dieta poden tenir una
influéncia en la caries en animals d’experimentacié. La dieta promotora de caries és
generalment seca i extremadament fina. L’addicié de petites quantitats d’aigua o la
preparacié de la dieta en forma de gel, usant agar per exemple, reduira substancialment

el seu potencial inductor de caries.

Tipus de dieta:

Es poden utilitzar qualsevol de les segiients dietes amb les segiients caracteristiques i

indicacions:

a) Stephan 580 (1951)
Llet descremada en pols ...... 32%
Sacarosa ......cceviieiiiininnnn. 66%

Concentrat de fetge ............. 2%

b) Diet 2000 (Keyes 1959)
Farina de blat integral .......... 6g
Sacarosa ......ccevviiiiiinriniennn. 56

Llet descremada en pols ........ 28
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Alfals coveieiiiiiiiiiiiiiean 3
Concentrat de fetge ............... 1 =
Llevat de cervesa................. 4
Clorur sodiC .......ccccevvneenene. 2

Aquesta dieta es pot donar en rates i hamsters

c) Diet 2700 (Shaw 1947)

Sucre granulat .............. 67 g
Caseina ......cooevvvnnennes 24
Oli de cereals .............. 5
Cel 'lulosa .......cceeenen 15
Concentrat de fetge ........... 4
Sal (i 4

També es pot usar una variant d’aquesta dieta (2700S) que conté 25 g de sacarosa

enlloc de 67.

d) Diet MIT 200 (Navia et al 1969)

Sacarosa pulveritzada ........ 67¢g
Lactoalbimina ............... 20
Olidecotd ....cccccvvueenn 3
Cel ' lulosa ....covvvevnnnnnn 6
. . A Bibliotec,
Vitamines ..........c.o...o.e. 1 c:;;gf, Cincies ge 1y gy,

DE BELI,WTGE
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Aquesta dieta pot ser modificada per una dieta que conté poc sucre (305), substituint

el 62% de sacarosa per blat de moro, deixant un 5% de sucre.

La férmula de la Diet 305 és:

Sacarosa ......ceivieiinnnn Sg
Blat de moro ................ 62
Lactoalbimina ............... 20
Oli de cotf ................. 3
Cel'lulosa ................. 6
Vitamines .........ccoeeeeee. 1
RY:) ST 3

e) Diet 301 (Larson 1963)

Sacarosa ........ceceeinienens S0g
Blat de moro ................ 23
Caseina .......coecevvnnenns 20
Oli de cereals .............. 3
Vitamines .........cceevuenene 2
Y | N 2

1.2.2.5. Protocol experimental

En el disseny d’estudis de caries en animals, s’han trobat ttils diversos protocols:
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(A) Estudis convencionals en els quals els animals s6n allotjats sota condicions
ambientals sense controlar la seva exposicié a contaminacié bacteriana exterior o la
manera en la qual consumeixen aliment o beuen aigua. Es pot donar o no la

superinfeccié amb un organisme cariogénic.

(B) Supressié (o control) de la flora o gnotobiosi relativa en la qual els animals sén
tractats amb diferents tipus d’antibidtics i aleshores es mantenen sota condicions amb
la flora suprimida per a continuar amb 1’administracié d’antibiotic al llarg del periode
experimental. Els microorganismes utilitzats per a infectar els animals son resistents a
I’antibidtic emprat anteriorment i, per tant, es podra assegurar la seva implantacio i
colonitzacié a la cavitat oral. Fregiientment es fa servir un equipament especial com per
exemple tapadores amb filtre per a les gabies per disminuir la possibilitat de

contaminacié exterior amb microorganismes resistents a I’antibiotic.

(C) Condicions gnotobidtiques en les quals els animals s’obtenen normalment mitjangant
un part per cessarea en aillaments de plastic esterils i aleshores s’inoculen amb un o
més organismes coneguts. D’aquesta manera, la seva flora oral és coneguda i es manté

per I'is de filtres d’aire, aillaments i les cures normals requerides en treballs esterils.

(D) Controlant els aliments i la beguda. En aquest cas els animals s6n mantinguts sota
condicions convencionals, amb 1’excepci6 de que s6n allotjats en gabies especials amb
uns mecanismes de distribucié que ofereixen quantitats d’aliment i aigua en intervals

de temps previstos per a controlar ¢l patré de menjar i de beguda de ’animal. Aquest
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protocol és essencial en els estudis de les propietats dels aliments que promouen caries.

Moltes soques de rates han estat utilitzades per a realitzar estudis de caries en animals.
Les més emprades son: Rates negres NIH, Sprague-Dawley NIH, Rates Osborne-

Mendel, Charles River COBS, i Rates Wistar.

Els animals que s6n utilitzats en estudis experimentals s6n obtinguts normalment dels
estabularis dels grups de recerca o d’un laboratori subministrador. Immediatament
després de la seva arribada, les rates son col.locades en gabies de plastic transllicides
i se’ls déna la dieta i aigua destil ‘lada "ad libitum". En alguns laboratoris es fa servir
aigua de la xarxa, per0 la reproductibilitat dels resultats entre laboratoris és millor si
es fa servir aigua destil "lada. Es recomana que el jag utilitzat contingui components no
bactericides, perque poden influenciar la flora oral i disminuir el nombre d’organismes
cariogenics. Els jagos fets amb xips de fusta esterilitzada o amb cel.lulosa triturada s6n
utils per a experiments de caries. Les gabies poden tenir una safata d’acer inoxidable
sobre serradures o altres materials absorbents per a recollir I’orina i la femta de les
rates. S’ha vist que els valors de caries en rates allotjades en gabies de plastic sén més
alts que aquells de rates mantingudes en filferro galvanitzat. Aquest efecte no es podria
explicar per la ingesta de zinc de la gabia, perque el suplement a la dieta d’aquest
element no augmenta la incidéncia de caries. Una possible explicacié de I’increment de
caries seria el reciclatge de les femtes que es déna en les gabies de plastic, la qual cosa

pot assegurar la infeccié amb microorganismes cariogenics.
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Les gabies hgurien de ser etiquetades de forma clara i distribuides randomitzadament
en una prestatgeria per evitar tenir tots els animals d’un grup, en els prestatges més alts
o bé en els més baixos. La llum, la temperatura, els canvis d’aire, i la concentracié de
pols pot variar en aquests llocs i la localitzacié de tots els animals d’un grup en aquesta
area pot introduir biaixos no desitjables. Les tapadores de color de les gabies, els
contenidors de la dieta, o les ampolles d’aigua ajuden a identificar els grups i a evitar

€rrors.

Si en el treball s’han d’utilitzar rates acabades de néixer, haurien de ser allotjades
individualment dins d’una gabia. Si s’utilitzen rates deslletades, aquestes es poden
allotjar quatre per gabia. Es millor engabiar les rates en grups de dues o tres, en funcié
de la mida, que engabiar-les individualment, ja que la variabilitat en les quantificacions

de caries és més reduida.

Es pot fer servir una area quadrada de 10m x 10m per a col "locar dues prestatgeries
amb 25 gabies cadascuna. L’habitacié ha d’estar a una temperatura (20-25 °C) i a una
humitat de 50-55%. La il luminacié artificial haura de subministrar 12 hores de llum
i 12 hores de foscor per minimitzar les variacions d’hores de llum entre les diferents

estacions de I’any.

Cal manipular les cries de rata amb guants d’un sol s, per a minimitzar la transmisié
d’infeccions que es produiria usant guants de coté o de pell. Els guants de plastic també
tenen 1’avantatge que la cria agafi ’olor del manipulador i aix0 pugui ser motiu de

rebuig per part de la mare. Les manipulacions que es fan al pesar les cries i canviar el
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jag cada 3 dies fan els animals més tractables i facils de manipular. Les dades del pes
també sén importants per monitoritzar la salut i el desenvolupament de la cria i, per
tant, és un metode molt recomanable fins i tot en els casos en que els objectius de
I’experiment no necessitin d’un control freqiient del pes. A les rates que s’han
d’utilitzar en ’experiment de caries es donara la dieta cariogenica ben aviat en el
periode de lactacié. La preséncia d’aquest tipus de dieta en aquest moment incrementa
el nombre de microorganismes cariogénics que ja sén presents en la cavitat oral de la
cria de rata, o facilita la implantacié i colonitzacié de microorganismes cariogenics
inoculats. Les inoculacions sén necessaries quan es treballa amb animals que estan

lliures de microorganismes cariogenics.

El periode experimental pot durar des de 5 a 50 dies després del deslletament, en funcio
de les condicions experimentals. Normalment no calen més de 15 dies per observar
lesions en les arees proximal, bucal i de solc. Si el periode experimental és curt, per
exemple menys de 15 dies, aleshores el tercer molar no s’incloura en I’estimacio de la
caries, ja que, en la majoria de rates, erupciona al voltant del 32¢ al 34¢ dia d’edat.
Periodes experimentals més llargs permeten tenir el tercer molar exposat a 1’atac de la
caries, perd habitualment la destruccié és tant intensa com el primer i segon molar, en
que les lesions de les superficies de la dent es barregen, i es perd la capacitat d’avaluar
d’on prové la lesi6 original. Habitualment es recomanen periodes curts d’experimentacio

excepte quan el disseny experimental obliga a usar un perfode llarg.

Després del deslletament, s’haurien de pesar les rates setmanalment inspeccionant el

creixement i el desenvolupament. Aquesta observacié també ofereix 1’oportunitat de
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controlar-les individualment per possibles signes de malaltia o toxicitat. L’activitat,
’aspecte del pel, i els pesos corporals sén factors externs itils per a I’investigador per

a seguir la resposta dels animals als tractaments.

La dieta i 1’aigua han de ser controlades diariament. El contingut dels bebedors i les
sobres de menjar han de ser llengats i recanviats completament cada dos dies. La nit
abans de sacrificar les rates s’hauria de retirar el menjar deixant només 1’aigua de
beguda. A [D’acabar I’experiment, cal mesurar el pes corporal final i marcar
individualment cada rata de cada gabia. Es recomanable assignar un nimero a cada
camada que prové del laboratori i usar aquest mimero més un digit per identificar la
cria. Si el nimero de la camada és el 985, aleshores els cadells d’aquesta camada
estaran ennumerats 9851, 9852, 9853...9859. Habitualment el nombre de cries d’una
camada és de 8 0 9, si s6n camades de 10 o 12 habitualment contenen cries de rata amb
un baix pes corporal més susceptibles a les malalties i a la mort. Un nombre gran de
cries en una camada pot donar problemes, ja que afectara a la seva nutricié. Estudis fets
mostren clarament 1’efecte dramatic que suposa la limitacié de la llet i pertant
I’administracié de proteines, no només en el pes corporal i en la mida dels molars, sin6
també en 1’experiencia de la caries. Es essencial mantenir camades de nombre semblant
si volem que la variabilitat dels resultats es mantingui baixa. La codificacié dels animals
es pot fer facilment marcant les orelles amb un perforador, o tatuant 1’orella amb un

trepador del calibre 22 amb tinta xina, o marcant la cua amb tinta insoluble en aigua.

