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ABREVIATURAS

ACP: Fosfato de calcio amorfo.

CPP: Fosfopéptido de caseina.

HCO™: Bicarbonato.

B-TCP: Beta—fosfato tricalcico.

Ca: Calcio.

Ca?*: lon Calcio.

Cas(POa)2: Fosfato de calcio.

CaF2: Fluoruro célcico.

CAMBRA: Caries Management by Risk Assessment.

CAOS: Superficies de dientes permanentes careados, ausentes por caries u obturados.
caos: Superficies de dientes temporales careados, ausentes por caries u obturados.
CPP-ACP: Fosfato de calcio amorfo estabilizado con fosfopéptido de caseina.
Cu: Cobre.

F: lon fldor.

FA: Fluorapatita.

FHA: Fluorhidroxiapatita.

H*: lon hidrogeno, protones.

HA: Hidroxiapatita.

ICP-MS: Espectrometria de masas acoplado inductivamente con plasma de Argon.
IMAP: indice de madurez y acidez de la placa.

Indice Turesky QH PI: indice de Placa de Quigley y Hein modificado por Turesky.
Mg: Magnesio.

NaF: Fluoruro de sodio.

OH-: lon hidroxilo.

P: Fosforo.

Pi: Fdsforo inorganico.

PO4*: lon fosfato.

ppb: Particula por billén.

ppm: Particula por millén.

TCP: Fosfato tricalcico.



a—TCP: Alfa—fosfato tricalcico.

B —TCP: Fosfato tricalcico

f TCP: Fosfato tricalcico funcionalizado.
pL: Microlitro.

Zn: Zinc.
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RESUMEN

1.1. RESUMEN

Introduccion

Cuando la placa dental no se elimina regularmente, las bacterias descomponen los
azlcares en la dieta formando &cidos como subproductos, siendo el acido lactico el
principal acido involucrado en la aparicion de caries. A medida que los &cidos se
acumulan en la superficie del diente se genera un desequilibrio en la desmineralizacion /
remineralizacién que favorece la pérdida de calcio y fosfato. La saliva contiene los
microelementos mas importantes para la remineralizacion y maduracion del tejido dental

y juega un papel crucial en el mantenimiento del entorno oral.
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El fluoruro es el agente por excelencia para prevenir y detener las caries evitando la
desmineralizacion y promoviendo la remineralizacion. La remineralizacion puede verse
obstaculizada por niveles limitados de calcio y fosfato, habiéndose desarrollado nuevos
productos para garantizar un suministro constante de estos iones. Dos de los productos
mas utilizados son el fosfato de calcio amorfo estabilizado con fosfopéptido de caseina
(CPP-ACP) y el fosfato tricalcico modificado por acido fumarico (fTCP).

Objetivos

El objetivo de este estudio fue analizar el efecto del recubrimiento con CPP-ACP (Ml
Varnish™) y fTCP (Clinpro ™ White Varnish), aplicado trimestralmente a nifios con alto
riesgo de caries, durante 12 meses, mediante la evaluacion del indice de caries, indice de

placa y parametros salivales relacionados con la caries.
Método

Realizamos un ensayo clinico controlado y aleatorizado sobre el efecto de la aplicacion
de dos barnices, MI Varnish™ (CPP-ACP con fluoruro de sodio al 5%) y Clinpro ™
White Varnish (fTCP con fluoruro de sodio al 5%), aplicados cada tres meses en nifios
con alto riesgo de caries, durante 12 meses. Se incluyeron 58 nifios de 4 a 12 afios,
distribuidos en grupo control (placebo), grupo Clinpro y grupo MI. Evaluamos los
cambios a nivel salival en el pH, la concentracion de &cido lactico, elementos traza y el
recuento bacteriano. Ademas, medimos el indice de caries (caos/CAQS), el indice de
higiene mediante indice de placa de Quigley-Hein modificado por Turesky y el indice de
madurez y acidez en placa (IMAP). Registro ISRCTN13681286.

Resultados

A los 12 meses, todos los grupos mostraron un aumento no significativo en los niveles de
pH y una reduccion en caos/CAOS, acido lactico y recuento bacteriano total. Hubo una
reduccion significativa en los niveles de 2*Mg, 3P y %Zn en el grupo placebo (p<0.05),
pero no en los otros elementos estudiados: 2°Na, 2’Al, *°K, **Ca, ®2Cr, **Mn, *’Fe, *°Co,
3Cu, As, 11Cd, 1¥'Ba, 2%®Pb y °F. Ademas, hubo diferencias estadisticas de los indices
de higiene con una mayor reduccion de placa en ambos grupos de intervencion. El grupo

Clinpro ha demostrado estar asociado con mayores reducciones en el indice Turesky QH
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Pl 2,59 veces (160%) y el indice IMAP 1,54 veces (54%) en comparacién con el grupo

control.
Conclusiones

Los resultados de este estudio indican que ni el caos/ CAOS, el pH, las concentraciones
de &cido lactico, recuento bacteriano o la mayoria de los elementos traza salivales no
fueron utiles para monitorear el efecto de MI Varnish™ y Clinpro ™ White Varnish
después de una aplicacion trimestral durante 12 meses. Los barnices de fluoruro que
contienen CPP-ACP o fTCP fueron mas efectivos para reducir los niveles de placa en

nifios con riesgo alto o extremo de caries.



1. ABSTRACT

1.2. ABSTRACT

Background

When dental plaque is not regularly removed, bacteria break down sugars in the diet
forming acids as by-products. Lactic acid is the main acid involved in caries. As acids
accumulate minerals are lost from the surface layer of the tooth. The imbalance in
demineralization/remineralization favours the loss of calcium and phosphate from the
teeth. Saliva contains the most important microelements for the remineralization and
maturation of dental tissue and plays a crucial role in maintaining the oral environment.
Fluoride is the agent par excellence in preventing and detaining cavities. However,
remineralization may be hampered by limited levels of calcium and phosphate, and new
products have been developed to ensure a constant supply. Two of the most used products
are amorphous calcium phosphate stabilized with casein phosphopeptide (CPP-ACP) and
tricalcium phosphate modified by fumaric acid (fTCP).

Objective

The aim of this study is to analyze the effects of coating with CPP-ACP (M1 Varnish™)
and fTCP (Clinpro TM White Varnish), applied quarterly to children at high risk of

cavities for 12 months, on saliva, caries index and plaque index.
Methods

We conducted a controlled, randomized clinical trial of the effect of the application of
two varnishes — MI Varnish™ (CPP-ACP with sodium fluoride 5%) and Clinpro ™
White Varnish (fTCP with sodium fluoride 5%) — applied every three months in children
with a high risk of caries, for 12 months. We included 58 children aged 4-12 years,
assigned to control (placebo), Clinpro and MI groups. We assessed changes in pH, lactic
acid concentrations, trace elements and whole bacteria load in saliva at baseline and three-
monthly. Additionally, we measured caries index (DMFS/dmfs) and hygiene index by
Turesky modification of the Quigley-Hein plaque index scale and the researcher’s
developed Plague Maturity and Acidity Index (PMAI). Trial registration
ISRCTN13681286.
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Results

At 12 months, all groups showed a nonsignificant increase in pH levels and a reduction
in dmfs/DMFS, lactic acid, or whole bacterial load. There was a significant reduction in
24Myg, 3P and %®Zn levels in the placebo group (p<0.05), but not in the other elements
studied: #Na, 2’Al, *°K, #*Ca, %2Cr, ®*Mn, *'Fe, **Co, ®Cu, "As, 1''Cd, ¥*'Ba, 2°®Pb and
. Furthermore, there were statistical differences within-group with a greater plaque
reduction scores of both varnishes. The Clinpro group has shown to be associated with
greater reductions in the Turesky QH PI index 2,59 times (160%) and IMAP index 1,54

times (54%) compared with the control group.
Conclusions

Neither dmfs/DMFS, pH, lactic acid concentrations, whole bacterial load or most salivary
trace elements were useful in monitoring the effect of M1 Varnish™ and Clinpro ™ White
Varnish after three-monthly application for 12 months. The results of this study indicate
that fluoride-varnishes containing CPP-ACP or fTCP were more effective in reducing

plaque levels in children at high or extreme risk of caries.



INTRODUCCION

2.1. CARIES DENTAL

2.1.1. GENERALIDADES

| Informe del Programa de Salud Oral Global de la OMS del 2003, ya
estimé que 5.000 millones de personas en el planeta habian sufrido
caries dental, aproximadamente el 80% de la poblacion mundial 2. En
2010, la caries no tratada en dientes permanentes fue la enfermedad mas prevalente en
todo el mundo, afectando a 2.400 millones de personas, y la caries no tratada en dientes
deciduos fue la décima, dafiando a 621 millones de nifios en todo el mundo 3. Afecta a los
paises industrializados y, cada vez con mayor frecuencia, a los paises en vias de

desarrollo, especialmente, a las comunidades mas desfavorecidas *.
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En Espafia, aunque la prevalencia de la caries dental ha disminuido drasticamente durante
las Gltimas décadas, persisten niveles significativos de la enfermedad. La Gltima encuesta
de Salud Oral en Espafia, publicada en el 2015, establece que uno de cada cuatro nifios
de 5 a 6 afios con dientes temporales presenta caries y, a pesar de que el tratamiento en
los dientes temporales es igual de importante que en los dientes definitivos, sélo son
tratados uno de cada cinco nifios. Por otro lado, entre el 33,3% y el 43,2% de los jovenes
con denticion definitiva tiene un promedio entre 0,71 y 1,34 de dientes con caries. En
cuanto a la influencia del nivel social y el entorno, el estudio concluye que en niveles
sociales bajos y en el medio rural los indices de caries son mayores cuanto mas baja es la

clase social. Asimismo, se observa un aumento del porcentaje de caries sin tratar °.

Consecuentemente, existe una necesidad urgente de vigorizar los programas de Salud
Publica mediante la aplicacion de medidas eficaces de prevencion de las enfermedades

bucodentales y la promocién de la salud bucodental 2°.

La OMS expone en el Informe Mundial sobre Salud Bucodental de 2003 las politicas y
acciones necesarias para una mejora de la misma. La estrategia propuesta es que la
prevencion de las enfermedades bucodentales y la promocion de la salud oral deben
integrarse en el sistema tal y como se lleva a cabo con la prevencion de enfermedades
cronicas y la promocion de la salud general !, ya que constituyen un riesgo para la
salubridad general y la calidad de vida ’. A pesar de las grandes mejoras conseguidas de

la salud oral, siguen siendo un problema de sanidad en numerosos paises *.

2.1.2. DEFINICION DE CARIES DENTAL

La caries dental es una enfermedad dinamica, multifactorial, no transmisible, mediada
por una biopelicula cariogénico y modulada por la dieta, que resulta en una pérdida de
minerales de los tejidos duros dentales determinados por factores biologicos, factores
conductuales, factores psicosociales y factores ambientales. Como consecuencia de este

proceso, se desarrolla una lesion de caries °.

La caries es una de las enfermedades prevenibles mas comunes, reconocida como la causa
primaria del dolor oral y de la pérdida de dientes . Dificulta el logro y el mantenimiento

de la salud oral en todos los grupos de edad ” y las personas son susceptibles de padecerla
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a lo largo de toda la vida ***3 pudiendo afectar de manera sustancial a las actividades
sociales de los que la padecen. Asimismo, puede interferir en un éptimo crecimiento y

desarrollo de los nifios .

Los términos caries dental o caries se suelen utilizar para identificar tanto la enfermedad
de caries como la lesion cariosa (cavitada o no cavitada) . En la practica diaria, los
odontologos, el personal sanitario y los pacientes a menudo se refieren a la caries como
una lesion establecida, es decir, una cavidad en el diente. La cavidad, o superficie
deteriorada, es la secuela del proceso de la enfermedad y es un signo de enfermedad

bastante avanzada %'’.