Es sacrifiquen els animals amb qualsevol metode en funcié de les segiients

caracteristiques:
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(1) Capacitat de I’agent o metode de no produir dolor en la mort.
(2) Inexistencia d’efectes adversos del metode amb els objectius de 1’experiment.
(3) Seguretat del metode per al personal i altres animals.

Els segiients exemples ofereixen metodes de sacrifici d’animals ampliament utilitzats en

els laboratoris:

A/ Agents inhalants

(1) Eter. El dietiléter és un potent anestésic inhalador que pot ser usat per sacrificar
rossegadors. Es col.loca un coté o una gassa empapada amb el liquid anestesic dins
d’un compartiment tancat, de manera que es generi una concentracié letal de vapor i
es previngui el contacte directe amb I’animal. L’éter és extremadament inflamable i
altament explosiu, resultant un gran problema de seguretat I’emmagatzematge del

material i, d’altra banda, els pulmons de I’animal retenen altes concentracions d’aquest

vapor explosiu.

(2) Cloroform. Usat de manera similar a I’éter, és menys explosiu.

(3) Dioxid de carboni. Altes concentracions de didoxid de carboni (30%) tenen un rapid

efecte anesteésic, ha estat utilitzat amb eficacia per sacrificar rossegadors petits.

B/ Farmacs injectables. El pentobarbital o altres farmacs relacionats amb els barbitiirics,
quan s’administren per via endovenosa o intraperitoneal a dosis suficientment altes

causen depressié en el sistema nervios central. Sén preferibles per sacrificar animals

grans.
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C/ Metodes fisics. Ocasionalment els protocols de recerca requereixen administrar a la
rata un anestesic seguit de exsanguinaci6, dislocacio cervical, o decapitacié per prevenir

complicacions induides pel farmac.

Un cop sacrificats es conserva el cap i algun altre organ que tingui interés en 1’estudi.

Els organs poden ser tractats amb algun dels segiients procediments:

(1) Es col loquen en I’autoclau (120°C) durant 3-5 minuts, el temps esta en funcié de
I’edat dels animals. Aquest tractament estova els teixits i permet facilment I’extraccid
de les mandibules i dels maxil 'lars. A continuacié s’asseca cada mandibula amb aire

i es prepara pel contatge de caries.

(2) S’eliminen els teixits tous del cap i es conserva la mandibula en alcohol del 90% o
amb formaldehid tamponat al 10%. Aquest procediment fixa els teixits permetent la

inspeccié dels molars "in situ".

1.2.2.6. Quantificacio de la caries en la rata

La majoria d’autors quantifica la caries de rates seguint la técnica de Keyes (Keyes
1958). En essencia consisteix en dissecar la mandibula, tenyir-la amb una solucié que
penetri en les regions carioses de la dent, hemiseccionar-la en sentit longitudinal, i
puntuar les caries dels molars amb 1’ajut d’una lupa esteroscopica. Aquest metode s’ha

usat abastament perd cal que les lesions de caries estiguin relativament avangades per
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detectar-les en detall. Per aquesta rad, els animals han de tenir una dieta extremadament
cariogenica per a que surti caries suficient en un periode raonable de temps. Un altra
metode de quantificacié de caries és el descrit per Koénig i col. (Konig et al., 1958),
molt semblant al de Keyes. Larson discuteix els avantatges i desavantatges del metode
de Keyes suggerint algunes modificacions com ara la puntuacié tnica de les caries
d’esmalt. També opina que el meétode de quantificaci6 proposat per Keyes no és factible
en estudis de perfodes curts en les rates (Larson, 1981). Larmas i Kortelainen (1989)
mesuren les lesions carioses inicials de les fissures dels molars de rata usant un metode
de fluoresceéncia amb tincié de tetraciclina. S’han descrit altres meétodes per detectar
caries després d’un curt periode d’estudi, amb fluorescéncia de llum ultraviolada, o
fluoresceéncia de llum visible. Hafstrom-Bjorkam i col.laboradors (1991) proposen 1’us
de fluorescéncia amb laser per a puntuar les lesions inicials de caries d’esmalt en els

molars de rata.

La visualitzacié de les zones de caries de molars en rossegadors pot aconseguir-se a

través de diversos procediments de tincid:

(1) Tinci6 de nitrat de plata (AgNQ,). Després de separar el cap del cos, s’obre la boca
de la rata i es dipositen dues o tres gotes de solucié de nitrat de plata a 1’1 % dins de
la cavitat oral. Després de 1 o 2 minuts s’esbandeix la solucié, es pressiona
lleugerament el cap i es treuen els maxil.lars. Amb la calor i la llum el nitrat de plata
reacciona amb els fosfats disponibles, concretament on es troben situades les caries per
donar inestabilitat als fosfats de plata (groc), que queden reduits rapidament a plata

(negre). Les arees de caries es veuen com caracteristiques lesions negres que no es
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confonen amb la taca negra que també es veu en les arees immadures.

(2) Konig i col.laboradors (1958) suggereixen fixar la mandibula en formol al 10%
durant 24 o 48 hores 0 més. S’eliminen els teixits tous i es fan seccions seﬁades de la
mandibula neta que conté els molars. Aleshores, la mandibula seccionada es seca amb
aire durant algunes hores, o una hora a 50° C en un forn. Les seccions es tenyeixen
amb una gota de reactiu de Schiff durant 15 segons i aleshores es neteja a doll d’aigua
per a difondre la tincid. La dentina i I’esmalt madur i sa no es tenyeixen, totes les arees
de caries de I’esmalt i de I’esmalt immadur canvien de vermell a vermell-violeta. La
reaccié positiva es deguda a la preséncia de productes intermediaris de proteolisi, que

contenen grups aldehid.

(3) Altres procediments de tincié que s’han usat per lesions de caries es basen en
reaccions amb el calci disponible de 1’area degenerada. Un procediment inclou 1’us
d’una soluci6 saturada de sal "Kernechtrot B". També s’ha trobat ttil una solucié de
murexida (amoni purpurat, 60 mg en 100 ml d’una solucié d’etanol al 70% en aigua
destil "lada). Els maxil lars netejats amb alguns dels metodes comentats anteriorment,
es sequen amb aire i s’introdueixen en la solucié de tincié durant 5-10 hores. L’esmalt
madur i sa no es tenyira, perd I’esmalt degenerat es tenyira de vermell-rosa. Les lesions
de caries de sota la superficie apareixen emblanquides en el centre i rodejades d’una
area vermella. Les dents tenyides es poden guardar seques i protegides de la llum

durant llargs perfodes de temps amb només petites perdues d’intensitat del color.

El contatge de la caries es pot fer mitjancant diversos metodes. Essencialment,
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existeixen tres maneres de fer-ho:

(1) Nimero de dents cariades o lesions carioses. Aquest metode representa una simple
ennumeracié del mimero de dents afectats per caries o del mimero de lesions que
s’observen en els molars. Es un procediment senzill, que és iitil si s’han de quantificar
amplies diferencies entre tractaments. Tota valoracié es fa normalment amb una lupa

estereoscopica amb una ampliacié de 30 augments.

(2) Volum d’arees cariades. En aquest metode es valora ’area de les lesions carioses,
i per a obtenir una puntuacid, les unitats d’area es multipliquen per un nimero que
representa la profunditat de penetracio de la lesié (1 =esmalt, 2=Unié amelodentinaria,
3=dentina). Per exemple, considerem que la cara oclussal d’un segon molar es divideix
en 4 unitats d’area; si la lesié ha destruit la meitat de la dent i s’extén cap la dentina,

aleshores la puntuacié podria ser 2 x 3 = 6.

(3) Estimacié selectiva d’arees carioses en dents seccionades o esmolades. Aquest
metode examina els molars en busca de possibles lesions carioses entre regions; la
bucal, a nivell de solcs i arees interproximals dels molars mandibulars i maxil.lars. Cal
realitzar una seccio seriada en direccié mesio-distal o un tall seriat en direcci6 ocluso-
cervical per a poder visualitzar 1’extensié de les lesions dins de la dentina. Aquest
metode d’estudi només s’ha d’usar quan 1’atac carids no ha destruit grans arees de la
dent. La destruccié important de les dents podria causar la conflueéncia de les lesions
originades en llocs diferents, i es podria perdre la discriminacid detallista. Per tant, és

aconsellable utilitzar condicions experimentals de cariogenicitat moderada o periodes
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curts d’experimentacié per a aquest procediment de valoracié. Quan hi ha una

degeneracié important, seria millor emprar qualsevol dels altres dos meétodes descrits.

Amb qualsevol métode utilitzat, 1’investigador hauria de tenir una altra persona que
codifiqui les mandibules i maxil "lars per a emmascarar la identitat del grup i assegurar
que no existeixin biaixos en 1’avaluacié de la caries. La codificaci6 es fa millor
utilitzant una taula de nimeros randomitzats. Es poden valorar aproximadament 30
mandibules d’una sentada, i per evitar biaixos degut a la fatiga o avorriment, és itil
tenir un nimero equivalent de mandibules procedents dels diferents grups de rates

d’experimentacid, en les mandibules que es puntuin en un mateix temps.

Si hi ha cinc grups d’experimentaci6 i un control, és millor agafar cinc mandibules de
cada grup i aleshores barrejar-les per a obtenir una distribucié randomitzada en 1’ordre
en que s’ha puntuat. No s’ha observat diferéncies en quant a la susceptibilitat a la caries
entre el costat dret i esquerre de la mandibula, encara que alguns investigadors indiquen
que si existeixen algunes diferéncies. De la mateixa manera no es veu diferéncia en el

nivell de caries de rates femelles i mascles sacrificades abans dels 40 dies d’edat.

Detalls especifics d’alguns procediments habituals

(1) Observacié de caries "in vivo". El hamster i el mono poden ser examinats per
lesions carioses sota anestesia o tranquilitzants. Es pot usar “"Innovar-Vet" (0.032
mg/Kg de pes corporal) intramuscular amb excel.lents resultats per a manipular

I’hamster. Els animals assoleixen un estat de relaxacié i aleshores amb I’ajuda d’un
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ganxo aplicat en les incissives es podra mantenir la cavitat oral oberta i examinar amb
un microscopi binocular de pocs augments. Aquest metode ha estat descrit per Johansen
que ha utilitzat aquest protocol en els seus estudis de caries, pero el mateix sistema pot
ser utilitzat per a inspeccionar altres estructures de la cavitat oral com els sacs dels
hamsters. Els molars de rata no poden ser examinats tan facilment com els de hamster,
ja que s’ha d’obrir la boca uns 180°. Per aquesta rad, el hamster s’utilitza

exclusivament en estudis on cal fer I’examen in vivo de les dents.