La caries ademas, es una enfermedad crénica que progresa y destruye los dientes
lentamente en la mayoria de las personas. No es autolimitada y puede evolucionar hasta
producir lesiones con compromiso dentinario, puediendo llegar a destruir el diente
1012151618 'No obstante, puede ser detenida o revertida en sus primeras etapas, incluso

cuando se observa una cavitacion, siempre que se pueda eliminar suficiente biopelicula
12

Actualmente se utilizan diferentes criterios diagnosticos de la caries dental (ICDAS,

OMS, etc) que van a determinar las decisiones de tratamientos de los profesionales 1%1°,

2.1.3. ETIOPATOGENIA DE LA CARIES

La caries dental es el resultado de las interacciones a lo largo del tiempo entre las bacterias
que producen acido, un sustrato que la bacteria puede metabolizar, y muchos factores del
huésped que incluyen los dientes y la saliva. La relacion normal entre la microbiota
residente y el huésped es dinamica y sinérgica y puede alterarse por cambios en el estilo
de vida o variaciones en la biologia de la boca ?°. La caries dental es, por tanto, la
consecuencia de un desequilibrio ecolégico dentro del equilibrio fisiologico entre los

minerales del diente y la biopelicula microbiana oral *°.

Las superficies dentales estan cubiertas por una pelicula adquirida (pelicula
acondicionadora de proteinas y glicoproteinas que derivan principalmente de la saliva),
que proporciona una zona de unién para la adherencia de las primeras bacterias

colonizadoras de la superficie del diente. La microbiota oral crece en las superficies
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dentales formando comunidades de especies que interactian entre si, organizadas
estructural y funcionalmente; es lo que se denomina placa dental 21?2, La placa dental es
un ejemplo de biopelicula, cuya formacion implica varias etapas 2. La formacion de esta
biopelicula es un proceso natural y es un paso esencial para la formacion de caries, ya que
act(la como una barrera fisica que impide la difusion de acidos **?°, Una vez constituida
la biopelicula su composicion difiere segin la superficie del diente debido a las
diferencias en las condiciones ambientales locales 24, tanto en estado de salud como en

estado patoldgico 0,

Las especies colonizadoras secundarias se adhieren a los primeros colonizadores (co-
adhesion), y la complejidad de la biopelicula aumenta. La biopelicula madura y se
producen numerosas interacciones microbianas sinérgicas y antagonicas 2*. Se forma una
matriz organica de polisacaridos, que estd compuesta de exopolimeros bacterianos
(polimeros secretados en el medio externo), que incluyen polisacaridos derivados del
metabolismo del azUcar, proteinas y ADN secretado por las células 2°. Esta matriz ayuda
a retener la biopelicula en la superficie dental y puede influir en la penetracion y el
movimiento de las moléculas dentro de la biopelicula 4%, Ademas, la biopelicula
proporciona proteccion contra la desecacion, las defensas del huésped y los depredadores,

proveyendo a las bacterias de mayor resistencia a los agentes antimicrobianos.

La presencia de biopelicula en la superficie de un diente no es en si misma una indicacion
de que la enfermedad esté presente 1*2°, La composicion microbiana de la placa es estable
a menos que ocurran “"alteraciones ambientales” que puedan afectar la homeostasis
microbiana y conducir a la disbiosis %7, Asi, los microorganismos asociados a caries
pueden estar presentes en la biopelicula sobre esmalte sano, pero a un nivel o actividad

que es demasiado bajo para ser clinicamente relevante 202829,

Los microorganismos de la biopelicula dental [Estreptococos mutans en gran medida
(Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus) y Lactobacillus spp ] producen acidos
orgénicos débiles como un subproducto del metabolismo de los carbohidratos
fermentables (azlicares como glucosa, fructosa, sacarosa y maltosa) 103!, os 4cidos
mas frecuentes son el lactico, el acetico, el férmico y el propidnico, los cuales disuelven
facilmente el mineral del esmalte y la dentina. El acido lactico es el producto final
predominante del metabolismo del azlcar y se considera que es el principal acido

involucrado en la formacién de caries 2.
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A medida que se acumulan los &cidos en la fase fluida de la biopelicula, la actividad de
los microrganismos promueve una variacion en el ecosistema °, provocan un cambio
ecoldgico que produce y mantiene un pH bajo en la superficie del diente 332, El pH
desciende hasta el punto en que las condiciones en la interfaz biopelicula-esmalte se
saturan, y el acido desmineraliza parcialmente la capa superficial del diente. La pérdida
de mineral provoca una mayor porosidad, ensanchamiento de los espacios entre los
cristales de esmalte y ablandamiento de la superficie, lo que permite que los acidos se
difundan mas profundamente en el diente y se desmineralice el mineral debajo de la
superficie (desmineralizacion subsuperficial) 2%, Una vez que los aztcares se eliminan
de la boca por deglucién y por dilucion salival, los acidos de la biopelicula pueden

neutralizarse mediante la accion amortiguadora de la saliva %°.

El signo y sintoma de una lesién cariosa, o la desmineralizacion, se observa
macroscopicamente en los tejidos dentales duros. Se puede detectar en la corona (caries
coronales) y la raiz (caries de la raiz) de dientes primarios y permanentes, tanto en
superficies lisas como en fosas y fisuras. Puede afectar al esmalte (revestimiento exterior
de la corona), a la dentina (tejido debajo del esmalte y del cemento) y al cemento (la capa

mas externa de la raiz) °.

La interaccion y el desequilibrio entre la desmineralizacion y la remineralizacion es
determinante para dar lugar a la lesion inicial de caries. Estas implican variaciones sub-
superficiales y subclinicas a nivel molecular 111618 aunque estos cambios tempranos

del esmalte no se detectan con métodos clinicos ni radiogréficos tradicionales ’.

El sistema Internacional de Deteccién y Valoraciéon de Caries (ICDAS) categoriza las
lesiones segln hallazgos visuales con una alta correlacion histolégica, de acuerdo con la

gravedad o profundidad de la lesion (Figura 1) 34%,
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Figura 1. Diagrama de la metafora del iceberg para la identificacion de caries dental. EI codigo ICDAS se
utiliza para el diagnostico de diferentes umbrales de caries. Adaptado de Pitts y colab. 2017. 2°

Inicialmente la caries dental se observa como lesiones de manchas blancas en el esmalte,
que son pequefias areas de desmineralizacion subsuperficial debajo de la placa dental
(codigo ICDAS 1y 2) 34, Preservar las zonas de esmalte alterado intacta tiene un

tremendo valor clinico para mantener el potencial de detener y revertir las lesiones 3132,

Las lesiones de caries cavitadas se desarrollan cuando la biopelicula oral se deja madurar
y permanece durante un periodo de tiempo en contacto con los dientes , lo que conduce
a una pérdida continua de calcio, fosfato y carbonato del diente 1933, Si se permite que se
desarrolle una cavidad, se proporciona un nicho ecologico en el que los organismos de la
placa se adaptan gradualmente a un pH bajo. La formacion de una lesion cavitada (ICDAS
3,4,5 0 6) protege la biopelicula y, a menos que el paciente pueda limpiar este area, el
proceso carioso continuard ° hasta tal punto que puede conducir a una inflamacion

cronica de la pulpa y a etapas irreversibles de necrosis pulpar y periodontitis apical 1'%,
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2.2. BALANCE DE CARIES

La caries dental es el resultado de un proceso en el que la estructura mineral cristalina del
diente se desmineraliza con &cidos organicos producidos por las bacterias de la
biopelicula tras el metabolismo de carbohidratos fermentables de la dieta, principalmente

azlcares %°.

El componente mineral del esmalte es muy similar a la Hidorxiapatita (HA), un
ortofosfato de calcio que se encuentra en la naturaleza. Los cristales de esmalte estan
constituidos por calcio, fosfato y grupos hidroxilo (Caio[PO4]s[OH]2), en una relacién
estequiométrica 10:6:2. Sin embargo, pueden presentar sustituciones de iones como
magnesio, sodio, cloro, potasio, carbonato, flior y otros iones que no se encuentran en la
HA ideal.

En una situacion estable, hay suficientes iones de calcio (Ca?"), fosfato (PO4>) y fltor (F)
en los alrededores de los cristales para mantener un equilibrio con el fluido que lo rodea
(Figura 2). Las concentraciones de estos iones determinan el grado de saturacion de la
solucion, de manera que la HA puede disolverse en situaciones de baja saturacion de estos
minerales y en situaciones de sobresaturacion, depositarse minerales en los alrededores

del esmalte 2738,

Cayo (PO4)6(OH)2(5) + 8H* (ag) & 10 Ca%* @aq) t 6HPO42'(aq) +2H,0

Figura 2. Férmula equilibrio idnico del esmalte. 8

El progreso, detencién o reversion de la caries depende del balance entre la
desmineralizacion y la remineralizacion 17293132 |a cual se determina por el equilibrio
entre los factores de proteccion y los factores de riesgo o patoldgicos 193, Featherstone

describe esto como el “Balance de Caries” ** (Figura 3).
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BALANCE DE CARIES

Factores protectores
Saliva y selladores
Antibacterianos
Fllor/Ca2+/PQ43
Habitos efectivos
Revaluacién basada en el
riesgo

Factores de riesgo
* Bacterias patdgenas
* Ausencia de saliva
« Habitos destructivos

Indicadores de enfermedad
* Manchas blancas

* Restauraciones < 3 afios

* |Lesiones del esmalte
* Cavitaciones/Dentina

Remin

Figura 3. Balance de caries. Modificado de Young y Featherstone, 2013 %,

Los factores de proteccién promueven la remineralizacion y la detencion de la lesion, con
lo que un enfoque en la optimizacion de los factores de proteccion cambiara el equilibrio
dindmico del proceso de caries en direccion a la salud o dentencion de la caries. Mientras
que si no se mitigan los efectos de los factores patoldgicos se promovera la
desmineralizacion y cambiard el equilibrio dindmico hacia el inicio y progresion de la

enfermedad %°.

El proceso de desmineralizacion y remineralizacion es dinamico y se lleva a cabo con

frecuencia durante el dia en la mayoria de las personas °.
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2.2.1. FACTORES DE RIESGO

La caries dental es una enfermedad multifactorial y compleja que involucra factores
personales y/o ambientales, bioldgicos y aquellos que afectan directamente a la caries, tal

y como se representa en la Figura 4 4041,

Influencias a nivel comunitario
Ambiente
social Influencias a nivel familiar Ambiente

Miembros de la familia

Influencias a nivel infantil
Estatus

socioecondmico
Atributos fisicos y Dotacién biolégica y
Caracteristicas del | Ayudas sociales demograficos genetica Salud oral
sistema sanitario

Asistencia al Desarrollo

Seguridad fisica udonté\ngo

Seguridad Estado de salud Comportamiento y

g Seguro dental
fisica familiar précticas de salud eguro denta

= Funcian
familiar
Cultura Habitos y practicas saludables y
habilidades de afrontamiento de la famnilia

Entorno fisico

Capital social
5 Cultura

Figura 4. llustracion de los factores involucrados en el desarrollo de caries. Fuente: Fischer-Owens SA 'y
colab. 2007 #2,
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A. FACTORES PERSONALES Y/O AMBIENTALES

Son aquellos factores relacionados con la vida de una persona y su estilo de vida y no
forman parte de una condicién o estado de salud. Entre estos encontramos:

e Nivel socioeconémico:
0 Ingresos.
o Actividad Laboral.
¢ Nivel sociodemogréfico:
o0 Vivienda.
0 Habitantes por vivienda.
e Educacion:
o Nivel de educacion alcanzado.
o Nivel de conocimientos especificos, concretamente, de la salud oral.
e Sistema de Atencidn Sanitario:
o0 Cobertura de salud.
0 Acceso a Servicios de Salud.
e Factores conductuales (estilo de vida y comportamiento):
o Higiene oral deficiente.

o Malos habitos dietéticos, es decir, consumo frecuente de carbohidratos
refinados (picoteo).

0 Uso frecuente de medicamentos orales que contienen azucar.

B. FACTORES BIOLOGICOS

Estos factores incluyen:

e Microbiota:

o Presencia de biopelicula/placa dental.

o Presencia de microorganismos con significacion bioldgica.
e Consumo de carbohidratos:

o Frecuencia diaria de consumo de carbohidratos.

o Caracteristicas de los carbohidratos consumidos.
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e Estado dentario:
0 Presenciay actividad de lesiones de caries.
0 Presencia de zonas de mayor susceptibilidad a la desmineralizacion.
O Zonas de retencion a nivel dental.
o0 Historia pasada de caries.
e Saliva:
o Cantidad de saliva.
o Caracteristicas de la saliva.
o Enfermedades sistémicas o tratamientos.
Las Gltimas investigaciones estdn ayudando a plantear el tratamiento de la caries desde
un punto de vista bioldgico y poder asi brindar prevencion y atencion, tanto a nivel

poblacional como a nivel individual %.

C. FACTORES INTIMAMENTE RELACIONADOS CON LA CARIES
DENTAL

a. Microbiota

La boca, al igual que otras superficies del cuerpo, esta colonizada desde el nacimiento por
una gran variedad de microorganismos, conocidos colectivamente como la microbiota
oral *3. EI grupo mas comin de microorganismos son las bacterias, pero pueden estar
presentes levaduras, virus, micoplasmas, protozoos y arqueas. La microbiota oral tiene

una relacion simbidtica o mutualista con el huésped 4.

La saliva tiene un papel crucial en el mantenimiento de esta microbiota al mantener el
ambiente bucal en un pH neutro, que es 6ptimo para el crecimiento y el metabolismo de
la mayor parte de la microbiota oral, al tiempo que proporciona proteinas y glicoproteinas

como nutrientes %°.

En los dltimos afos, el uso de técnicas de secuenciacion de segunda generacion y
metagenomica han descubierto un ecosistema extraordinariamente diverso en el que el S.
mutans representa sélo el 0,1% de la comunidad bacteriana en la placa dental y el 0,7-

1,6% en las lesiones cariosas 2°.
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El ecosistema oral en si no es estable. A lo largo de la vida un individuo sufre maltiples
cambios fisioldgicos mientras progresa a través de la infancia, la nifiez, la adolescencia,

la adultez y la vejez >,

La dieta (principalmente azdcares libres), la higiene bucal y los factores salivales son los
factores que contribuyen a la disbiosis, lo que lleva a un cambio en la microbiota hacia
microorganismos aciddgenos y aciddricos °4’. Este riesgo disminuye en aquellas

personas con un nivel apropiado de saliva, higiene oral y exposicion al fltior 2°.

Por ello, actualmente el gran desafio en la investigacion de caries es lograr un cambio en
la biopelicula dental en el que de un estado de disbiosis se pase a un estado de simbiosis

constituyendo una nueva herramienta preventiva 2747-0,

b. Dieta

No habré presencia de caries en ausencia de una biopelicula dental cariogénica (es decir,
patdgena) y una exposicion frecuente a carbohidratos en la dieta, principalmente azucares
libres (fundamentalmente sacarosa®t) 1523, Por lo tanto la caries puede considerarse una

enfermedad dietética-microbiana .

La sacarosa (aztcar comun) juega un papel muy importante ya que es el Unico sustrato de
las glucosiltransferasas (enzimas bacterianas) implicadas en la sintesis de glucano
extracelular, que es un importante factor de virulencia microbiana >*. El producto final
predominante del metabolismo de los azucares es el acido lactico, que se considera el

principal &cido involucrado en la formacion de caries 2.

La cariogenicidad de los almidones en comparacion con la de los azlcares es
controvertida *°. Los alimentos altamente procesados que contienen almidon tienen el
potencial de ser cariogénicos especialmente cuando se combinan con azucares, ya que
pueden prolongar la retencion de alimentos en las superficies de los dientes *°. La
prevalencia de caries derivada del consumo de carbohidratos fermentables de la dieta
depende de los patrones de consumo de azucar, la consistencia, el tipo, la cantidad y la
frecuencia ®’, del mismo modo que de los habitos después de su ingestion (higiene bucal,

uso de fluoruros) >,
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Aunque puede haber diferencias sexuales o étnicas, tienen menor significacion en
comparacion con factores como el consumo de azlcar. Esta situacion se ha vuelto mas
compleja debido a la velocidad del desarrollo econdémico y los rapidos cambios en los

habitos y la dieta en muchos paises 2.

La efectividad de las medidas dietéticas para controlar la caries es limitada porque las
dietas modernas son complejas y contienen muchos azlcares naturales, azUcares
refinados y sustitutos del azlcar. Sin embargo, reducir la cantidad y la frecuencia del
consumo de azucar, incluidos los "azucares ocultos" en muchos alimentos procesados, es

importante para las personas con alto riesgo de sufrir caries °8.

Existe una amplia gama de sustitutos del aztcar que tienen un potencial cariogénico bajo
o nulo, por ejemplo, la sucralosa (edulcorante no cariogénico de alta intensidad) y el
xilitol. Existen autores que defienden las propiedades anticariogénicas del xilitol %, sin

embargo, otros recogen que su efecto anticaries es controvertido 5062,

c. Huésped

Componentes genéticos

Se ha demostrado que las caracteristicas genéticas del huésped influyen en las
propiedades del tejido duro dental ®2, asi como en la saliva “>® y en el sistema inmune %
e incluso el comportamiento del individuo, como por ejemplo en sus preferencias

gustativas °°.

Los componentes genéticos influyen en la calidad y cantidad del esmalte que podria
intervenir tanto en la adherencia bacteriana como en la resistencia del esmalte al pH acido,

modulando asi, la susceptibilidad de las superficies a la caries dental .

La respuesta inmune se asocia a la inhibicidn y colonizacion de microorganismos y, por
consiguiente, la resistencia o susceptibilidad de un individuo a la caries varia en funcién

del genotipo de los elementos inmunes que aparecen en la saliva °°.

Las preferencias dietéticas se modulan genéticamente y los genes implicados pueden
desempefiar un papel en el desarrollo de los habitos alimenticios. Ademas, la cultura
puede influir significativamente en la percepcion del gusto y los pocos estudios que
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informan sobre la heredabilidad de la preferencia dulce en los nifios han estudiado

poblaciones culturalmente diferentes °°.

El diente

La particularidad de las condiciones ambientales que existen en cada zona del diente
explica la localizacion de la caries dental en determinadas regiones. Se puede observar
caries en una superficie de un diente y no en la superficie adyacente, incluso cuando
ambas parecen estar cubiertas por la misma biopelicula. Ademas existen factores que
afectan a la solubilidad del diente (composicion dental, estructura...) asi como
caracteristicas del propio diente que alteran el espesor de la biopelicula (morfologia de

los dientes, malposiciones...) y pueden conducir a una mayor disolucién del mineral a

pH bajo y/o acumulacion de placa que aumentaria el riesgo de caries 202,

2.2.2. FACTORES PROTECTORES

Son factores biologicos, o medidas terapéuticas, que compensan los factores de riesgo de

caries. Es decir, son aquellos que favorecen la salud de los dientes (Figura 4) 2.

Cuanto mas severos sean los factores de riesgo, mayor intensidad se requerird de los
factores protectores para mantener el balance o revertir el proceso de caries. Estos factores

incluyen una variedad de productos e intervenciones:

e Aplicacion de antibacterianos.

e Selladores.

e El fllor.

e Productos con fosfatos de calcio, aislados o en combinacion con el fltor.
o Saliva.

e Habitos de vida efectivos contra la caries.

e Reevaluaciones de riesgo de caries.
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Todo ello ayuda a mantener al paciente en equilibrio y a favorecer la remineralizacion, lo
que permite que se lleve a cabo el proceso de reparacion natural del diente ante lesiones

cariosas tempranas ",

A. LA SALIVA

La saliva es un fluido corporal complejo, esencial para la salud de la cavidad oral. Se
origina principalmente en tres pares de glandulas salivales mayores (glandulas parétidas,
submandibulares y sublinguales) y en numerosas glandulas salivales menores situadas en
la submucosa oral. Se compone principalmente de 99,5% de agua, 0,3% de sustancias
organicas (proteinas, vitaminas, lipidos, sustancias similares a las hormonas, aminoacidos
libres, urea, microbios, células descamadas del epitelio oral, sustancias antimicrobianas,
restos de expectoracion bronquial y restos de comida) y 0,2% de trazas y sustancias
inorganicas (cloruro, sodio, fosforo, calcio, potasio, nitrdgeno, oxigeno, bicarbonato,
dioxido de carbono disuelto y oligoelementos) . Ademas se mezcla con el liquido

crevicular gingival .

La saliva es uno de los sistemas de defensa innatos del cuerpo humano que protege los
dientes %7971 Sus constituyentes y propiedades juegan un papel esencial para evitar la
aparicion y progresion de la caries dental "°. Esta proteccion puede realizarse a través de
varios mecanismos, como la eliminacion de residuos de alimentos y el azlcar, la
agregacion y la eliminacion de microorganismos, la capacidad de amortiguacién para
neutralizar el acido, mantenimiento de la sobresaturacion de iones Ca*? y PO4%, ayuda a
la formacion de la biopelicula del esmalte y la defensa antimicrobiana "2, Cada funcién
protectora puede incluir varios componentes salivales, y algunos componentes salivales

contribuyen a mas de una funcién protectora’®"*.

Ademas, es la fuente mas importante de iones alrededor de los dientes 2° y es el agente
remineralizante natural por excelencia 3. En el proceso de remineralizacion ayuda a
mantener la sobresaturacion de los minerales, inhibiendo, asi, la desmineralizacion de los
dientes durante periodos de pH bajo, y favoreciendo la remineralizacion del diente

descalcificado 7.

Las glicoproteinas que se adhieren al esmalte para formar la biopelicula temprana atraen

iones Ca*?, y las fosfoproteinas regulan la saturacion del Ca*2, uniendo y estabilizando el

20



2. INTRODUCCION

Ca?" y el Fosforo (P). Las proteinas &cidas ricas en prolina (PRP) se unen fuertemente a
la HA y a iones Ca?* y son capaces de permitir la formacion de nuevos cristales . Las
estaterinas poseen afinidad a las superficies minerales e inhiben la precipitacion
espontanea de las sales de Ca®*, evitando la formacion de sialolitos . Por lo tanto, el
fosfato de calcio (Caz(POa4)2) no se precipita en la saliva, debido a la presencia de dichas
proteinas salivales aunque si permiten que se precipite sobre el esmalte de forma
controlada efectuando la remineralizacion de la lesion por parte de la saliva ’. Las
histatinas, las cistatinas y las mucinas también pueden participar en estos mecanismos,

pero en menor medida °.

La saliva, ademas, aporta iones bicarbonato (HCO™) y PO4 que al capturar el exceso de
protones (H) ejerce una funcion buffer y evita la caida del pH del medio bucal, jugando
un papel crucial en el mantenimiento del equilibrio de la microbiota 8. A pH fisioldgico,
la saliva esta sobresaturada de minerales y es capaz de suministrar iones Ca*? y PO4*
biodisponibles al diente 7. El Cas(POs), y las glicoproteinas forman un complejo
denominado precipitina salival que se incorpora facilmente en la placa dental. Este
Caz(P0Os)2 asociado a las proteinas salivales presenta una solubilidad entre ocho a diez
veces superior a la del fosfato de calcio del diente y se disuelve preferentemente antes que

el mineral del diente, reduciendo la desmineralizacion 4.

La saliva representa el medio inicial en el que se liberan el fluoruro y el resto de iones ’°.
Contiene, por lo tanto, los microelementos méas importantes para la remineralizacion y
maduracion del tejido dentario como calcio, sodio, magnesio, zinc y fltior 7828 Por ello

ha sido ampliamente estudiada como un posible indicador de susceptibilidad a la caries
80,82

Transfiere constantemente fluoruro a la superficie del diente para prevenir la
desmineralizacion de los dientes y mejorar la remineralizacion 4. Por lo tanto, la saliva
es un vehiculo clave para fomentar la remineralizacion del esmalte permitiendo una
importante difusion ionica y favoreciendo el proceso de remineralizacion . No obstante,
hay evidencia limitada de estudios en humanos que respaldan el efecto anti-caries al que
contribuyen los electrolitos salivales naturales “°. La remineralizacion conseguida es poca
y lenta, alcanzandose una mayor remineralizacion en la superficie de la lesion y menos

en el interior de la misma al existir un menor gradiente de concentracion '® 7. Ademas
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esta remineralizacion de superficie no mejora la estética ni mejora las propiedades

estructurales de la lesion subsuperficial 7.

B. FLUOR

El descubrimiento del fluoruro como agente que podia prevenir la caries dental fue uno
de los hitos mas importantes en odontologia 8. Mas de 50 afios de investigacion han
demostrado consistentemente la seguridad y efectividad de los compuestos fluorados en
la prevencion de la caries dental. La accion principal del fldor es prevenir la
desmineralizacion del tejido dental durante la bajada del pH salival enlenteciendo la
progresion de la lesion de caries. Esto lo consigue incrementando el umbral de la
desmineralizacion. Ademas, favorece el deposito de minerales (remineralizacion) durante
el periodo de pH neutro. Esta base conceptual implica la necesidad de aplicar compuestos
fluorados con regularidad a lo largo del dia, siendo el uso de la pasta dental fluorada la

tnica forma que ha demostrado efectividad .