(2) Valoraci6 de caries "post-mortem". S’han utilitzat molts procediments diferents per
avaluar la caries en models animals. Com s’ha indicat préviament hi ha tres metodes
fonamentals: (a) la incidéncia de dents cariades, (b) L’estimacié del volum de molars
degenerats, i (c) els procediments que fan la discriminacié del tipus i I’extensié i les
lesions per seccié o esmolament de la dent. La primera categoria €s autoexplicativa i
implica la valoracié del mimero de dents que tenen una o més caries. Per a la rata o el
hamster la puntuacié maxima sera de 12. La segona categoria ha estat utilitzada durant
molts anys; resultava especialment iitil quan s’utilitzaven dietes productores de caries
i els periodes d’experimentacié duraven entres 80-120 dies. En un dels primers meétodes
descrits, suggerit per Keyes (1944) per a valorar les caries en hamsters es selecciona
una cispide de mida estandar assignant-li un valor numeric amb el que totes les
ctspides de la dentici6 han de ser proporcionalment avaluades d’acord a les seves mides
relatives. Per a simplificar la valoracié o puntuacid, la superficie bucal, lingual, i
oclussal dels metodes es divideixen en unitats d’arees aproximadament equivalents.
Aleshores la valoracié o puntuacid inclou I’estimacio d’unitats d’arees degenerades i la

profunditat estimada de la lesi6, que és normalment 1, 2, o 3 en funcié de si la lesié
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és de 0.1-0.2 mm, 0.2-0.4 mm, o de 0.4-0.6 mm de profunditat. El producte de I’area
i la profunditat déna una estimacié de la quantitat de substancia destruida. La suma de
les puntuacions individuals obtingudes d’aquesta manera produeix la puntuacio total per
a ’animal. La maxima puntuacié per al hamster amb una perdua total de les corones
degenerades hauria de ser 141 x 2 = 282. Un inconvenient d’aquest metode és que el
1imit entre les diferents seccions esta habitualment en les fissures que és on s’inicien les
lesions. Una lesi6 de caries s’haura d’incloure en dues o tres seccions i I’estimacié de
I’area compresa ha de ser més gran que una altra lesié que afecti només una seccié. Per
aconseguir-ho i augmentar la precisié d’aquest procediment, es suggereix 1’us d’una
targeta de valoracié consistent en una fotografia dels molars drets i esquerres del
maxil "lar i de la mandibula provista d’espais per a anotar les dades de 1’animal. Per a
puntuar les caries de les dents, els maxil "lars es netegen per qualsevol dels metodes
descrits anteriorment i aleshores s’examinen amb 1’ajut d’un microscopi de baixa
resolucié i es fotografien. Els limits de la lesié s’anoten i queden recollits en les
targetes (protocols). L’estimaci6 de 1’area cariada de la dent s’aconsegueix mitjangant
I’ajut d’un planimetre. L’area total de la superficie de la dent s’ha mesurat préviament
i es fa correspondre a 100 unitats arbitraries. D’aquesta manera el calibrat del
planimetre permet llegir el percentatge de la superficie destruida directament en el
planimetre. La puntuacid total per un quadrant s’obté afegint les lectures individuals del
planimetre per a les tres dents dividides entre tres. Un procediment similar s’utilitza per

a obtenir les puntuacions totals de tota la dentici6.

Amb una millor comparacié dels factors etiologics de la caries dental s’ha produit una

millora en el disseny dels experiments, que ha aconseguit un escurgament en el temps



68 Introduccid

d’experimentacié. Les modificacions en el tipus de dietes, i en els metodes d’inoculacié
han escurgat el temps necessari per a produir lesions carioses. També és veritat que els
investigadors han arribat a estar més interessats en les lesions inicials de I’esmalt i la
seva localitzacié en la dent que no en els procediments de destruccié, que esta
probablement relacionat amb el procés de malaltia. Degut a la importancia de les lesions
inicials s’han desenvolupat procediments de valoracié de caries amb lesions produides
en 15 dies d’exposicié a condicions cariogéniques. Inclouen examinacions dirigides a
determinar 1’extensio, intensitat i localitzacié de lesions. Les lesions del solc no estan
realment avaluades en les dents intactes, per tant, en tots aquests procediments cal fer
alguna forma de seccid per a inspeccionar la penetracié de la degeneracié de la dentina,
particularment en les arees de solc. Les tincions s’utilitzen normalment per a que la
destruccié no sigui extensa i ajuda a la localitzacié de les arees carioses. Dos
procediments 1itils de valoracié de caries d’aquest tipus podem considerar-los com a

exemples els metodes descrits per Konig i cols. (1958) i el descrit per Keyes (1958).

Konig i cols. han descrit un metode de valoracié de caries que ha estat forga utilitzat.
En la preparaci6 dels maxil ‘lars de la rata es fa una serie de talls sagitals utilitzant un
disc adiamantat. Els maxil.lars seccionats es tenyeixen amb reactiu de Schiff i
s’examinen les lesions del solc. Les lesions del solc o de les arees interproximals es

puntuen utilitzant el segiient metode:

A= Només lesid de I’esmalt
T= Lesid extesa a la unié amelodentinaria

B= Moderada lesié de dentina



Introduccid 69

C= Important lesié dentinaria amb una destruccié de cuspide visible.

Keyes (1958) ha descrit amb enorme detall un metode per a avaluar la caries, que és
una tecnica molt completa i senzilla. Els maxil lars amb els molars que han de ser
valorats es netegen, es tenyeixen i s’assequen. Aleshores s’hemiseccionen en un pla
sagital mesio-distal amb una serra circular. Pintant els molars moderadament mitjangant
la immersi6 en oli, ajudara a visualitzar millor les lesions que mullant-los en aigua. El
metode divideix 1’aspecte del solc dels molars mandibulars en unitats lineals: 6 per al
primer molar, 4 per al segon, i 4 per al tercer molar. La profunditat de la caries es

puntua segons el segiient criteri:

E , lesions només presents en ’esmalt
Ds, lesions incloents en la linia amelodentinaria
Dm, lesions que s’extenen cap la dentina

Dx, lesions que representen la destruccié de la dentina i arriben a la polpa.

La implicacié bucal s’obté determinant el nimero d’unitats d’area en les quals la caries
ha penetrat en la profunditat E, Ds, Dm i Dx. Les lesions es plasmen en una targeta

de puntuacié que conté dibuixos dels molars i quadres per a registrar les puntuacions.

Les puntuacions del solc s’aconsegueix aplicant una estimaci6 lineal d’un anivellament
teoric del solc i avaluant la profunditat com s’ha indicat préviament per a la seccié
bucal. El nimero d’unitats lineals assignats a cada solc comengant des del primer molar

fins el tercer s6n: 2/3/2; 3/2; 2. El metode és senzill i molt dtil i permet la valoracid
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de la incidencia i gravetat de la caries en les diferents zones de la dent de la rata sense

consumir una gran quantitat de temps (Navia 1977).

1.2.3. Induccié de xerostomia en la rata

1.2.3.1. Caracteristiques de la saliva

Les funcions de la saliva han atret I’interés dels investigadors del camp de 1’odontologia
que han compres el seu important efecte en la salut oral, i possiblement en les malalties
depenents de la placa dental. També han treballat en aquest tema els fisiolegs i
bioquimics interessats en la sintesi de proteines i en els mecanismes de transport i els
neurofisidlegs interessats en D’estudi dels aspectes neurologics de la funcié de les
gandules salivals. Una gran proporcié d’aquesta recerca ha estat feta en human;, donat
que la saliva pot ser facilment recollida i els resultats obtinguts sén directament
aplicables als humans. Malgrat tot, hi ha cassos en els quals I’us en persones no és
possible perque el tractament implicat pot presentar un risc pel subjecte, i en aquests
cassos esta indicat realitzar 1’estudi en animals de laboratori. Els resultats obtinguts
d’aquests models d’animals s6n emprats per resoldre les qiiestions plantejades en el
protocol, perd no poden ser extrapolats directament en la situacid humana. El
coneixement de les caracteristiques de les glandules salivals i la saliva de diferents

animals ajudara a la interpretacié de les dades.
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La saliva esta constantment en contacte amb I’esmalt dental amb una relacié important.

Les principals interaccions sén:

A) La saliva contribueix a la formaci6 de la pel.licula adquirida de I’esmalt.

B) Els minerals i els electrolits de 1a saliva formen part del fenomen de mineralitzacié-
remineralitzacié que té lloc en la superficie de [’esmalt.

C) La saliva conté proteines que aglutinen bacteris i també contribueixen a la formacié
de la matriu intercel "lular de la placa bacteriana.

D) La saliva pot contribuir a la nutricié dels bacteris i aixi acceleren o retarden certs

components de la placa.

A) La pellicula adquirida d’esmalt és una capa que envolta I’esmalt i estd composta
per proteines de la saliva i bacteris. Els grups carboxil de les proteines tenen afinitat
per a la hidroxiapatita de I’esmalt, a més s’hi adhereixen restes de parets cel lulars
bacterianes. Aquesta capa sera la que unira la placa bacteriana amb I’esmalt. La
formacié d’aquesta pel ‘licula adquirida dependra de la viscositat i el pH de la saliva,
del mimero de grups carboxil de les glicoproteines, i de la concentracié de ions com el

Cl' o Ca** en la saliva.

B) La saliva en el fenomen de remineralitzacié

La saliva contribueix de moltes maneres al canvi de minerals que formen part de la
superficie de la pel’licula de I’esmalt. La saliva conté calci i fosfat, que quan
disminueix el pH sén ionitzats i per aquesta rad incrementa la concentracié idnica.

Degut a que la saliva estd normalment sobresaturada, el calci i el fosfat estan
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disponibles en la superficie de la dent pels processos de reparacié. El fluor ingerit passa
a la saliva, i aquf pot actuar per a incrementar el diposit de sals fosfatocalciques, que
son el tipus majoritari d’apatita. Altres elements com per exemple el magnesi, pot ser
trobat en la saliva i és contrari a I’efecte del fluor per reduir la quantitat de sals
fosfatades precipitades i incrementa els nivells dels dipdsits d’esmalt nou. La
remineralitzacié és, en gran mesura, responsable de la maduracié de 1’esmalt després

de P’erupci6 i pel manteniment de la integritat de 1’esmalt.