2.2.3. PROCESO DE DESMINERALIZACION

La desmineralizacion es el proceso de disolucion de los cristales de HA con la eliminacion
de los iones que la componen. Esto sucede a un pH bajo (+ 5,5), cuando el medio ambiente

oral presenta una baja saturacion de iones en relacion al contenido mineral del diente 7.

La desmineralizacion sucede en la interfase diente/biopelicula. En primer lugar, las
bacterias metabolizan carbohidratos fermentables produciendo &cidos orgédnicos como
acido lactico, acético, propionico, butirico y succinico. Estos acidos, que condicionan un
medio con pH bajo, son capaces de liberar H* que se difunden entre los cristales de HA
del diente, preferentemente en las zonas susceptibles o defectuosas de la superficie del
esmalte 1°. El grado de disolucion del esmalte sera proporcional a la concentracion de H*
87_ Durante el ataque acido, los H* liberados reaccionan con los iones PO42 y los grupos
hidroxilo (OH") de la HA para formar fosfatos primarios (HPOs-?), fosfatos secundarios
(H2POy), acido fosforico y agua. Todo ello provoca una disminucion de la concentracion
de los iones POs* y OH", creando un estado de subsaturacion de estos iones que favorece
que se sigan perdiendo mas fosfatos. Este proceso finalmente conduce a la pérdida de

Ca*? del diente y provoca una mayor porosidad en la superficie y un ensanchamiento de
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los espacios intercristalinos, 1o que permite que los acidos se difundan profundamente y

se desmineralice el mineral debajo de la superficie (Figura 5) ¥'.

pPH < 5,5
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Figura 5. Desmineralizacion del esmalte por la biopelicula: ingestion de azucar (1); transformacion de
azucar en acido (2); difusion de acido (3); el pH baja hasta 5,5 (4) y disolucion de HA (5,6,7). (Imagen
cedida por Tenuta & Cury, 2005).

Los cristales que se desmineralizan en la subsuperficie pueden aportar iones suficientes
para crear una solucién supersaturada que conduzca a la remineralizacion de la superficie.
De esta forma, coexiste una zona superficial mineralizada con una zona subsuperficial
desmineralizada. Es lo que se denomina “desmineralizacion subsuperficial” ?°. Esta es la
primera etapa de desmineralizacion que se produce a nivel atdbmico, mucho antes de que

pueda ser visualizada como una lesion de mancha blanca .

La desmineralizacidn es un proceso reversible en sus primeras etapas si se produce un
aporte de calcio y fosfato para crear soluciones supersaturadas de estos iones en la fase
liquida de la biopelicula; y es un proceso prevenible si se produce un aporte de fluoruro

que creara fluorapatita cuyo punto critico de disolucion es inferior a 5,5 174,
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2.2.4. PROCESO DE REMINERALIZACION

La remineralizacion dental es el proceso de reparacion natural mediante el cual se llevan
minerales del ambiente circundante (saliva, biopelicula) a las estructuras dentales

parcialmente desmineralizadas "4,

Una vez que los azucares se eliminan de la boca por deglucion y por dilucion salival, los
acidos de la biopelicula pueden neutralizarse mediante la accion amortiguadora de la

saliva, que actia como tampon, y el pH del fluido de la biopelicula vuelve a la neutralidad
20

Durante la remineralizacion se produce una precipitacion de minerales sobre la superficie
del esmalte, que provienen de iones liberados a partir de soluciones sobresaturadas 77899,
Cuando el pH aumenta (baja la concentracion de H*), los iones PO4*, OH™ y Ca*? quedan
disponibles para reconstruir los prismas que han perdido iones. EI Ca*? y el PO.%,
provienen principalmente de la saliva que mantiene siempre los iones en estado de
supersaturacion unidos a pequefias proteinas salivales. También pueden proceder de otras
fuentes tdpicas como barnices o pastas dentales. El Ca*? y el PO,* se difunden hacia la
biopelicula y desde ahi hacia el diente y se precipitan en los restos de cristal existentes,

en lugar de formar nuevos cristales (Figura 6) .

pH > 5,5
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Figura 6. Remineralizacion de esmalte bajo la presencia de iones de fluor en la biopelicula y/o saliva:
interrupcion de la ingestion de azlcar (1); detencion de formacion de acido (2); dilucién y neutralizacion
de los &cidos (3,4,5); vuelta del pH a la normalidad (6); supersaturacion del medio en relacion a HA (7,8);
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2. INTRODUCCION

precipitacion de HA (9); supersaturacion del medio en relacion a FA (10,11) con precipitacion de FA (12).
(Imagen cedida por Tenuta & Cury, 2005).

El proceso de remineralizacion deposita el mineral de forma diferente a como ocurre
durante la mineralizacion y maduracion del esmalte en desarrollo, rehaciendo una
estructura prismatica con una forma diferente a la original. Por las caracteristicas de
microporosidad del esmalte y su intensa cinética de intercambio de iones con el medio,
la hidroxiapatita del esmalte puede reemplazar los fosfatos por iones de carbonato, el
calcio por iones de sodio y los hidroxilos por iones fluoruro, y da como resultado apatitas

de mayor complejidad y con propiedades fisicas y quimicas diferentes 7.

Las areas remineralizadas tienen una mayor concentracion de fluoruro y una estructura
de esmalte microporosa menor que la estructura dental original 1°. La nueva superficie de
cristal, compuesta de hidroxiapatita fluorada y fluorapatita [FA (Cai0o(PO4)sF2)], €s
mucho menos soluble y mas resistente al ataque &cido que la estructura original;

consecuentemente, el esmalte es mas resistente a la desmineralizacion 2.

A. FLUOR

El fluoruro sigue siendo el material “gold standard” para detener las lesiones de caries.
Se han publicado multiples revisiones sistematicas que confirman el papel exclusivo de
los productos de fluoruro en la prevencién de la caries dental °°’. Funciona
principalmente a través de mecanismos topicos %°°y, para ello, debe encontrarse presente
en el lugar correcto y en el momento adecuado para interferir con los procesos de

desmineralizacion y favorecer la remineralizacion 1%,

El fldor oral esta presente como fluor estructural incorporado en los cristales de
fluorapatita, como fluor labil unido de forma laxa a la apatita de la superficie del esmalte
y como i6n que forma parte de los depdsitos de fluoruro célcico (CaFz) que se crean tras

los tratamientos con altas concentraciones de fltor 3776,

El ion fluoruro también posee propiedades antimicrobianas y puede inhibir la sintesis de
glucano de las bacterias cariogénicas. La accion antibacteriana se debe a la acidificacion
del citoplasma bacteriano a través de la formacion de iones H* y F~ a partir del fluoruro
de hidrogeno y la alteracion de su metabolismo. Las concentraciones necesarias para tener

un efecto antibacteriano significativo son mucho mayores que las necesarias para reducir
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2. INTRODUCCION

101

la solubilidad del esmalte y no estd claro cuanto contribuyen los mecanismos

antimicrobianos del fluoruro a sus efectos preventivos 102193,

El fluor se puede emplear de forma sistémica y topica. El fluoruro administado por via
sistémica se incorpora al esmalte durante el periodo de maduracion cristalina
favoreciendo la formacion de cristales de FA y fluorhidroxiapatita {FHA,
[Cai0(PO4)s(OHXFyY)]} 1%, El fltior topico, tiene su aplicacion en el periodo posteruptivo
favoreciendo la maduracion posteruptiva del esmalte y transformando los cristales de HA
a estructuras menos solubles como son la FAy FHA que tienen mayor resistencia a la

desmineralizacion (Figura 6) 1051,

Encontramos diferentes formas de aplicacion de fldor: geles, pastas, barnices, enjuagues
etcetera. Los barnices de fluoruro aplicados topicamente se han utilizado ampliamente

107

como prevencion de la caries *' y este formato se desarrollo para prolongar el tiempo de

contacto entre el fluoruro y la superficie del diente 1%,

La facilidad de uso, aceptabilidad y eficacia convierten a los barnices en una herramienta
importante en la prevencion de la caries dental en grupos de alto riesgo 07109111 De
hecho, el Consejo de la Asociacion Estadounidense de Asuntos Cientificos recomienda
que el barniz de fluoruro sea el producto de eleccion de aplicacion profesional en

pacientes de riesgo moderado a alto de caries en todos los grupos de edad 2.

a. Inhibicion de la desmineralizacién

La incorporacion de los fluoruros como componente estructural, formando parte de la
fluorapatita o fluorhidroxiapatita, solo reduce ligeramenta la solubilidad del esmalte 7.
Sin embargo, la presencia de cantidades de fldor en solucion alrededor del diente inhibe

la desmineralizacion de manera mas efectiva y tiene un potencial anticariogénico mayor
37,76

Durante la desmineralizacion hay una entrada de fldor y otros iones, que provienen de la
saliva o de la placa, en las zonas porosas del esmalte. Estos iones flior se encuentran en
una fase liquida entre los cristales 1%° y estan en un equilibrio dinamico con los iones fltior
de las zonas vecinas 3. Cuando el nivel de fltor en la saliva se reduce, también lo hace
en la lesion. Cuando el nivel de fldor es alto, los cristales de la superficie del esmalte que

estan en contacto con el mismo, absorben el fluor al unirse en los lugares dejados por el
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2. INTRODUCCION

OH ' La adsorcion de F en los cristales ofrece proteccion directa ante la
desmineralizacion debido a su menor solubilidad . Este mecanismo fisicoquimico se
produce cada vez que el pH cae en el fluido de la biopelicula; si el fluoruro esta presente,
la cantidad de mineral disuelto se reduce ya que parte del Ca y fosforo inorganico (Pi)
que se pierde de la hidroxiapatita regresa al diente 1*. Esta nueva deposicion de minerales
perdidos dara lugar a la formacion de fluorapatita en la superficie del esmalte aunque no
en las zonas subsuperficiales 1%y por lo tanto, este proceso se podria considerar como

una reduccion de la desmineralizacion (Figura 7) 100114,
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Figura 7. Remineralizacion de esmalte bajo la presencia de iones de fluor en la biopelicula y/o saliva:
ingestion y transformacion de azlcar en &cido (1,2); difusion de &cido (3); el pH queda por debajo del valor
critico para HA (<5,5), aunque por encima del pH critico (>4,5) para la disolucion de FA (4); disolucion de
HA (5,6,7) y concomitante formacién de FA (8,9,10). Imagen cedida por Tenuta & Cury, 2005.

Conjuntamente, la aplicacién de productos con fllor crea depositos de fluoruro intraoral
en forma de fluoruro de calcio (CaF2) que se retienen en el esmalte y en la placa dental y
se liberan lentamente para ayudar a inhibir la pérdida mineral durante la
desmineralizacion 3776, Estos depdsitos se mantienen estables y son mas resistentes al
acido por la presencia de fosfato y proteinas que lo ligan al diente. Durante el ataque acido
este flGor es mas importante que altas concentraciones de fluorapatita en los cristales del

esmalte 3776,
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La concentracion de fluoruro necesaria para crear los depdsitos de CaF» se puede alcanzar
también después de consumir alimentos que contienen fluor, ya que el contenido de F en
la saliva aumenta significativamente durante aproximadamente 30 minutos después de su
consumo. Se puede deducir que el agua potable fluorada y la sal de mesa también
funcionan de acuerdo con este mecanismo ya que la formacion de CaF es poco probable

a bajas concentraciones de Fy a pH bajo *’.

b. Accién remineralizante

El fldor acelera el proceso de remineralizacion, se consume durante la remineralizacion

y forma parte integral de la nueva capa de la superficie del cristal 3.

A pH de 5,5, las concentraciones de iones calcio y fosfato en la biopelicula no son
suficientes para mantener el esmalte en un equlibrio estable y, por tanto, comienza a
disolverse. Los cristales que quedan parcialmente desmineralizados sirven como ndcleo
para la remineralizacion y el F~ presente en el medio oral, por su alta reactividad, desplaza
los OH™ para remineralizar las estructuras cristalinas de la lesion al unirse a los iones de
calcio y fosfato tras el ataque &cido. El contenido FA y FHA aumenta a expensas de la
hidroxiapatita rica en carbonatos o de la hidroxiapatita pura 3776100115116 E] E~ también
puede estimular la transformacion de algunas fases de fosfato de calcio, como el fosfato

octacalcico o el fosfato dicalcico dihidratado, a FA o FHA 115116,

Estos cristales, de mayor complejidad y con propiedades fisicas y quimicas mas
resistentes, disminuyen la porosidad del esmalte y aumenta su resistencia al acido (la

disolucion comenzaria a un pH de 4.5) 3776116,

La capacidad remineralizante del fluor depende de la disponibilidad de iones calcio y
fosfato 20 71115.1171.118.119 En consecuencia, una cantidad inadecuada de estos iones pueden
limitar la remineralizacion del esmalte cuando se aplica topicamente el fluoruro y puede

ser un factor limitante en la aplicacion de los sistemas remineralizantes a base de fluor
120

El fluor consigue una mayor remineralizacion de la zona superficial de la lesion, debido
a una disminucién de la porosidad en la superficie del esmalte tras la remineralizacién

inicial. Para aumentar los gradientes de difusion que favorezcan la remineralizacion mas
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rapido y mas profundamente, se han desarrollado productos remineralizantes que aportan

iones estabilizados de Ca*? y PO, &,

B. SISTEMAS DE CALCIO Y FOSFATO

Desde hace muchos afios se ha reconocido que la actividad anticaries de la leche y los
productos lacteos se debe a la proteina mayoritaria de la leche (caseina) y a las altas
concentraciones de iones solubles de Ca*2 y PO4* que contienen. Sin embargo el uso
clinico de soluciones de fosfato y calcio para la remineralizacion del esmalte no resultd
eficiente pues precipitaban cristales insolubles de fosfato de calcio sin aportar sus iones
al esmalte. Por ello, se intentd reproducir el sistema existente en la leche con los

complejos de caseina, calcio y fosfato 2.

Existen diferentes tipos de sistemas remineralizantes cuyo principal inconveniente es su
baja solubilidad, especialmente en presencia de los iones fllor. Si se usaran en altas
concentraciones para proporcionar una cantidad elevada de iones, se generaria

inestabilidad en las soluciones 77122123

Los sistemas de calcio y fosfato se clasifican en: sistemas de calcio amorfo inestable,

sistemas de calcio amorfo estabilizado y sistemas de fosfato de calcio cristalino 714,

2.3. AGENTES REMINERALIZANTES BASADOS EN LOS
SISTEMAS DE CALCIO Y FOSFATO

2.3.1. FOSFATO DE CALCIO AMORFO INESTABLE

El sistema de fosfato de calcio amorfo (ACP) fue descrito por primera vez por Aaron S.
Posner a mediados de la década de 1960. Es la fase solida inicial que precipita de una
solucion de fosfato célcico altamente sobresaturada y puede convertirse facilmente en
fases cristalinas estables, como fosfato octacalcico o productos apatiticos. Se ha
demostrado que la ACP tiene mejor osteoconductividad in vivo que la hidroxiapatita,
mejor biodegradabilidad que el fosfato tricalcico, buena bioactividad y carece de

citotoxicidad 122,
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El ACP (Caz(POas)2 3H20), es un precursor de la HA, que exhibe una gran solubilidad y
se convierte inmediatamente en HA, lo que lo hace adecuado para ser agente
mineralizante. La principal ventaja del ACP es su facil formulacion en fase solida y su
biocompatibilidad con tejidos duros y blandos, que es igual a la de la hidroxiapatita y

varios fosfatos di-tri- y tretracalcico 12°.

En los sistemas de ACP el mecanismo remineralizante esta basado en la liberacion de
iones de Cay P tras la disolucion de las sales que contienen estos iones. La liberacion de
estos iones produce uniones entre los mismos que generan de nuevo ACP, que al exceder
su solubilidad precipita, y en presencia de iones fltor forma fosfato de calcio amorfo
fluorado (ACPF). El inconveniente de las formulaciones remineralizantes que contienen
ACP y ACFP es su inestabilidad en el medio oral ya que pueden transformarse en una
fase termodindmicamente més estable constituida por cristales de hidroxiapatita y
fluorhidroxiapatita (fase cristalina). Antes de esta transformacion cristalina los iones
deben permanecer disponibles para promover la remineralizacion de la lesidn
subsuperficial, y como la transformacion ocurre con bastante rapidez se reduce la
biodisponibilidad de los iones calcio y fosfato ’” dificultando su incorporacion a la placa
dental y a la superficie del esmalte 2. Ademas, puede promover la formacion de calculo
dental '?*. Por otro lado, su aplicacion se limita a bajas concentraciones ya que, si se

125

sobrepasan se vuelve insoluble *<°. Para superar todas estas dificultades se han

desarrollado los sistemas estabilizados 2.

2.3.2. FOSFATO DE CALCIO AMORFO ESTABILIZADO

El fosfato de calcio amorfo estabilizado con proteinas derivadas de la caseina de la leche
de vaca o Recaldent™ (CPP-ACP) fue desarrollada por Eric Reynolds y colaboradores
en la Universidad de Melbourne en 1998. Es una tecnologia basada en el empleo de
proteinas estabilizantes del calcio y el fosfato. Dentro de las proteinas estabilizantes se
incluye la caseina de la leche y las estaterinas salivales que, junto con iones fluoruro de
otras fuentes externas, mantienen los iones de calcio y fosfato en una forma biodisponible
en la superficie del esmalte desmineralizado durante un periodo de tiempo gracias a su

union a la pelicula y la placa 24,
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El fosfopéptido de caseina (CPP) es un biomimético de la saliva y estd compuesto por la
secuencia del grupo de aminoacidos [-Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu-] derivados de la
caseina de la leche bovina 1°. La concentracion dptima anticariogénica de la caseina en
productos alimenticios o de higiene oral causa mal sabor. Dicha dificultad se elimind
rompiendo la caseina en cuatro péptidos mas pequefios, que mantuvieron su efecto
anticaries 2. Estos tienen la capacidad de estabilizar el calcio y el fosfato manteniéndolo
en una forma amorfa o soluble denominada fosfato célcico amorfo (ACP) . La
combinacion da lugar al fosfato de calcio amorfo estabilizado con fosfopéptido de caseina
(CPP-ACP) (Figura 8) 14,

& cpp-acp

Fosfopéptido
de caseina
(CPP)

——

Figura 8. Diagrama del aspecto de un nanocomplejo de fosfopéptidos de caseina y el fosfato de calcio
amorfo 1%,

El efecto anticariogénico del CPP-ACP se ha atribuido al mayor contenido de residuos de
fosfoserina, que tiene una capacidad estabilizadora de calcio y fosfato ™
significativamente mayor que las proteinas salivales 84. Parece que los efectos protectores
de los componentes salivales y los agentes terapéuticos actlan de manera cooperativa.
Un ejemplo seria el papel similar que desempefian las estaterinas salivales, las
fosfoproteinas de la estructura dental y los fosfopéptidos de caseina en Recaldent™, de
manera que al producirse la desmineralizacion de los tejidos duros las fosfoproteinas

liberan los iones que actian remineralizando la estructura ®.

El CPP-ACP es insipido y tiene un bajo nivel de antigenicidad *?*. Son numerosos los
estudios, ensayos clinicos Yy revisiones sistematicas acerca de las acciones
remineralizantes del CPP-ACP 115127128 | os nanocomplejos lacteos que contiene

promueven la remineralizacion de la lesion mediante el mantenimiento de un medio
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supersaturado de minerales, a la vez que dificulta la colonizacion bacteriana a las
superficies dentales 7577125 |o cual es muy prometedor para lograr un cambio beneficioso
en la ecologia microbiana de la placa dental 1°212°,

El CPP-ACP se encuentra incorporado en chicles como el Recaldent gum™ vy Trident
White™ vy pastas dentales como el GC Tooth Mousse™ y MI Paste™. La presentacion
con 900 ppm de fltor es GC ToothMousse Plus™ y GC MI Paste PlusTM. También se
encuentra en barniz GC MI Varnish™ (5% NaF) y comprimidos (Adams/Cadbury
Schweppes, Morris Plains, NJ) Recaldent Pty Ltd, Melbourne, Australia.

A. MECANISMOS DE ACCION

Una de las acciones mas destacables del CPP-ACP es la formacion del reservorio de
fosfato de calcio 8. Tras la digestion enzimatica de la fosfoproteina (CPP) se liberan los
péptidos que contienen la secuencia [-Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu-] y tienen la
capacidad de estabilizar el calcio y el fosfato manteniéndolo en una forma amorfa o
soluble denominada fosfato calcico amorfo (ACP) 1%, originandose los nanocomplejos
de CPP-ACP (Figura 9) %,

70um
Figura 9. Imagen de MEB (x2000/x5000) que muestra una superficie de esmalte a la que se ha aplicado
MI Varnish™ y aparece cubierta por una capa continua y amorfa de barniz. Imagen cedida por la Dra.
Yolanda Martinez Beneyto.
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La union entre CPP y ACP depende del pH. Durante condiciones acidas, que favorecen
la liberacion de iones PO43, OH™ y Ca*2 del esmalte, la union disminuye y el conjunto
CPP-ACP libera iones de calcio y fosfato, manteniendo un ambiente mineral
sobresaturado que permite que los iones difundan hacia las lesiones superficiales y
subsuperficiales del esmalte mediante gradientes de concentracion 1%, facilitando su
transformacion en HA’’. Cuando el pH es mas alto previene la nucleacion y la
transformacion de fase 7', evitando la precipitacion espontanea del fosfato de calcio, en

lo que seria una accion antisarro 24,

Los procesos de remineralizacion por este tipo de sistemas ocurren tanto en la superficie
del esmalte como en la zona de la lesion subsuperficial. En el proceso de insercion hacia
la lesion subsuperficial, es fundamental el gradiente de actividad entre la placa, pelicula
y la lesion. Los complejos CPP-ACP que ingresan intactos a la lesion liberan sus iones,
ya sea consumiendo protones producidos por la formacion de apatita o liberacion por
competencia, ya que el CPP tiene atraccion para unirse a las caras (100) y (010) de los
cristales de apatita y formar estructuras termodinamicamente més estables. Se cree que la
unién del CPP a estas caras del cristal de apatita en la superficie de la lesion mantiene
abiertas las vias de difusion para permitir que los iones penetren mas profundamente, lo
que da como resultado la remineralizacion en todo el cuerpo de la lesién en lugar de solo
en la capa superficial. Este patron es ideal ya que puede mejorar la estética y la resistencia
de la lesion y deposita minerales resistentes a los acidos que mejoran la resistencia de esta

area a futuros ataques acidos 841

Otra de las acciones del CPP-ACP es su capacidad de alterar el potencial cariogénico de
la placa /**":, Su accion anticariogénica proviene de su capacidad de asociacion entre los

péptidos de caseina y las proteinas y péptidos de la pelicula ¥

, puesto que al incorporarse
en la placa supragingival uniéndose a las superficies de las células bacterianas puede
conducir a la formacion de una placa menos cariogénica ademas de reducir su cantidad.

Esto se lleva a cabo mediante /"117:

e Exclusion competitiva en las zonas de union de iones de calcio en el
esmalte dental a la vez que entre las células, ya que los péptidos de los
complejos CPP-ACP pueden interactuar con las proteinas salivales y los

péptidos que forman la pelicula del esmalte.
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e Elevacion de los iones de calcio en la placa inhibiendo la fermentacion de
la misma y aportando una capacidad tampon mediante las proteinas y el
fosfato que suprime el crecimiento de especies aciduricas alrededor del

diente.
e Capacidad de remineralizar y disminuir la desmineralizacion del diente.

El nanocomplejo de CPP-ACP tiene un efecto sinérgico con el Fluor. Este efecto
sinérgico debe atribuirse a la formacion de nanoaglomerados de iones Ca, F y P (CPP-
ACFP), lo que daria como resultado una mayor incorporacién de iones fluoruro en la
placa junto con el aumento de la concentracion de Ca y P biodisponibles. Todo ello
favorece la remineralizacion de la lesion subsuperficial con un aumento en la formacién
de cristales de fluorapatita y fluorhidroxiapatita, aumentando la resistencia del esmalte a
este nivel 131, Sin embargo, no hay evidencia suficiente para apoyar que agregar F a CPP-

ACP aumente su eficacia 8132,

2.3.3. FOSFATO TRICALCICO

El fosfato tricalcico (TCP) es un fosfato de calcio cristalino cuya formula quimica es
Caz(POa)2. Existe en dos formas, alfa (a-TCP) y beta (B-TCP). El a-TCP se forma cuando
el esmalte humano se calienta a altas temperaturas. Es un material relativamente insoluble
en entornos acuosos. El B-TCP es menos soluble que a-TCP y, por lo tanto, en una forma

no modificada es menos probable que proporcione calcio biodisponible 1%,

En los ultimos anos se ha empleado en odontologia el f TCP, resultante del acoplamiento
del B-TCP con ingredientes organicos y/o inorganicos (Figura 10) 133134 El fTCP es un
sistema de liberacién de fosfato de calcio a dosis bajas que se incorpora en una Unica fase
acuosa 0 no acuosa en formulacion de fluoruro topico como dentifrico, gel, enjuague o

barniz 1%,
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Fosfato tricalcico Ac. Fumarico

Figura 10. El Fosfato Tricalcico (TCP) se mezcla con acido fuméarico dando como resultado un ingrediente
bioactivo: El fosfato tricélcico funcional (Cortesia de 3M ESPE).