La maduracid posteruptiva de 1’esmalt ha estat descrita en humans i ha estat clarament
mostrada en animals d’experimentacid. Si immediatament després de 1’erupcié (18 dies
d’edat) del primer molar mandibular d’una rata, aquest s’exodoncia i es tenyeix amb
murexida, un colorant que s’adhereix preferentment al calci, grans arees de 1’esmalt es
tenyeixen de vermell. Si el mateix procés es repeteix amb una dent d’un animal de més
edat, I’esmalt roman blanc. No se sap si ’esmalt de la dent immadura té més calci
disponible per a reaccionar o si existeixen canals de gran difussié en I’esmalt que
permet les molecules tenyides penetrar en I’estructura i tenyir I’esmalt. Independentment
del mecanisme d’accid, els molars sans de rates adultes no es tenyeixen. Quan la dent
erupciona en la boca, la superficie de I’esmalt és aspera, perd rapidament es fa més fina
com les pel licules formades sota la influéncia de saliva. Els principals esdeveniments
en el procés de maduracié de I’esmalt sén el diposit de proteines, la precipitacié de
minerals, i la incorporacié d’unes traces d’elements en la superficie de 1’esmalt,
conjuntament amb els canvis quimics implicant la formacié de cristalls d’hidroxiapatita

i fluoroapatita.
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Quan els bacteris de la flora bucal produeixen acids ’esmalt es desmineralitza i I’esmalt
superficial dels molars esdevé immadur. Les conseqiiencies d’aquesta desmineralitzacio
dependra en part de com la saliva banya la superficie de la dent. Si tenen lloc els
factors reparadors préviament discutits, 1’esmalt pot ser capag de recuperar i
possiblement també millori la seva resisténcia a la disolucié mitjangant 1’adquisicid de
cristalls d’apatita estables sota influéncia de traces d’elements, com per exemple fluor.
Si la forga desmineralitzadora és més gran que aquest fenomen reparatiu, el resultat pot

ser una lesi6 irreversible de la superficie de 1’esmalt.

C) Agregaci6 de bacteris induits per la saliva.

Recentment, es va estudiar una altra propietat de la saliva, és la propietat d’induir
I’agregacié de bacteris. L’adhesi6 entre cel'lules i de cel lules amb la superficie de
I’esmalt ha estat considerada important en la formacid i establitzacid de la placa. Certs
microorganismes, tals com 1’estreptococ mutans o I’estreptococ sanguis, forma el
polisacarid extracel 'lular quan t€ a la seva disposicié un substracte com la sacarosa i
I’enzim glucosil transferasa, la qual cosa s’ha considerat fonamental per a la capacitat
de colonitzaci6 i implantacié del microorganisme. La preséncia de petites quantitats de

dextra de pes molecular baix tendira a aglutinar les cel "lules.

D) Us de components salivals en el metabolisme de la flora oral

Ja hem comentat que els bacteris en la placa quedaven incrustats en la matriu organica
que conté material proteinic d’origen salival. Aquests bacteris s6n capagos d’utilitzar
diferents components de la placa per al seu metabolisme. Les glicoproteines contenen

carbohidrats que poden ser separats i utilitzats pels microorganismes orals. El mateix
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és valid pels aminoacids lliures, peptids, i proteines presents en la saliva. Es obvi que
]a saliva no és només un medi aqués que banya i transporta organismes en la cavitat
oral, siné que a més té unes relacions importants i molt concretes amb la dent i la flora

microbiana, la qual determina una gran extensio en ’ambient oral (Navia, 1977).

1.2.3.2. Xerostomia irreversible

S’ha fet diversos estudis en rates valorant la repercussié oral que comporta ’extraccié
quirdrgica parcial o total de les glandules salivals o la irradiacié d’aquestes glandules.
La xerostomia produida per I’extracci6 quirdrgica de les glandules submaxil "lars i
sublinguals i I’obstruccié total del conducte parotidi augmenta la virulencia de la flora
acidogenica i I’index de caries de corona i d’arrel. Aquesta flora és facilment
transmissible a animals no dessalivats que conviuen en la mateixa gabia produint-los

més caries que les rates que no conviuen amb animals dessalivats (Bowen et al.,

1988a,b; Madison et al., 1990; Madison et al., 1991). Aixd confirma que la caries

dental és una malaltia infecciosa i transmissible

Si 1 ivaci -
@ dessalivaci6 de les rates es feia just o abans del temps d’erupci6 de les dents,

s’observava una gran i :
uantitat de cari . .., . )
q € caries, en canvi sj Ja desalivaci6 es feia més tard del
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submaxil "lars i sublinguals.

Aquesta hiposalivacié irreversible tant si és produida per irradiacié o extraccié de
glandules salivals causa molta més caries dental i proliferacié de microorganismes
acidogenics (Ooshima et al., 1990; Ooshima et al., 1991). Vissink i col.laboradors
(1991) van observar que la hiposalivacid deguda a la irradiacié de glandules

submaxil "lars en la rata es produia al cap de tres dies després de la radiacio.

1.2.3.3. Xerostomia reversible

S’han estudiat els efectes dels farmacs que estimulen els receptors adrenergics B en
quant a la secrecié salival i desenvolupament de caries en la rata. El tractament cronic
amb isoproterenol o amb propranolol en la rata produeix més caries que en les rates no
sotmeses a aquest tractament i els valors sén semblants als de rates dessalivades
quirdrgicament (Watson et al., 1990; Ryberg et al., 1989; Ryberg et al., 1988). En
rates tractades cronicament amb atropina calia més dosis de pilocarpina per a produir

salivacié i presentaven més caries que el grup control (Watson et al., 1989).

Leach i Connell (1990) van estudiar I’efecte de la pilocarpina incorporada en la dieta
cariogenica en la rata. Van observar que les rates que ingerien pilocarpina (0.1% en la
dieta) augmentaven menys pes i presentaven menys caries que €l grup que no rebia cap
tractament. A més presentaven menys caries que abans d’iniciar el tractament amb

pilocarpina, la qual cosa fa pensar que la ciries pot ser reversible mitjangant la
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remineralitzacié. Aixd demostra el paper imprescindible que juga la saliva en els

processos de remineralitzacié que tenen lloc a la boca.

1.2.4. Efecte del fluor en la rata

La substancia cariostatica més estudiada i potser la més eficag és el fluor. El fluor, tant
en rates com en humans, participa en més d’un mecanisme d’accié: en el de des-
remineralitzacié en dents erupcionades, i el de formacié de fluoroapatita durant el

procés preeruptiu (Larson et al., 1976; Mellberg i Larson, 1978).

Voldriem diferenciar I’efecte sistemic del fluor (produccié de fluoroapatita durant la
formacié de I’esmalt) i efecte topic (ajuda a la remineralitzacié6 de la lesid)
d’administraci6 sistémica (via oral o intragastrica) i d’administracié topica (aplicacié
topica). Si les dents ja s’han format i erupcionat, una administracié sisteémica de fluor
tindra un efecte topic degut a un increment de la concentraci6 de fluor en la saliva. En
les rates es pot donar el cas que si administrem sisttmicament fluor entre el 18¢ i el 35¢
dia d’edat produim un efecte topic en el primer i segon molar i un efecte sisttmic en

el tercer molar.

El fluor pot ser administrat posteruptivament i a concentracions relativament baixes en
I’aigua de beguda i en la dieta, o en altes concentracions aplicat tdpicament. La
quantitat de fluor necessaria per inhibir les caries en la rata depén del metode

d’aplicacié. Una concentracié de 2.5 ppm de fluor pot ser efectiva en l'aigua de
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beguda. Una concentracié de 40 ppm en l’aigua de beguda déna com a resultat una
reduccié aproximada de caries d’'un 90 % en la superficie bucal i un 70 % de la caries
de solc. La freqiiencia d’administracié també és important; afegint 2.5-40 ppm de fluor
en I’aigua de beguda un dia per setmana no és tan efectiu com si s’adminstrés els set
dies de la setmana. La addicié de fluor en la dieta pot reduir I’efecte comparat amb la
mateixa quantitat en 1’aigua de beguda, perd aquest efecte pot quedar prolongat donat

que el fluor es reté en el menjar impactat de les fissures (Mellberg, 1981).

1.2.4.1. Administracié sistemica

Shresta (1983) va estudiar ’efecte sistémic del fluor en rates durant el 2n i 17¢ dia
d’edat observant que els molars de rata en desenvolupament captaven més fluor si era
administrat com a tetrafluorur de titani que com a FNa a mateixa concentracié de fluor.
Spak i col.laboradors (1990) van observar que I’efecte sistemic del fluor en rates de 2-

13 dies d’edat té més repercussié en caries de solc que en la resta de zones (proximals

o vestibular).

S’han fet nombrosos estudis valorant 1’efecte del fluor en 1’aigua de beguda a diferents
concentracions. Beiraghi i collaboradors (1989) van observar que 1 ppm de fluor en
I’aigua de beguda reduia un 24 % les caries de solc. Edgar i col "laboradors (1981) van
veure que la reduccié de caries total en les rates tractades amb 2.5 ppm de fluor en
I’aigua de beguda era d’un 22%. En contraposicié a aquests estudis Kortelainen i

Larmas (1990) no van trobar diferéncies significatives entre els valors de caries en les
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rates que bebien aigua amb 1 o 7 ppm comparat amb el grup control, en canvi les que
consumien 19 ppm presentaven menys caries. Larson i col laboradors (1976) en un
estudi que ja es considera classic van observar que 10 ppm de fluor en I’aigua de
beguda reduia aproximadament un 50 % les caries de la rata. Igualment, Tamura i
col "laboradors (1987) van observar un 45% de reduccié en rates que bebien aigua amb
10 ppm de fluor comparades amb el grup control. Alguns autors han utilitzat el fluor
en I’aigua de beguda a una concentracié de 10 ppm per a comparar 1’efecte preventiu

amb altres substancies cariostatiques d’aplicacié topica (Tanzer et al., 1988; Mirth et

al., 1985).

Mundorff i col.laboradors (1988) van observar que el fluor (10 ppm) administrat

conjuntament amb la dieta cariogénica disminuia un 50 % les caries de les cares

vestibular i lingual.