El fTCP lo encontramos en pasta, 3M ESPE Clinpro™ Tooth Creme con 950 ppm de ién
fldor y 3M ESPE Clinpro™ 5000 con 5000ppm de flGor. En barniz 3M ESPE Clinpro™
White Varnish al 5% de i6n fldor (22.600ppm). Clinpro utiliza el acido fumarico en el
barniz para estabilizar el TCP y el lauril sulfato de sodio en la pasta (3M ESPE, Saint
Paul. MN, USA).

A. MECANISMOS DE ACCION

El B-TCP cristalino puede formarse mediante la combinacién de carbonato de calcio y
fosfato de calcio hidrogenado calentando la mezcla a mas de 1000°C °. Presenta dos
inconvenientes, una baja solubilidad, en una forma no modificada, que proporciona poco
calcio biodisponible **3 y en presencia de flior puede reaccionar facilmente formando
complejos de fosfato de calcio y fluoruro de calcio, lo que reduce también los niveles de
calcio biodisponible. Una de las primeras medidas que se tomaron para evitar esa
disminucion de calcio biodisponble fue la reduccion de la concentracion de TCP (<1%)
y su combinacion con una ceramica, como 6xido de titanio u otros oxidos metalicos .
En la actualidad se recubren las particulas de TCP con tensioactivos [como laurilsulfato
de sodio (SLS)], con é&cidos carboxilicos (como &cido fumarico), con polimeros o
copolimeros. El propoésito de funcionalizar el B-TCP tiene dos funciones principales: por
un lado crear barreras que eviten interacciones prematuras del F idnico con el calcio
mientras el producto esta envasado y, por otro lado, proporciona una entrega especifica

de TCP cuando se aplica a los dientes ">133.13¢,

35




2. INTRODUCCION

El fTCP fue disefiado principalmente para aumentar la actividad de iones F en la
superficie del diente mediante la remineralizacion impulsada principalmente por iones
Ca?"y PO4* procedentes de la saliva 8. La capa protectora que se forma durante el
proceso de elaboracion del producto separa el calcio funcionalizado y el fluoruro. Sin
embargo, cuando el barniz contacta con las superficies de los dientes y al entrar en
relacién con la saliva, la resina del barniz y el componente organico se disuelven para
dejar las particulas activas ***. Los minerales fluoruro, calcio y fosfato reaccionan y
forman precipitados de fluoruro de calcio en la superficie del esmalte que ayudan en la

remineralizacion (Figura 11) 1%

Figura 11. Imagen de MEB que muestra una superficie de esmalte que esta totalmente cubierta por una
placa de Clinpro ™ White Varnish y grandes acimulos de este en forma globular. (Imagen cedida por el
Dr. José Francisco Martinez Marco).

Clinpro ™ White Varnish es un barniz remineralizante en el que se utiliza el proceso de
molienda de bolas mecanoquimico para modificar el B-fosfato tricalcico utilizando

derivados del acido carboxilico (4cido fumarico) como agentes funcionalizantes 3%,

A pesar de que el f TCP ha demostrado tener efectos remineralizantes en algunos estudios
in vitro e in situ 120138140 no hay datos clinicos recientes que evallen su potencial de
remineralizacion. Sin embargo, hay estudios clinicos en curso registrados que evaltan el
fTCP incorporado al barniz (NCT02341872) y pastas dentales con F de alta
concentracion (NCT0 2136576) .
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2. INTRODUCCION

2.4, ODONTOLOGIA DE MINIMA INTERVENCION
BASADA EN EL RIESGO DE CARIES.

Para comprender la aplicabilidad de un agente remineralizante es necesario hacer
referencia al entendimiento actual de la caries dental, su clasificacion diagnostica y la

toma de decisiones en su manejo *.,

El protocolo CAMBRA (Caries Management by Risk Assessment) es una sistematizacion
para el manejo de la caries dental y sus manifestaciones en funcion del riesgo de los
pacientes. Su objetivo es reducir los factores patologicos implicados en la misma,
impulsar o favorecer factores protectores y, finalmente, la aplicacion de procedimientos
restauradores minimamente invasivos para el control de la enfermedad junto con pautas
de revisiones de mantenimiento %2 Este tipo de protocolos aporta una mayor
probabilidad de éxito y un menor coste/efectividad del tratamiento que otros menos
estandarizados. Estdn basados en la evidencia procedente de literatura revisada por

comités de expertos y por la experiencia clinica de profesionales 14,

Los protocolos de manejo de la caries facilitan la toma de decisiones respecto a
tratamientos individualizados y estan basados en niveles de riesgo especificos del
paciente. Desde el punto de vista de la minima intervencion resulta fundamental la
identificacion del riesgo individual. EI manejo actual es mas conservador, mediante la
deteccion de caries incipientes no cavitadas y su remineralizacion, de cara a minimizar
cualquier accion restauradora posterior 367142 Se distinguen tres niveles de invasividad
para clasificar las estrategias de intervencion basadas en el grado de eliminacion de tejido
141 (Figura 12):

1. Estrategias no invasivas: no eliminan el tejido duro dental e involucran, por
ejemplo, barnices de fluoruros y otras estrategias quimicas para controlar el

equilibrio mineral, medidas de control de biopeliculas y control dietético.

2. Estrategias microinvasivas: eliminan la superficie del tejido duro dental a nivel de
micrémetro, generalmente durante un paso de grabado, como las técnicas de

sellado o infiltracion.
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3. Estrategias invasivas: eliminan el tejido dental con el uso de cucharillas,
instrumentos rotatorios u otros dispositivos. En la mayoria de los casos este

proceso esta asociado con la colocacidn de restauraciones.

Aquellas lesiones que histologicamente afectan la dentina més alla del tercio externo y
son inactivas (lesiones ICDAS 5y 6), las sombras subyacentes de dentina (ICDAS 4), un
porcentaje variable de microcavidades (ICDAS 3), asi como las lesiones de caries inciales
activas (ICDAS 1y 2) son susceptibles de ser manejadas con estrategias no invasivas,

como agentes remineralizantes 14°,

Odontologia minimamente invasiva

No-invasiva Micro-invasiva _
Control de la dieta Selladores _
Control del biofilm Infiltraciones

Remineralizacion

Figura 12. Estrategias de intervencion para tratar las lesiones existentes desde el punto de vista de la
odontologia minimamente invasiva 14,
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2.5. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El concepto actual de caries y su prevencion ha obligado a los profesionales a usar nuevos
sistemas de diagndstico integral ** y de manejo de caries dental que les permita reconocer
en los pacientes la presencia de lesiones iniciales o lesiones subclinicas ©. Es determinante
aplicar una valoracion de riesgo de caries individual para conocer los factores
predisponentes de aparicion de esta enfermedad %2, La saliva es una de las variables
ampliamente estudiada como un posible indicador de susceptibilidad a la caries, buscando
parametros de la fisiologia salival, niveles de antioxidantes, proteinas, microelementos y

elementos traza que puedan indicar el riesgo de caries .

En la toma de decisiones de manejo de caries dental es determinante realizar tratamientos

no-invasivos para interrumpir tempranamente la pérdida de minerales en el tejido dental
11,141

El fluoruro topico es el agente que tiene la mayor efectividad en la remineralizacion del
esmalte %%, Debido a que la remineralizacion puede verse obstaculizada por la
biodisponibilidad limitada del calcio y el fosfato, se han desarrollado nuevos productos
que garantizan un suministro constante de estos iones ’’. En los ultimos afios, se han
propuesto diferentes agentes remineralizantes como alternativa o coadyuvante al
tratamiento de fldor 89, En la literatura se ha demostrado que estos productos
remineralizan la caries y la detienen 8122123 por lo tanto, estos agentes han ganado un
espacio importante en el campo del tratamiento de las lesiones subclinicas y las lesiones
mas leves de mancha blanca #. Sin embargo, hasta ahora no existen ensayos clinicos
controlados y aleatorizados que hayan monitorizado la eficacia del uso de los barnices de
fosfato de calcio a largo plazo en nifios con alto riesgo de caries en base a su influencia
sobre el pH, la concentracion de acido lactico, los elementos traza y el recuento bacteriano

salival.

El uso cada vez mas frecuente de estos barnices en los protocolos de remineralizacion del
esmalte o en la prevencion de la desmineralizacion, hace necesario estudiar como influyen

en la saliva, en el indice de caries y en el indice de placa.
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HIPOTESIS Y
OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

La hipdtesis nula de nuestro trabajo fue:

“Los barnices de fosfato de calcio, Ml Varnish™ (CPP-ACP con fluoruro de sodio al
5%.) y Clinpro ™ White Varnish (fTCP con fluoruro sodico al 5%), aplicados
trimestralmente durante un afio, no modifican el pH, las concentraciones de acido
lactico, los elementos traza y el recuento bacteriano en la saliva total no estimulada, asi

como el caos/CAOS y el indice de placa dental de nifios con alto riesgo de caries.”
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3.2. OBJETIVOS

3.2.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto del uso de MI Varnish™ y Clinpro™ White Varnish, usados
trimestralmente durante un afio, sobre la saliva total no estimulada, indice de placa e

indice de caries en nifios con alto riesgo de caries.

3.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la eficacia de MI Varnish™ y Clinpro™ White Varnish, aplicados

trimestralmente durante un afio, en la reduccion del indice de caries.

2. Estudiar la efectividad de M1 Varnish™ y Clinpro™ White Varnish, aplicados

trimestralmente durante un afio, en la reduccion del indice de placa.

3. Evaluar la eficacia de MI Varnish™ y Clinpro™ White Varnish, aplicados

trimestralmente durante un afio, en el incremento del pH salival.

4. Analizar la influencia de M1 Varnish™ y Clinpro™ White Varnish, aplicados

trimestralmente durante un afo, sobre los niveles de acido lactico salival.

5. Examinar el efecto de MI Varnish™ y Clinpro™ White Varnish, aplicados
trimestralmente durante un afio, sobre la concentracién de Fluor, Calcio, Fosfato

y elementos traza de la saliva.

6. Evaluar el efecto de MI Varnish™ y Clinpro™ White Varnish, aplicados
trimestralmente durante un afio, sobre el recuento bacteriano total de saliva total

no estimulada.
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MATERIAL Y
METODO

4.1. MATERIAL

41.1. MUESTRA

a muestra estd constituida por 58 nifios de edades comprendidas entre 4 y 12

afios, que acudieron a la Clinica del Master en Odontologia Infantil Integrada

de la Universidad de Murcia en el periodo comprendido entre Junio de 2017 y
Diciembre de 2018.
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A. CRITERIOS DE INCLUSION

C.

Nifios entre 4 y 12 afios, que acudieron a la Clinica del Méster en Odontologia
Infantil Integrada de la Universidad de Murcia independientemente del motivo de
consulta (revisién o tratamiento odontoldgico).

Niflos que presentasen riesgo alto o extremo de caries establecido mediante el
método CAMBRA.

Nifios que viviesen en una zona donde el suministro de agua no estuviera fluorada.
Niflos cuyos padres y/o tutores hayan expresado su consentimiento por escrito
para participar en el estudio.

Nifios con conocimiento de la lengua espafiola hablada y escrita.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Nifios que hubiesen recibido barniz de fldor, o cualquier tratamiento permanente
de superficie que contuviese fluor, en los Gltimos 6 meses.

Nifios portadores de aparatologia de ortodoncia.

Niflos que presentasen alergia o sensbilidad probada/sospechada a proteinas
lacteas.

Nifios con fluorosis moderada o grave, tanto en denticién temporal como
permanente.

Nifilos con anomalias morfologicas del desarrollo dental, tanto en denticion
temporal como permanente.

Nifios con limitaciones fisicas que dificultasen la destreza manual.

Nifios con diagndstico de trastorno psiquiatrico.

TAMANO DE LA MUESTRA

El tamafio muestral (n=19 pacientes/grupo) fue calculado realizando un estudio

preliminar de las historias clinicas de los pacientes infantiles de la Clinica Odontoldgica

Universitaria de la Universidad de Murcia, aceptando un riesgo alfa de 0,05, un riesgo

beta de 0,20 (potencia de 0,8), en un contraste bilateral de medias pareadas para detectar

una diferencia minima de 0,13 entre dos grupos (en la evolucion del indice de higiene,
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medido a traves de la modificacion de Turesky del indice de placa de Quigley y Hein),
asumiendo que existen 3 grupos, y una desviacién estandar de 0,09. Se ha estimado una

tasa de pérdidas de seguimiento del 45%.

a. Aleatorizaciéon de la muestra

Los pacientes fueron asignados aleatoriamente utilizando una tabla de numeros aleatorios

que se generd y bloqued antes del inicio del estudio.

Mientras que los pacientes y los analistas de datos se mantuvieron cegados a la
asignacion, el odontélogo que realizaba la evaluacion y la aplicacion de los productos
conocia el grupo al que pertenecia el paciente. Por lo tanto, el profesional no pudo ser
ciego ya que la forma de presentacion comercial y las caracteristicas de los dos barnices

eran diferenciables.

4.1.2. MATERIAL EMPLEADO EN CLINICA

e Espejos planos @24 mm.

e Sonda de exploracion WHO.

e Rollos de algodon con celulosa n® 1-3.

e Eyectores de saliva de pléastico desechables.

e Vasos de plastico desechables.

e Material rotatorio (KaVo Dental GmbH, Biberach, Alemania).

e Sillon dental Kavo ESTETICA® E30 (Kavo Dental GmbH, Biberach/RiB,
Alemania).

e Lampara dental Kavo MAIA LED™ con 35.000 Lux (Kavo Dental GmbH,
Biberach/RiB, Alemania).

e Aplicador de bolita de fibras no absorbentes desechable, Microbrush®
(Microbrush International, Waterford, Irlanda).

e Aplicador con forma de pincel de fibras no absorbentes Ultrabrush Plus®
(Microbrush International, Waterford, Irlanda).

e Cepillos de profilaxis (Dentaflux®, Madrid, Espana).

e Separador de mejillas para nifios (Hager & Werken, Duisburg, Alemania).
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e Retractor labial para nifio con doble extremo de acero inoxidable (Mestra,
Vizcaya, Espafia).

e Camara de fotos digital Nikon D3200 (Nikon Corporation, Shinagawa Intercity
Tower C, Tokyo, Japan).

e Macro Flash Anular Digital TTL Nissin MF18 Version compatible con Nikon
(Nissin Japan Ltd., Tokyo, Japan).

e Pasta dental Lacer Junior (Lacer SA, Barcelona, Esparia).

e Cepillo dental Lacer Junior (Lacer SA, Barcelona, Espaiia).

e Frascos 30 ml (25 x 90 mm) de polipropileno con tapén roscado (Deltalab,

Barcelona, Espana).
e Agua destilada (Funiza Laboratories, Malaga, Espafia).
e TriPlaque ID Gel™ (GC, Leuven, Bélgica).
e Clinpro™ White Varnish (3M ESPE, Saint Paul, MN, EEUU).
e Ml Varnish™ (GC, Leuven, Bélgica).
e Ordenador portatil Macbook Air.

A. BARNICES
La composicion de los barnices se detalla en la Tabla I.

1. GRUPO CLINPRO: Clinpro™ White Varnish (3M ESPE, Saint Paul, MN,

USA).
s e
|
3M ESPE famr |
Clinpro® T Gaiciom |

‘White Varnish Phosphate

Exetnanty oot 0 29E

Figura 13. Presentacion comercial Clinpro™ White Varnish (https://dentaliberica.com/articulo/clinpro-
white-varnish-100-x-05-ml.-aplicadores-3m-12250-23516-226).
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2. GRUPO MI: Ml Varnish™ (GC, Leuven, Bélgica).

Figura 14. Presentacion comercial Ml Varnish™ (https://goods.com.pe/es/goods-stock-catalogo/319-my-

varnish.html).

Producto

Composicion

Clinpro™ White Varnish

Ester glicerol pentaeritritol de resina
colofonia

Hexano

Etanol

Colofonia modificada

Fluoruro de sodio

Potenciador del sabor

Espesante

Sabor alimentario

Fosfato tricalcico modificado

30-75%*

10-15%*
1-15%*
5%*
1-5%*
1-5%*
1-5%*
1-5%*
<5 %*

MI Varnish™

Fluoruro de sodio

Recaldent CPP-ACP (Casein
phosphopeptide-amorphous calcium
phosphate)

Polivinil acetato

Etanol

Colofonia hidrogenada

Didxido de silicio

Saborizantes (fresa, menta)

5% (1-8%)
1-5%

30-50%
20-30%
10-30%
1-5%

comercial.

Fuente MSDS. * La identidad quimica especifica y/o la concentracion del producto es secreto
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B. REVELADOR DE PLACA

Para tefiir la placa dental empleamos el gel revelador de placa de 3 tonos Tri Plaque 1D

Gel™ (GC, Leuven, Bélgica) cuya composicion se especifica en la Tabla I1.

Producto Composicion

GC Tri Plaque ID Gel™ Pasta Glicerina
Agua

Sorbato de potasio

Aceite aromatizante
Sacarina

Acido citrico

Sacarosa

Tintes Rosa de bengala

Azul brillante de Coomassie
Azul brillante FCF

Fuente MSDS

Tabla I1. Composicion del revelador de placa

Figura 15. Presentacion comercial de Tri Plaque ID Gel™
(https://www.researchgate.net/profile/Eraldo_Pesaressi/publication/309397967_Uso_de GC_Tri-
Plaque_para_la_evidenciacion_selectiva_de_placa_bacteriana/links/580e3c3408ae51b863965f93/Uso-de-
GC-Tri-Plaque-para-la-evidenciacion-selectiva-de-placa-bacteriana.pdf).
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4.1.3. MATERIAL EMPLEADO EN LABORATORIO

Reflectometro RQflex®10 Reflectoquant 10 (Merck Millipore, Darmstadt,
Alemania).

Tiras de ensayo de pH (rango 4,0-9,0) (Reflectoquant™, MERCK®,
Darmstadt, Alemania).

Tiras de ensayo de lactato (intervalo de medida 1,0 - 60,0 mg/l)
(Reflectoquant™, MERCK®, Darmstadt, Alemania).

Pipeta de 2-20 ul (VWR TM International Eurolab, Barcelona, Esparia).
Puntas de pipeta de aerosol esterilizadas VWR™ (International Eurolab,
Barcelona, Espana).

Puntas de pipeta de 1000 pl VWR™ (International Eurolab, Barcelona,
Espafia).

Pipeta de 1000 ul (VWR TM International Eurolab, Barcelona, Espafia).
Tubos de polipropileno de 12 ml con tapdn de rosca de polietileno (Deltalab,
Barcelona, Espana).

Tubos eppendorf 2.0 ml (Deltalab, Barcelona, Espafia).

Agitador de tubos de ensayo Yellow Line TTS 2 (IKA®-Werke GmbH & Co.
KG, Staufen, Alemania).

Vibradora, (Classic Vortex Mixer, Velp Scientifica, Italia).

Neveras de congelacion (LG Refrigerator GBB530NSQFE — LG Electronics
Espafa, S.A.U, Madrid, Espafa).

TISAB Il (Hanna Instruments, Woonsocket, Rhode Island, EEUU).
Electrodo ion-especifico de fluor (Orion 9609 BNWP, Thermo Fisher
Scientific Inc. Waltham, EEUU), acoplado a un analizador de iones (Orion
EA-940 Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, EEUU).

Espectrometria de masas con plasma de Argdn inductivamente acoplado
(ICP-MS) Agilent modelo 7900, (Agilent Technologies Inc.; CA; EEUU).
Agua ultrapura (18.2 MQ) proveniente de un sistema de purificacion de agua
Milli-Q® Reference A+ (Merck Milipore, Darmstadt, Alemania).

Acido nitrico (HNOs) 65%, Suprapur (Sigald®, Steinheim, Alemania).
Disolucion estandar multielemental ICP (Na, Mg, Al, P, K,Ca, Cr, Mn, Fe,
Co, Cu, Zn, As, Cd, Ba y Pb), CertiPUR® (AISBL, Bruelas, Bélgica).
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Disolucion multielemental ICP conteniendo Sc, Ga, Ge, Rh e Ir, CertiPUR®
(AISBL, Bruelas, Bélgica).

AS1290 LEV Blood DNA Kit de Maxwell® (Promega Corporation,
Madison, EEUU).

Equipo Maxwell® Cat. #AS3000 (Promega Corporation, Madison, EEUU).
Quantus™ Fluorimetro (Promega Corporation, Madison, EEUU).

Sistema QuantiFluor® ONE dsDNA, (Promega Corporation, Madison,
EEUU).

SYBR Premix Ex Taq Il TaKara (Takara Bio Europe SAS, Saint-Germain-
en-Laye, Francia).

Sistema de PCR en tiempo real QuantStudio™ 5 para identificacion humana

(Applied Biosystem, Foster City, California, Estados Unidos).
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4.2. METODO

El disefio del estudio fue aprobado por el comité ético de investigacion y por el comité de
bioseguridad de investigacion de la Universidad de Murcia, Espafia [CEIl: 1499/2017
(Anexo 1); CBE 50/2017 (Anexo 2)].

Fue registrado retrospectivamente el 26  de mayo de 2020,
http://www.isrctn.com/ISRCTN13681286. Registro del estudio: ISRCTN13681286.

4.2.1. INTERVENCIONES

A. SESION 0

La duracién de la intervencién fue de 45 minutos en los que los padres rellenaban los
cuestionarios (15 minutos) y se llevo a cabo el programa de intervencion en los nifios (30

minutos).

a. Seleccion de pacientes.

Cuando los nifios acudieron al Master en Odontologia Infantil Integrada, a sus
padres/tutores se les realizaron varios cuestionarios con los que conformamos la historia

clinica del nifio:

e Cuestionario de autoinforme con preguntas demogréaficas, historia médica
familiar, historia médica de salud general, aspectos psicoldgicos del nifio y habitos
nutricionales (Anexo 3).

e Cuestionario de autoinforme de competencias dentales, habitos de higiene dental
(personales y sobre sus hijos) y terapia con fltor (Anexo 3).
e Cuestionario CAMBRA (Anexo 3).

A continuacion, un dentista experimentado realizé una exploracion clinica a los nifios
usando un espejo oral plano y una sonda WHO. Para la deteccion clinica de lesiones de
caries se utilizaron los criterios del Sistema Internacional de Deteccion y Evaluacion de
la Caries (ICDAS I1) (Anexo 3) 8. Basandonos en el protocolo CAMBRA 99144145 ge

determind el grupo de riesgo al que pertenecia cada paciente: bajo riesgo, moderado
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riesgo, alto riesgo y riesgo extremo; incluyendo en nuestro estudio unicamente a los

pacientes que presentaban riesgo alto o extremo de caries (Anexo 3).

Tanto la historia clinica como los examenes fueron realizados por una Unica
Odontopediatra con 7 afos de experiencia, habiendo realizado tres sesiones de
entrenamiento con instrucciones escritas y visuales, estandarizacion y calibracion con

participantes in vivo.

A los padres/tutores de los pacientes que cumplian los criterios de inclusion, antes de
comenzar el estudio, se les proporciond toda la informacion y se les explico los beneficios

previstos y los riesgos potenciales del estudio (Anexo 4).

A continuacidn, si estuvieron de acuerdo, se obtuvo el consentimiento informado por
escrito (Anexo 4), manteniendo en todo momento la confidencialidad, y anteponiendo la
seguridad y salud de los participantes. Las técnicas empleadas fueron procedimientos no

invasivos y no estaban contraindicadas para ninguno de los pacientes.

Los pacientes incluidos en el estudio fueron aleatoriamente asignados a uno de los tres
grupos experimentales. Todos los participantes y sus padres/tutores recibieron
instrucciones de higiene oral estandarizadas, verbales y escritas, centradas en la
modificacion de habitos de higiene dental especificas por edad (Anexo 5y Anexo 6).
Adicionalmente se proporcionaron consejos dietéticos a los participantes y al adulto

responsable para facilitar y reforzar las medidas preventivas.