1.2.4.2. Administraci6 topica

L’exposicié de fluor en rates en una fase posteruptiva inhibeix la caries de manera més
efectiva que en 1’exposicié en una fase preeruptiva. L’absorcié de fluor per ’esmalt
disminueix amb I’edat de I’animal. Quan es déna 10 ppm de fluor en 1’aigua de beguda
durant els 7 dies després del deslletament, s’observa una significant absorcié de fluor
en I’esmalt, perd no succeeix el mateix si amb la mateixa dosi es dona durant els 49
dies després. Aixd és degut probablement perque 1’erupcié de la dent fa que hi hagin

més arees hipomineralitzades les quals tenen més porus que I’esmalt sa i adquireix més
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facilment el fluor. A mesura que la dent va madurant aquestes arees es mineralitzen
quedant menys porus i es produeix una reduccié d’absorcié de fluor, especialment

provinent de solucions relativament diluides

En l’estudi de substancies cariostatiques d’aplicacié topica s’han utilitzat una gran

varietat de dosi, freqiiencies d’aplicacié, durada del tractament, técnica d’aplicacié

(Taula 1.3).
Autors Substancia Concentracions Tecnica Freqii¢ncia Durada
d’estudi d’aplicacié
Gron 1987 NaF/NH,F 1000 ppm Coté 30 seg. 4/setmana 98 dies
Mirth 1985 Fluor 150-200ug F/dia Membrana Mantinguda 29 dies
d’alliberament copolimer
sostingut
Rolla 1983 NaF/SnF 20mM/10mM xeringa 0.2mi 2/dia 30 dies
Seppa 1983 Duraphat / 2.2%/0.7% cotd 15 seg. 1/dia 198-21%/
protector 258-272
Seppa 1989 Duraphat 2.2/1.1/0.6% cotd 15 seg. 1/dia 3 dies
Shern 1987 F/ CPS 1000 ppm xeringa S/setmana 5 setm.
Skartveit 1991 TiF, / NaF 1%/13% Cot6 1 minut 1/dia dia Iri 172
Tanzer 1988 NaF/ Sacarina/ 0.22%/0.5% coté 1 minut $/setmana 20 dies
NaHCO,
Uemura 1989 NaF/NHMo 1000/ 3000ppm cot6 30 seg. $/setmana 3 setmana
Weatherell 1981 NaF 2% cot6, anestdsia - .

Taula 1.3. Relaci6 dels estudis consultats de prevencié amb fluor topic en rates.







2. JUSTIFICACIO I OBJECTIUS DE L’ESTUDI
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JUSTIFICACIO DE L’ESTUDI

La caries dental és una de les malalties més freqiients i més esteses que existeix. La
saliva t€ una funcié primordial en la conservacié de la integritat dels teixits orals. Una
disminucid de la secreci6 salival en humans augmenta el risc de caries dental i d’altres
malalties de la cavitat oral. Les causes més habituals d’una disminucié del flux salival
son la irradiacié, extirpacié o alteracions de les glandules salivals, i els efectes
secundaris d’alguns farmacs. Entre aquests cal destacar els psicofarmacs, que sén
ampliament prescrits en la nostra societat i que produeixen com a efecte indesitjable ben
conegut una accid anticolinérgica que comporta sequedat de boca. Per altra banda en
la nostra societat ha augmentat ’expectativa de vida. La poblacié d’una edat superior
als 65 anys representa actualment el 15% del total en ’Europa Occidental i es calcula
que sera superior al 20% I’any 2020. També, en existir una major preocupacio per les
condicions higiénico-sanitaries, és major el nombre de persones que tenen cura de les
seves dents i, per tant, en prolonguen la conservacid. Aquest tipus de poblaci6 presenta,
a més, una retraccié gingival que comporta que una part de 1’arrel dentaria quedi al
descobert amb el consegiient risc de caries. A causa, doncs, d’aquesta situacid i que els
adults s6n potencials consumidors de farmacs que tenen com a efecte secundari la

xerostomia, augmenta la probabilitat d’aparicié de caries tant d’arrel com de corona.
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S6n molts els estudis dedicats a correlacionar la xerostomia produida per psicofarmacs
amb I’index de caries, pero pel fet que la caries és una malaltia multifactorial i amb
gran variabilitat interindividual, resulta molt dificil arribar a conclusions de causalitat.
Per a controlar al maxim aquestes variables s’ha utilitzat un model de caries
experimental en rata en que es pot controlar perfectament el factor bacteria i de dieta,
reduint en gran part la variabilitat interindividual observada en humans. A més, en

poques setmanes es poden observar caries i, per tant, es poden fer estudis en un espai

curt de temps.

En primer lloc valorem I’efecte de la clomipramina, un dels antidepressius més prescrits
en la practica clinica, en la caries de la rata. En segon lloc volem quantificar la
capacitat cariostatica que té el fluor administrat per via sistémica o per via topica tant
en animals tractats amb clomipramina com en els que no han rebut aquest tractament,
ja que el fluor és la substancia més coneguda i més efica¢ per prevenir la caries dental.
En tercer lloc estudiem la capacitat cariostatica que pot tenir la pilocarpina, a causa de
la seva accié estimulant de la secrecié salival, i la del fluor liposomat aplicat

topicament, ja que els liposomes faciliten el transport i 1’absorcié del principi actiu.
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OBJECTIUS

1. Valorar I’efecte que produeix el tractament cronic amb clomipramina en ’increment

de pes, consum de menjar i beguda, flux salival estimulat i niimero de caries en la rata.

2. Determinar ’efecte cariostatic del fluor administrat per via sist€émica i per via topica.

3. Valorar la concentracié de fluor que es troba en la saliva dels animals tractats amb

fluor per via sist¢mica i topica.

4. Estudiar I’efecte de la pilocarpina administrada diariament per via oral en la caries

induida en la rata.

5. Comparar ’acci6 preventiva del fluorur sodic liposomat amb el fluorur sodic sense

liposomar en I’aparicié de caries en rates tractades amb clomipramina.

6. Valorar la possible potenciacié de ’efecte preventiu del fluorur sodic liposomat

aplicat topicament per 1’administracié prévia de calci liposomat.






3. MATERIAL I METODES
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3. MATERIAL I METODES

3.1. Material Utilitzat

* 230 rates, mascle, de la soca Wistar, provinents de Charles River France,

*suspensié d’estreptococ mutans a una concentracié de 10® cel.lules/ml
subministrats per la Universitat de Valéncia i cultivats al Servei de Microbiologia de
I’Hospital Princeps d’Espanya,

* dieta de manteniment AO4 de Panlab,

* dieta cariogenica Stephan-Harris 580 (ST-580),

* clomipramina en ampul.les de 25 mg/2ml (Anafranil®),

* fluorur sodic (Panreac),

* fluorur sodic liposomat 0.1% (Dianorm),

* clorur calcic liposomat 0.2% (Dianorm),

* clorhidrat de pilocarpina (Sigma),

* ureta (Sigma),

* Tisab III (Orion),

* soluci6 estandar de fluor 100 ppm (Orion),

* microprocessador d’analisi de concentracié de ions METER EA-940 (Orion),

* electrode especific de fluor 9609 BN (Orion),
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* murexida (Sigma),

* lupa estereoscopica SZ4045TR (Olympus),

* micromotor pneumatic amb disc adiamantat per les dues cares,
* paquet estadistic SPSS per a Windows,

* ordinador personal PC 486 DX/33 (Tandom),

3.2. Métodes

3.2.1. Animals utilitzats

Als 18 dies edat de les rates les vam repartir en 10 grups de 20 i tres grups de 10 (taula
3.1.), allotjant cinc animals a cada gabia, a 1’atzar controlant la variable pes i la
camada. Els molars de les rates erupcionen al voltant dels 18 dies d’edat i €s quan tenen
més susceptibilitat de colonitzar-se per estreptococs mutans i desenvolupar caries. Vam
procurar que en cada grup no hi hagués més de dues rates de la mateixa camada donat
que el factor genétic juga un paper molt important en la caries. Per a poder identificar
cada rata durant tot I’estudi les vam marcar fent uns forats a les orelles amb un
perforador. La rata que no tenia cap forat en les orelles li assignavem el nom de SF,
la que en tenia un a Dorella esquerra tenia el nom de 1E, la que en tenia un a la dreta
li deiem 1D, dos forats a ’orella esquerra seria 2E, i dos a la dreta 2D. Abans de
distribuir les rates en cada grup les vam pesar per poder tenir uns grups homogenis en
quan al pes i per a fer un seguiment del creixement de cada animal. Els animals van

romandre en una sala en I’estabulari del Campus de Bellvitge amb una temperatura de
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20-22°C, amb una humitat del 60-65% i sotmesos a un cicle llum-foscor de 12 hores

diaries.
GRUP DE NUM. DIETA | XEROSTOMIA | PREVENCIO PREVENCIO
TRACTAMENT RATES FLUOR PILOCARPINA
1 Control 20 Normal | No No No
2 Dieta Cariogénica (DC) 20 Cariog. No No No
3 DC-Fluor 10ppm 20 Cariog No 10 ppm begut No
4 DC-Pilocatpina‘ 20 Cariog No No S mg/kg IG
S DC-Fluor-Pilocarpina 10 Cariog No 10 ppm begut 5 mg/kg IG
6 DC-Clomipramina (Cl) 20 Cariog Clomipramina No No
7 DC-Cl-Fluor 10 ppm 20 Cariog Clomipramina 10 ppm begut No
8 DC-Cl-Pilocarpina 20 Cariog Clomipramina No 5 mg/kg 1IG
9 DC-CI-Fluor-Piloc 10 Cariog Clomipramina 10 ppm begut 5 mg/kg IG
10 DC-CI-Top H20 20 Cariog Clomipramina H,O topic No
11 DC-CI-Top NaF 20 Cariog Clomipramina FNa 0.2% topic No
12 DC-CI-Top NaF lip 20 Cariog Clomipramina FNa 0.1% lip t. No
13 DC-CI-Top F+Ca lip 10 Cariog Clomipramina F+Ca lip topic No

Taula 3.1. Distribucié dels grups i tractament administrat

Tots els animals llevat del grup 1 se’ls va inocular una suspensié d’estreptococ mutans
amb una concentracié de 10® cel.lules/ml. Aquests microorganismes van ser
subministrats per la Universitat de Valéncia i cultivats al Servei de Microbiologia de
I’Hospital Princeps d’Espanya. Els dies 18¢, 19¢, i 20& d’edat de les rates vam
administrar 0.2 ml d’aquesta suspensi6 en la cavitat oral mitjancant una xeringa sense
agulla i vam afegir-ne 1 ml en cada bebedor durant els tres dies. Aquesta és I’edat en
que just erupcionen els dos primers molars i tenen la maxima susceptibilitat de

colonitzar-se amb 1’estreptococ mutans i pertant de desenvolupar caries.
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Per a detectar alguna malaltia o mort dels animals vam fer una inspeccié diaria. Vam

mesurar el pes de les rates un cop per setmana. Es canviaven els flocs de cada gabia

un cop per setmana.

3.2.2. Dieta i beguda

Les rates del grup 1 (control) consumien una dieta de manteniment A04 de Panlab. La
composici6 d’aquesta dieta ve descrita en la taula 3.2. Els altres grups consumien una
dieta cariogenica Stephan Harris 580 (ST-580). En la seva composicié, que es troba
detallada en la taula 3.3, convé destacar I’alt percentatge i el tipus de glicids, que sén
sucres refinats. Aquesta dieta es presenta en forma de pols ja que no es pot comprimir
degut a I’alt contingut en sucre. Per a poder controlar la quantitat de menjar consumit
el vam barrejar amb una mica d’aigua per a fer una pasta i poder-la assecar al forn. Els
animals disposaven de menjar "ad libitum", és a dir, en cap moment no es restringia
la quantitat de menjar ni el nombre d’ingestes. La quantitat de menjar i beguda

consumits s’anaven controlant 3 cops per setmana.

Tots els animals disposaven d’aigua de la xarxa "ad libitum" que contenia una
concentracid inferior a 0.01 ppm de fluor. El contingut s’anava recanviant tres cops per

setmana i es registrava la quantitat consumida per cada gabia.
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Humitat 12% “
Proteina bruta 17.2%
Greix brut 2.7%
Fibra bruta 3.9%
Minerals 4.4%
Gldcids 59.7%
Valor caloric (Kcal/kg) | 3100

Taula 3.2. Composicid de la dieta de manteniment A04 de Panlab

Humitat 8.0%

Proteina bruta 9.2%

Lipids 8.5%
Glicids 72.8% ‘
Cendres 1.5% “

Taula 3.3. Composicié6 de la dieta cariogénica ST-580

3.2.3. Tractament dels animals

Per a induir xerostomia hem escollit el farmac clomipramina perqueé és un dels
antidepressius triciclics més emprats en la practica clinica. A més esta ben descrit en
la literatura ’efecte secundari de xerostomia. Les rates dels grups 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, i 13 van rebre clomipramina (50 mg/kg/dia) per via intragastrica mitjangant una

sonda des del 21¢ dia d’edat fins el dia del sacrifici.
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Com a patr6 cariostatic hem escollit el fluor ja que és la substancia més coneguda i de
moment més eficag per a prevenir la caries. Hem volgut quantificar la capacitat
cariostatica del fluor en les rates tractades amb clomipramina i sense tractament. Hem
utilitzat dues vies d’administracid; per via sistemica i per via topica. En la primera via
hem afegit en 1’aigua de beguda fluor per aconseguir una concentracié de 10 ppm. En
la via topica hem utilitzat una solucié de fluorur sddic al 0.2%. Els animals dels grups
3,5, 7,19 bebien aigua amb una concentracié de fluor de 10 ppm des del dia 21¢

d’edat fins el dia del sacrifici.

Les rates del grup 10 rebien una aplicacié topica d’H,O destil.lada - com a grup
control-, les del grup 11 rebien una aplicaci6 topica de fluorur sodic al 0.2%, a les del
grup 12 s’aplicava tdpicament una solucié de fluorur sddic liposomat al 0.1%, i les del
grup 13 rebien dues aplicacions, primer de clorur calcic liposomat al 0.2%, 0.05 ml en
I’hemiarcada dreta i 0.05 ml més en ’esquerra, i al cap de 15 minuts una solucié de
fluorur sddic liposomat al 0.1%, 0.025 ml en la dreta i 0.025 ml en I’esquerra. Vam
escollir una concentracié de 0.1% en- el grup del fluor liposomat ja que és la
concentracié maxima en que pot ser liposomada aquesta substancia. La freqiiencia
d’aplicacié va ser de dos cops per setmana des del dia 21& d’edat fins el dia del
sacrifici. Per a realitzar cada aplicacié tdpica anestesiavem les rates amb uns cotons
impregnats d’éter (Figura 3.1). Un cop estaven adormides aplicavem 25 ul de la solucié
en ’hemiarcada dreta i 25 pul més en I’hemiarcada esquerra, fent uns massatges als
buccinadors durant 30 segons per a que s’anés repartint la solucié en tota la boca

(Figura 3.2).



o Y

Figura 3.1. Rates anestesiades amb éter per a 17aplicacié topica dels

farmacs.

Figura 3.2. Aplicacié topica de la substancia estudiada.
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Per a prevenir les caries potenciades amb el psicofarmac hem pensat que un farmac
agonista colinergic podria augmentar el flux salival i, per tant, disminuir el nombre de
caries tant en les rates tractades amb clomipramina com les rates no tractades. Hem
escollit la pilocarpina perque €s un farmac que ja s’ha descrit com a cariostatic i s’ha
indicat en persones amb xerostomia. Les rates dels grups 4, 5, 8, 1 9 van ser tractades
amb pilocarpina per via intragastrica amb una dosi diaria i dnica de 5 mg/kg. En els
grups 81 9, que rebien dos farmacs per via intragastrica, aquests eren administrats en

un espai de temps de 3 hores per evitar cap interaccié farmacocinética.

3.2.4. Flux salival estimulat

Donat que les rates tenen un flux salival baix i hi circula poca saliva en la boca, hem
utilitzat pilocarpina per a estimular la salivacié. El 60e dia d’edat dels animals (42¢ dia
de I’estudi), després de 24 hores en dejuni, vam anestesiar els animals amb ureta 10%
(via i.p. 1ml/100g pes). Un cop adormits els animals vam injectar per via i.p. 10 mg
de pilocarpina/kg rata. Quan la rata comengava a secretar saliva la vam anar recollint
amb una pipeta Pasteur durant 15 minuts (Navia, 1977). Vam mesurar €l volum
d’aquesta saliva per calcular el flux salival estimulat i la vam conservar a -20 °C per

a fer una posterior analisi de concentracié de fluor.
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3.2.5. Determinacié de la concentracié de fluor en saliva

De cada mostra vam recollir 180 ul de saliva amb una micropipeta i els vam depositar
en un Eppendorf, afegint-ne 20 ul d’una solucié tampé (Tisab III). Per a determinar la
concentracié de fluor en saliva hem utilitzat un electrode especific de fluor (ORION
9609 BN) i un microprocessador (METER EA-940). En primer lloc vam calibrar el
microprocessador amb una solucié patré de 100 ppm de fluor en el que també s’hi va
afegir la part proporcional de Tisab III. Al cap d’un minut d’haver col "locat I’electrode

amb els 200 pl de 1a solucié vam anotar el valor de concentraci6 de fluor.

3.2.6. Preparacié de la mandibula

Després de recollir la saliva vam sacrificar els animals per decapitacié. Vam extreure
la mandibula i vam llevar els teixits tous amb material quirtirgic. Un cop netes les
mandibules les vam passar per un bany d’ultrassons durant 5 minuts per eliminar restes
de menjar. Vam col locar les mandibules en una solucié de murexida (60mg/alcohol
al 70%) per a tenyir les caries durant 6 hores. Un cop tenyides les mandibules les vam
conservar en sec en uns pots de vidre convenientment etiquetats. En primer lloc vam
quantificar les caries en les cares oclusals, linguals i vestibulars, mitjangant una lupa
estereoscopica (Olympus SZ4045TR) de 40 augments. Els valors que anavem assignant

els recolliem en un full de registre individual per a cada rata (vegeu figura 3.3).
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Figura 3.3. Full de registre de I’extensi6, profunditat i localitzaci6 de la caries per a cada rata.

L’observador no sap en quin grup pertany la mandibula en el moment de quantificar les
caries. Un cop anotades i fotografiades es van seccionar longitudinalment les
mandibules, en sentit mesio-distal, amb un disc adiamantat per les dues cares, accionat
per un micromotor amb refrigeraci6 d’aire i aigua (Figura 3.4 13.5). Aquestes seccions
ens van permetre quantificar les caries de solc i les proximals. Vam tornar a tenyir les
ciries amb la mateixa solucié de murexida 6 hores més i després vam passar les

mandibules per un bany d’ultrassons per eliminar residus de la murexida.
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3.2.7. Quantificacié de les caries

Per a dur a terme el recompte de les caries hem seguit el metode de Keyes que assigna
un valor a cada lesié en funcié de I’extensid i la profunditat. Aquests valors es recullen
en un full de registre comentat anteriorment. Es pot observar caries en les cares oclusal,
lingual, o vestibular i després de seccionar I’hemimandibula sagitalment amb un disc

adiamantat, s’observen les caries de solc i les proximals.

Per a valorar ’extensié de la lesié, els molars es divideixen en unitats en funcié de la

cara i el molar afectats, segons la taula 3.4.

Cara 1r molar | 2n molar | 3r molar
Bucal 6 6 4
Lingual 6 6 4
Oclusal 6 6 4
Solc 7 5 2
Proximal 1 2 1

Taula 3.4. Nimero d’unitats de cada molar segons la cara afectada

Per a valorar la profunditat cal tenir en compte quatre nivells: (E) si només afecta a
I’esmalt, (Ds) si afecta fins a una tercera part de la dentina, (Dm) si la lesié arriba a

dos tercos de la dentina, i (Dx) si afecta a tota la dentina i arriba a polpa.



Figura 3.4. Seccié longitudinal de les mandibules de rata.

Figura 3.5. Mandibula de rata seccionada per a quantificar les caries de solc.
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Calculem el valor final de caries seguint el criteri de Keyes: Totes les unitats que
presenten lesié d’esmalt (E) es multipliquen per un factor de 1. Les unitats que afecten
en la dentina superficial (Ds) es multiplica per 2. Les unitats amb lesi6 en la
dentinamitja (Dm) es multipliquen per 3. I finalment les unitats amb lesié en dentina

profunda (Dx) es multipliquen per 4. Sumant aquests valors s’obté el valor final.

3.2.8. Analisi estadistica

Les dades obtingudes en aquest treball s’han tractat amb el programa SPSS per a

windows.

En les variables increment de pes, flux salival estimulat, concentracié de fluor en saliva
i valor de caries vam considerar cada rata com a individu. En les variables consum de

beguda i de menjar vam considerar, al tractar les dades, cada gabia com a individu.

Realitzem primer per a cada variable mesurada una descripcid de la mitjana i desviacié
estandar de cada grup d’estudi i una representacié grafica. A continuacio realitzem una
estadistica comparativa per observar si les diferéncies sén significatives. En primer lloc,
hem aplicat la prova de normalitat, amb el test de Kolmogorov-Smirnov del paquest
estadistic SPSS per a windows, per a cada variable mesurada i en cada grup d’estudi

per saber si els valors segueixen o no una distribucié normal. En aquelles variables que
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seguixen una distribucié normal es va aplicar el test d’homogeneitat de variances
(Levene test) per a poder utilitzar un test parametric. Aquelles variables que no
segueixen una distribucié normal o no compleixen la condicié d’homogeneitat de
variances apliquem un test no parametric (Kruskall-Wallis) per a buscar difereéncies
entre grups. En cas d’observar diferéncies utilitzem el test de Mann-Whitney per a
comparar els grups dos a dos. En les variables que segueixen una distribucié normal
i tenen homogeneitat de variances comparem els grups mitjangant I’ANOVA (Analisi
de la Varianca). En cas d’observar diferéncies estadisticament significatives entre els
grups utilitzem el test a posteriori de Duncan per saber quins grups provenen de
poblacions diferents. Considerem que existeixen diferéncies significatives quan obtenim
una p<0.05. També hem buscat un model de regressié miiltiple que pogués explicar
les variacions trobades a partir de les variables controlades, és a dir, a partir dels
farmacs administrats en els diferents grups de tractament i del tipus de dieta. Per a
buscar el model de regressié muiltiple hem creat les segiients variables codificades com

a 0 o 1, representat en la taula 3.5:
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Variable controlada | Codi i assignacié

Dieta 0. Dieta normal

1. Dieta cariogenica

Clomipramina 0. Sense tractament

1. Dosi diaria de 50 mg/kg i.g.

Fluor 10 ppm 0. Sense fluor 10 ppm

1. Aigua de beguda amb 10ppm de fluor

Pilocarpina 0. Sense tractament

1. Dosi diaria de 5 mg/kg i.g.

1 H20 topica 0. Sense aplicaci6 topica d’aigua

1. Aplicacié tdpica d’aigua destil.lada

Fluorur sodic 0.2% | 0. Sense aplicacié de fluorur sddic
topic

1. Aplicacié topica de fluorur sddic 0.2%

Fluorur sddic 0.1% | 0. Sense aplicacié de fluorur liposomat 0.1%
liposomat tdpic

1. Aplicacié6 topica de fluorur liposomat 0.1%

Clorur calcic 0.2% 0. Sense aplicaci6 tdpica de clorur calcic
liposomat topic

1. Aplicacié de clorur calcic liposomat 0.2%

Taula 3.5. Codificacié de les variables controlades per a realitzar un model de regressié miiltiple.
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4. RESULTATS

Presentem els resultats seguint ’ordre de les variables mesurades. Comencem amb les
variables de consum de menjar i de beguda en que al fer I’estadistica considerem les
gabies com a individus i no les rates. Ho fem aix{ perqué mesuravem la quantitat de
menjar i beguda corresponent a cada gabia. Els valors representats en les taules i en els
grafics corresponen, perd, a la mitjana del consum de menjar o beguda per rata. A
continuacid presentem els resultats de la resta de variables (pes, flux salival, concentracié

de fluor en saliva, caries) prenent cada rata com a individu.

L’esquema que seguirem en cada variable mesurada és el segiient: Primer representem una
descripcié dels resultats dels diferents grups de tractament en una taula i en un grafic. A
continuacié fem una comparacié dels diferents grups i si trobem diferéncies significatives
buscarem un model de regressi6 multiple que ens quantifiqui I’efecte de cada variable
controlada (dieta cariogénica, clomipramina, fluor sist¢mic, pilocarpina, aigua topica, fluor
topic, fluor topic liposomat, clorur calcic, interaccié fluor-pilocarpina) codificades com

a 0 (en absencia) o 1( en preséncia).

Es van morir dues rates del grup 10, tres del grup 11, una rata del grup 12 i dues del grup
13. D’aquestes morts, sis es varen morir just després de l’anestesia amb éter per a
I’aplicacié topica, i les altres dues les vam trobar mortes en la primera setmana de

tractament. En 1’observacié necropsica no es va observar cap lesié macroscopica, la qual
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cosa fa pensar que es van morir de sobredosi d’anesttsic o com a accident en

P’administracié de clomipramina per via intragastrica.

4.1. Consum de menjar

En la taula 4.1 representem la quantitat de menjar consumit per rata acumulat per
setmanes. Cal destacar que els grups alimentats amb la dieta cariogénica han consumit
menys quantitat de menjar que el grup alimentat amb dieta de manteniment. Els animals

que han rebut un tractament cronic amb clomipramina han consumit menys menjar que els

que no han rebut aquest tractament.

En la figura 4.1 observem el consum de menjar dels diferents grups d’estudi durant les

diferents setmanes de tractament.

En la taula 4.2 representem la rad de conversié d’aliments dels diferents grups d’estudi
en les 5 setmanes de seguiment. La raé de conversi6 d’aliments es defineix com la

quantitat de grams de menjar necessaris per a augmentar 1 gram de pes.

En la figura 4.2 observem la raé de conversié d’aliments al llarg de tot 1’estudi dels
diferents grups de tractament, és a dir, la relacié entre el consum total de menjar per rata

i I’increment de pes en tots el 42 dies d’estudi.
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Figura 4.1. Mitjana del consum de menjar (g) per rata durant el temps de tractament

Grup de Tractament Setm 1 Setm 2 Setm 3 Setm 4 Setm 5

1 Control 99.8+14.3 | 233.3+42.9 | 375.2+65.6 | 534.5+82.9 | 703.9t 101
2 Dieta cariogenica (DC) | 82.9+22.9 | 194.94+38.3 | 317.5+36.9 | 449.91+30.7 | 597.9+30.5
3 DC-Fluor 10ppm 79.5+17.5 | 188.3+33.6 | 309.7+35.3 | 437.6+27.7 | 589.8+22.3
4 DC-Pilocarpina 78.2+17.9 | 188.6+30.2 | 313.3+29.1 | 450.5+20.1 598.9+16.0
5 DC-Fluor-Pilocarpina 86.31+16.2 | 207.14+29.6 | 329.4+38.2 | 460.1+50.7 601.0+62.8
6 DC-Clomipramina (Cl) | 47.3+20.1 | 114.0+52.4 | 219.7+81.3 | 361.1+84.3 490.41+91.2
7-DC-CI-Fluor 10 51.2+28.3 | 112.8+65.3 | 207.0+71.7 | 317.2+72.3 416.0+57.6
8-DC-Cl-Pilocarpina 44.3+19.2 | 110.7+£50.0 | 215.6+67.3 | 344.4+86.4 | 471.7+93.6
9-DC-Cl-Fluor-Piloc 85.1+ 2.1 193.7+ 1.0 | 310.6+12.5 | 413.5+38.1 499.9+61.6
10-DC-CI-Top H20 54.4+36.0 | 118.2+86.4 | 221.0+99.2 | 331.8+91.0 | 440.7+76.4
11-DC-CI-Top NaF 58.7+36.0 | 132.7+85.6 | 245.4+ 103 | 357.54+95.0 | 456.6+67.6
12-DC-CI-Top NaF lip 47.3+24.6 | 113.5+68.2 | 214.8+82.8 | 315.6+68.5 414.3+51.3
13 DC-Cl-Top F+Ca lip | 82.4+6.8 198.8+ 3.1 | 331.3+ 94 | 447.1+ 6.2 556.4+ 2.9

Taula 4.1. Mitjana i desviacié estandar (+DE) del menjar consumit per rata (g/rata) dels diferents grups de
tractament. Acumulat per setmanes.
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Figura 4.2. Mitjana de la ra¢ de conversi6 d'aliments (g menj/g increment de pes) per rata

durant el tractament

Grup de Tractament Setm 1 Setm 2 Setm 3 Setm 4 Setm 5

1 Control 2.38+0.22 | 3.48+0.43 | 3.70+0.25 | 3.50+0.25 | 6.86+3.22
2 Dieta Cariogenica (DC) 2.2840.30 | 2.84+0.47 | 4.34+0.46 | 7.19+1.48 | 7.99+2.23
3 DC-Fluor 10ppm 2.39+0.22 | 2.90+0.44 | 4.2310.88 | 5.10+2.69 | 11.6+11.6
4 DC-Pilocarpina 2.2410.28 | 2.81+0.39 | 4.01+0.62 | 5.77+2.97 | 9.55+6.26
5 DC-Fluor-Pilocarpina 2.54+0.13 | 3.19+0.05 | 5.28+0.26 | 3.26+0.00 | 1.42+22.2
6 DC-Clomipramina (Cl) 1.63+0.68 | 1.96+0.66 | 2.90+0.91 | 6.35+3.00 | 6.40+1.19
7-DC-CI-Fluor 10 2.3611.23 | 2.39+1.37 | 4.38+2.18 | 5.214+2.63 | 6.35+1.45
8-DC-Cl-Pilocarpina 1.74+0.57 | 1.90+0.68 | 3.15+0.71 | 5.39+2.41 | 5.82+0.91
9-DC-Cl-Fluor-Piloc 3.31£0.70 | 3.1840.76 | 5.38+1.03 | 22.6425.7 | 22.4+10.7
10-DC-Cl-Top H20 1.93+1.25 1 2.3241.80 | 3.45+1.03 [ 5.01+£4.19 | 8.00+2.82
11-DC-Cl-Top NaF 1.9240.93 | 2.16+1.19 [ 3.91+1.31 | 1.53+4.70 | 48.1+90.5
12-DC-CI-Top NaF lip 2.17£0.73 | 2.00+1.25 | 3.77+1.63 | 10.7+8.85 | 9.3414.44
13 DC-CI-Top F+Ca lip 3.46+0.52 | 3.15+0.11 | 5.2240.13 | 8.11+1.22 | 118.2+10.7

Taula 4.2. Mitjana (£DE) de 1a ra6 de conversié d’

de tots els grups d’estudi.

aliments (g de menjar/g de pes) en les cinc setmanes
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En el consum de menjar al llarg de tot I’estudi, els grups de tractament no tenen
homogeneitat de variances (Levene test; p<0.0005), per tant apliquem un test no
parametric (Kruskal-Wallis). Observem diferéncies estadisticament significatives
(p=0.0003) comparant el conjunt de tots els grups. Comparant els grups de dos en dos
(U de Mann Whitney) existeix diferéncies (p<0.05) entre els grups 216,317, 41 8.
Pertant la clomipramina fa disminuir el consum de menjar al llarg de l’estudi. No

observem, perd, diferéncies entre els grups 112 (p= 0.083).

En la rad de conversi6 d’aliments apliquem també els tests no parametrics perque els grups
no tenen les variances homogenies (Levene test; p<0.0005). No observem diferéncies

estadisticament significatives (p=0.30) comparant el conjunt dels grups (Kruskal-Wallis).

4.2. Consum de beguda

En la taula 4.3 representem la quantitat de beguda (ml) consumida per rata i acumulat per

setmanes.

Els animals que han rebut tractament cronic amb clomipramina sén els que han consumit
menys beguda. Aquesta disminucié s’observa uniformement en les cinc setmanes de

tractament.

En la figura 4.3 observem el consum de beguda dels diferents grups d’estudi.
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Figura 4.3. Mitjana del consum de beguda (ml) per rata durant el temps de tractament

13
GRUP DE TRACTANENT

Grup de Tractament Setm 1 Setm 2 Setm 3 Setm 4 Setm 5
1 Control 137.9+14.7 | 299.7+15.6 | 469.6+38.1 | 674.8+68.0 | 919.6+90.4
(ZD%i)e‘a Cariogenica 113.04£56.4 | 248.3173.1 | 396.7+99.6 | 590.7+ 122 | 799.7+ 136
3 DC-Fluor 10ppm 133.3£61.5 | 270.5+99.0 | 444.0+ 117 | 646.3+ 137 | 859.8+ 130
4 DC-Pilocarpina 116.0+46.8 | 262.3+58.6 | 411.8+ 110 | 566.3+ 154 | 754.0+ 187
5 DC-Fluor-Pilocarpina | 163.0+35.4 | 328.0420. 502.0+17.0 | 702.5+57.3 | 903.0+79.3
?Cll))c-clomlp“’lmina 79.2419.2 | 208.4152.4 | 363.7£74.6 | 559.2496.0 | 767.6+ 122
7'DC'C"F.1“°r 10 99-2+37.8 | 219.8+52.4 | 367.8+64.4 | 535.34£59.9 | 707.8+29.7
8-DC-Cl-Pilocarpina 8.0+ 8.0 | 156.6+16.6 | 292.2424.2 | 458.0434.4 | 641.2459.1
:D;‘CI‘FI“OFPﬂoc 1365+ 6.3 | 264.5+20.4 | 4425113.4 | 607.5+22.0 | 768.5+ 107
II.D(C::E:::::’ E:;) 122-2i37.8 209.4+42.7 | 369.0+61.0 | 541.7+55.5 | 751.8+51.6
P o—— 9+39.7 | 211.1£39.5 | 372.3+64.9 | 530.8+78.2 | 727.0+ 110
P —— 3287 | 190.4238.5 | 349.4453.5 | 515.3432.5 | 713.333.1
P P1120.54 2.1 | 2424558 | 43554393 | 616.8494.1 | 809.3+ 161

Taula 4.3, Mitjana

(+DE) de |
Acumulat per setmanes, ) de la beguda consumida per rata (ml/rata) dels diferents grups de tractament.
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En la taula 4.4 observem la quantitat de beguda (ml) consumida per kg de rata i per dia
durant cada setmana de ’estudi. En la figura 4.4 representem la quantitat de beguda (ml)

consumida per kg de rata i per dia durant tot I’estudi.

En el consum de beguda al llarg de tot I’estudi, els grups d’estudi no tenen homogeneitat
de variances (Levene test; p<0.0005). No observem diferéncies estadisticament
significatives (p=0.11) en la comparacié global de tots els grups d’estudi (Kruskal-

Wallis).

En el consum de beguda en relacié al pes, els grups d’estudi tampoc tenen homogeneitat
de variances (p<0.0005). Tampoc observem diferéncies significatives (p=0.55)

comparant tots els grups d’estudi (Kruskal-Wallis).

UMVERSITAT DE BARCELONA

Biblioteca
rea de Cidncics 2 la Salut
CAMPUS DE BELLVITGFE
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Figura 4.4. Mitjana del consum de beguda en relaci6 al pes i per dia (ml/kg pes/dia) durant el temps
tractament :
Grup de Tractament Setm 1 Setm 2 Setm 3 Setm 4 Setm 5
1 Control 213440 171412 140+22 139424 136110
2 Dieta Cariogenica (DC) 195+46 173438 137+11 151+16 146119
3 DC-Fluor 10ppm 237156 176 +15 169+15 163+10 150+28
4 DC-Pilocarpina 208434 191129 138428 119+24 126 + 8
5 DC-Fluor-Pilocarpina 249433 187125 152427 152+16 1264 2
6 DC-Clomipramina (Cl) 211446 219440 190 +24 182+11 165+18
7-DC-CI-Fluor 10 224115 212144 197437 177 +29 151+43
8-DC-Cl-Pilocarpina 171 +50 195+56 184+40 17034 155430
9-DC-CI-Fluor-Piloc 206+14 151413 163+ 1 131+20 115445
10-DC-CI-Top H20 202+18 193 +-61 195+39 169 +56 168 +54
11-DC-CI-Top NaF 220427 178475 189+65 158457 172160
12-DC-CI-Top NaF lip 184 +21 188+60 200448 169+74 165 +66
13 DC-CI-Top F+Ca lip 176+ 1 143+13 173+35 140+40 138447

Taula 4.4. Mitjana (+DE) del consum de beguda per kg de rata i per dia (ml/kg/dia) en les 5 setmanes.
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4.3. Augment de pes

L’augment de pes que han experimentat les rates durant els 42 dies de ’estudi es mostra
en la taula 4.5 i figura 4.5. El grup que s’ha alimentat amb dieta normal és el que ha
augmentat més pes, i els grups tractats amb clomipramina sén els que menys han

incrementat el seu pes.

Observem en la figura 4.5 la representacié grafica de 1’increment de pes per cada grup

de tractament.

La figura 4.6 representa la mitjana del pes dels animals dels diferents grups en cada

setmana de tractament.

L’augment de pes de les rates durant tot 1’estudi segueix una distribucié normal pero les
variances dels diferents grups no sén homogenies (p <0.001). Pertant apliquem un test no
parametric (Kruskal-Wallis) per a comparar els grups. Hem observat que existeixen
diferéncies significatives (p <0.00005). Per a comparar els grups dos a dos utilitzem el
test de Mann-Whitney i hem trobat diferéncies significatives entre els grups 1 i

2(p=0.00005), 2 i 6(p=0.014), 6 i 7(0.0003), 6 i 9(p=0.013), 10 i 12(p=0.016).
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Figura 4.5. Mitjana de 1'augment de pes (g) de les rates durant el temps de tractament

Grup de Tractament

Mitjana del pes (g) + DE

G1 Control

234.58 + 31.98

G2 Sucre-Control

181.09 + 23.19

G3 DC-Fluor 10ppm

181.63 + 11.93

e

G4 DC-Pilocarpina

185.77 + 16.46

G5 DC-Fluor-Pilocarpina

170.06 + 23.26

G6 DC-Clomipramina

162.60 + 19.24

G7-DC-Clo-Fluor 10

131.38 + 25.83

G8-DC-Clo-Pilocarpina

154.40 + 15.87

G9-DC-Clo-Fluor-Piloc

139.19 + 28.60

G10-DC-Clo-Top H20

150.63 + 18.98

G11-DC-Clo-Top NaF

140.79 + 30.16

G12-DC-Clo-Top NaF lip

135.82 + 17.42

G13-DC-Clo-Top NaF +Ca lip

144.07 + 22.79

Taula 4.5. Mitjana (£ DE) de augment de pes (g) durant tot estudi.
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Figura 4.6. Mitjana del pes (g) dels animals en cada setmana del tractament

4.4. Flux salival estimulat

Un cop anestesiades les rates amb ureta, hem administrat pilocarpina (10mg/kg) per via
intraperitoneal per a estimular la secrecié. En la taula 4.6 presentem la mitjana i la
desviaci6 estandar del flux salival estimulat (ml/15min.) dels grups d’estudi. En la figura

4.7 observem la distribucié del flux salival estimulat en els diferents grups d’estudi.

Els diferents grups no tenen homogeneitat de variances (Levene test, p<0.0005). En la
comparacié dels grups observem diferéncies significatives (Kruskal-Wallis, p=0.01).
Comparant dos a dos els diferents grups només hem trobat diferéncies entre els grups 2

i 5 (Mann Whitney, p=0.03).
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Figura 4.7. Mitjana del flux salival estimulat (ml/15 min) per rata

" Grup de Tractament

Flux salival + DS

1 Control 1.31 + 0.22
2 Dieta Cariogeénica (DC) 1.11 + 0.32
I 3 DC-Fluor 10ppm 1.26 + 0.35
4 DC-Pilocarpina 0.92 + 0.35
5 DC-Fluor-Pilocarpina 0.76 + 0.33
6 DC-Clomipramina (CI) 0.97 + 0.36
7-DC-Cl-Fluor 10 1.02 + 0.34
8-DC-Cl-Pilocarpina 0.99 + 0.30
9-DC-Cl-Fluor-Piloc 0.86 + 0.47
10-DC-CI-Top H20 1.07 + 0.36
[| 11-DC-CI-Top NaF 0.85 + 0.53
" 12-DC-CI-Top NaF lip 0.95 + 0.56
IL-E-DC-CI-Top NaF +Ca lip

0.76 + 0.27

Taula 4.6. Mitjana (+DE) del flux salival estimulat (m!/15min.) dels diferents grups d’estudi.
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4.5. Concentracié de fluor en saliva

En la taula 4.7 observem la mitjana de la concentracié de fluor en saliva dels grups. Els
grups que tenen una concentracié més elevada son els tractats amb clomipramina i/o fluor.
Els que tenen una concentracié més baixa s6n els tractats cronicament amb pilocarpina
(5mg/kg). En la figura 4.8 représentem la distribucié de la concentracié de fluor (ppm)

en saliva dels diferents grups d’estudi.

Els diferents grups d’estudi no tenen homogeneitat de variances en la concentracié de fluor
en saliva. Observem diferéncies estadisticament significatives (Kruskal Wallis,
p<0.00005) en la comparacié global de tots els grups. Les principals diferéncies les
trobem entre els grups 2 i 3 (Mann Whitney, p=0.0007) i entre els grups 2 i 4

(p=0.004).
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Figura 4.8. Mitjana de la concentracié de fluor (ppm) en saliva per rata

Grup de Tractament Fluor en saliva + DS
1 Control

2 Dieta Cariogenica (DC) 23.98 + 4.64

3 DC-Fluor 10ppm 35.08 + 5.38

4 DC-Pilocarpina 17.38 + 1.72

5 DC-Fluor-Pilocarpina

6 DC-Clomipramina (Cl) 41.34 + 38.06
7-DC-Cl-Fluor 10 46.40 + 15.32
| 8-DC-Cl-Pilocarpina 24.31 £ 16.19

9-DC-Cl-Fluor-Piloc

10-DC-CI-Top H20 36.42 + 17.23
| 11-DC-C1-Top NaF 33.34 + 4.22
lLlZ-DC-Cl—Top NaF lip 31.23 + 4.88

" 13-DC-Cl-Top NaF +Ca lip

Taula 4.7, Mitjana (+DE) de la concentracié de fluor (10°g de F-/ml) en saliva dels diferents grups d’estudi.
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