Cada participante recibio cada tres meses una pasta dental fluorada de 1450 ppm de
fluoruro (Lacer Junior, Lacer SA, Barcelona, Espafia) y un cepillo de dientes manual
(Lacer Junior, Lacer SA, Barcelona, Espafia). También se dieron instrucciones para evitar
otras fuentes de fluoruro durante el periodo de estudio (productos ambientales,

suplementos, productos profesionales u otros productos dentales).

b. Toma de saliva

Antes del inicio de cada una de las visitas, en la sala de espera, se recogieron 3,5 ml de
saliva no estimulada durante 5 minutos en un tubo de polietileno estéril con tapa roscada

146 | as salivas se mantuvieron a —22 ° C hasta el momento de la medicion.
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Los pacientes fueron instruidos para que 1 hora antes de la recoleccién de la muestra no
bebiesen agua, ni ingieriesen alimentos ni se cepillasen los dientes (Anexo 5). Las
condiciones de la toma de muestras de saliva fueron recogidas en una plantilla (Anexo
7).

c. Indice de placa

Tras la obtencion de la muestra salival evaluamos el indice de placa aplicando el revelador
de placa de tres tonos (Tri Plaque ID Gel™) en todas las superficies de los dientes con un
aplicador de bolita de fibras. Las superficies de los dientes se lavaron suavemente con
una jeringa de aire y agua comprimido durante 30 segundos y se efectuaron registros
fotograficos para evaluar el indice de placa. Seguidamente los dientes se limpiaron con

un cepillo de profilaxis suave y sin pasta.

d. Grupos experimentales, aplicacién de los barnices.

Los grupos experimentales establecidos fueron:

e Grupo Control (placebo).
e Grupo Clinpro: en este grupo se utilizé Clinpro ™ White Varnish® (3M ESPE,
Saint Paul, MN, EE. UU).

e Grupo MI: en este grupo se utilizdo MI Varnish™ (GC, Leuven, Berlgium).

Antes de la aplicacion de los barnices, los dientes se secaron con aire comprimido seco y
se aislaron con rollos de algodon y eyector de saliva. Se aplicé 0,25 ml de barniz en la
superficie de los dientes (Figura 16) y se dejo secar durante 30 segundos. En el grupo
Control se aplicé agua destilada con un pincel idéntico al que usamos para aplicar los
barnices. Los pacientes recibieron instrucciones de no enjuagarse la boca, de no comer ni
beber durante una hora y de no cepillarse hasta 4-6 horas después de la aplicacion, de

acuerdo con las instrucciones de los fabricantes (Anexo 8).

Figura 16. Guia de dosificacion de Clinpro™ White Varnish. (Cortesia de 3M ESPE).
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B. SESION 1, 2,3 Y 4: SEGUIMIENTO

Se efectuaron las medidas de seguimiento con las mismas variables e instrumentos
anteriormente expuestos y siguiendo el mismo procedimiento. Estas evaluaciones se
Ilevaron a cabo a los tres meses (sesion 1), a los seis meses (sesion 2), a los nueve meses

(sesion 3) y a los doce meses (sesion 4) desde la evaluacén inicial (Figura 17).

Disefio del estudio

TO T T2 T3 T4
. ~
N / N /
4\ s o e o A a4~
Toma de muestra || Toma de muestra || Toma de muestra || Toma de muestra || Toma de muestra
salival salival salival salival salival
s Evaluacién ndice || Evaluacién Indice || Evaluacién fndice || Evaluacién fndice || Evaluacién Indice
Seleccion Yy ‘ de placa de placa de placa de placa de placa
aleatorizacion de 1 T '
. Aplicacion de Aplicacion de Aplicacion de Aplicacion de Aplicacion de
paClenteS barniz 6 placebo || barniz 6 placebo || barniz 6 placebo || barniz 6 placebo || barniz 6 placebo

Basal 3 meses 6 meses 9 meses 12 meses

Figura 17. Diagrama de flujo que rastrea el proceso del estudio.

En cada visita de revision se verifico que se estaban siguiendo las pautas de higiene
establecidas, asi como el uso de la pasta dentifrica propia del estudio (Anexo 7). Por lo

que se solicitaba a los sujetos que llevasen la pasta para controlar el nivel de uso.

Durante los 12 meses del estudio a los pacientes se les fue realizando el tratamiento
odontoldgico necesario (extracciones, obturaciones, tratamientos pulpares, etc.). Para
evitar una fuente extra y no controlada de fluor los materiales usados fueron siempre

libres de fluor.
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4.2.2. PROTOCOLO DE ESTUDIO DEL OBJETIVO ESPECIFICO 1

“Determinar la eficacia de MI VarnishTM y Clinpro™ White Varnish, aplicados

trimestralmente durante un afo, en la reduccion del indice de caries.”

Se llevd a cabo una inspeccion visual de todas las superficies de los dientes, usando como
fuente de luz la ldmpara del sillon dental, para valorar la presencia de lesiones de mancha
blanca y lesiones de caries, primero con las superficies dentales himedas y después tras
5 segundos de secado con aire. EI examen de caries se realiz6 con un espejo oral simple,

sonda WHO, y solo se realizaron radiografias en caso de que fuese necesario.

El diagnostico de caries se realizo usando los criterios ICDAS 11 3435147 que consiste en
un sistema de codificacion de dos digitos. La primera linea de digitos refleja la presencia
de selladores o restauraciones (codigos de 0 a 8) y la segunda linea de digitos, las diversas
etapas de progresion de la lesion cariosa (codigos de 0 a 6). Ademas, existen cuatro

cddigos especiales de dos digitos que completan el indice (Tabla I11).

Codigos del 1° digito Descripcion Codigos del 2° digito Descripcion
0 Sano 0 Sano
1 Sellador, parcial 1 Primeros cambios visuales en esmalte
2 Sellado total 2 Cambio visual distintivo en esmalte
3 Obturaciones con diente decolorado 3 Fractura de esmalte localizada
4 Restauraciones 4 Sombra oscura subyacente de la dentina
5 Coronas preformadas metélicas 5 Cavidad con dentina visible
6 Coronas o carillas de porcelana, oro o PFM 6 Cavidad extensa con dentina visible

~

Obturaciones caidas o fracturadas

8 Restauraciones temporales
Cadigos especiales Descripcion
96 No se puede examinar la superficie del diente
97 Diente ausente por caries
98 Diente ausente por otras causas
99 No erupcionado

Tabla I11. Codigos y descripcion de ICDAS II.

Los datos registrados con ICDAS fueron transformados a CAOS/caos como medida de la

experiencia de caries.

El indice CAO se aplica a la denticion permanente y se expresa como el nimero total de
dientes (D) o superficies (S) que estan cariados (C), ausentes (A) u obturados (O) en un

individuo. Cuando el indice se aplica s6lo a las superficies de los dientes (cinco en
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molares y cuatro incisivos y caninos), se denomina indice CAOS, y la puntuacién por
individuo puede variar de 0 a 128 o 148, dependiendo si los terceros molares estan
incluidos en la puntuacion. Cuando se escribe en letras minasculas, el indice cao es una
variacion que se aplica a la denticion primaria. Los dientes que no se cuentan son dientes
no erupcionados, dientes que faltan congenitamente o dientes supernumerarios, dientes
extraidos por razones distintas a la caries dental y dientes primarios retenidos en la
denticién permanente. El indice caos expresa el nimero de superficies afectadas en la
denticién primaria (cinco por diente posterior y cuatro por diente anterior), con un rango
de puntuacion de 0 a 88 superficies. El recuento total de 88 superficies en denticidn
temporal y 124 en denticion mixta 18 puede modificarse segin la fase de recambio en la

que esten.

Cada lesion de caries se puntud de 0 a 6 **° , seleccionando sélo las lesiones marcadas
como 3, 4,5 06 del codigo ICDAS para representar el “C/c” del CAOS/caos. Los codigos

ICDAS con respecto a las restauraciones se consideraron “O/0”, excepto los selladores
150

Se eligid el componente “C/c” cuando se registro una lesion valorada entre el 4 y 6 y una
obturacién en el mismo diente. Sin embargo, cuando la lesion cariada era valorada de 1 a

3y presentaba una obturacion, el diente se califico como “O/o0”.

En nuestro protocolo tuvimos en cuenta los dientes ausentes debido a caries a pesar de la
dificultad descrita en la literatura de distinguir entre los dientes extraidos debido a caries
y los que se han exfoliado naturalmente 1“8, El cddigo 97 constituy6 el indice “Afa” **°.
Los dientes ausentes debido a caries recibieron un factor de correccion de 3 superficies.
Es decir, un diente perdido por caries se valoré como 3 superficies de “A/a” en el recuento
de CAOS/caos .
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4.2.3. PROTOCOLO DE ESTUDIO DEL OBJETIVO ESPECIFICO 2

“Estudiar la efectividad de MI VarnishTM y Clinpro™ White Varnish, aplicados
trimestralmente durante un afio, en la reduccion del indice de placa.”

El indice de placa fue evaluado con el gel revelador de placa Tri Plaque ID Gel™. Su
mecanismo de accidn se basa en la respuesta selectiva al pH de los diferentes colorantes

que contiene: rosa de Bengala, azul brillante de Coomassie y azul brillante FCF.

La placa tefiida se muestra en tres tonos:

e Rojo/rosaceo: el caso de la placa nueva ya que la biopelicula es escasa.

e Azul/violeta: placa antigua (mas de 48 horas). La biopelicula esta madura
y su estructura es densa, por lo que los pigmentos azul y rojo quedan
atrapados y le da un color mas intenso.

e Azul/claro: placa con riesgo alto de caries. La sacarosa que contiene el gel
revelador se metaboliza por bacterias acidogénicas dentro de la biopelicula
de la placa. El acido resultante producido reduce el pH de la placa (<pH
4.5) y esto hace que el pigmento rojo desaparezca y le dé un color azul

claro.

Hemos utilizado la modificacion de Turesky del indice de placa de Quigley y Hein
(Turesky QH PI) 152, Mediante este indice se valora el area cubierta por placa de las
superficies vestibular y lingual tefiidas y se puntta de 0 a 5 segun el grado de extensién
(Tabla 1V; Figura 18). Para fines de puntuacion, cada diente se dividié en seis areas:
tercio cervical, tercio medio y tercio incisal de la parte vestibular y tercio cervical, tercio
medio y tercio incisal de la parte lingual. La puntuacién se obtuvo sumando los indices

de cada diente y dividiendo por el nimero total de dientes examinados.
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Puntuacion | Criterios

0 Sin placa.

1 Manchas separadas de placa en el margen cervical del diente.

5 Una delgada banda continua de placa (hasta un mm) en el margen
cervical del diente.

3 Una banda de placa mas ancha que un mm pero que cubre menos
de un tercio de la corona del diente.

4 Placa que cubre al menos un tercio pero menos de dos tercios de la
corona del diente.

5 Placa que cubre dos tercios 0 mas de la corona del diente.

Tabla 1V. Valoracion del Inidice Turesky QH PI. https://www.mah.se/CAPP/Methods-and-Indices/Oral-
Hygiene-Indices/Quigely-Hein-Index-modified/

& F A 4 A \i el
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Figura 18. Método de puntuacién de la presencia de placa. Fuente: Cugini, Maryann & Thompson,
Maureen & Warren, Paul. (2006) .
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4. MATERIAL Y METODOLOGIA

Hemos introducido un indice propio que denominamos indice de maduracion y acidez de
la placa (IMAP). Este método nos permite determinar de forma numérica la placa
reciente, madura o &cida y clasificarlo en cuatro grados de 0 a 3 de acuerdo a la coloracion
que proporciona el Tri Plaque ID Gel™ (Tabla V; Figura 19).

0 Sin placa.

1 Placa reciente de color rosa/rojo.

2 Placa madura de color azul/parpura.
3 Placa &cida de color azul claro.

Tabla V. Escala sugerida para la valoracion del IHO.

1 .."‘.'.
po o ’&‘
iy 5 * 1

Figura 19. Valoracién de uno de los pacientes mediante el indice IMAP.

En el caso de que hubiese simultaneamente placa madura y placa &cida se cuantificé con
la puntuacion mas alta, es decir, 3.

El IMAP se calcul6 a través de la suma de los grados de todos las superficies dividido por

el nimero de superficies examinadas.
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4.2.4. PROTOCOLO DE ESTUDIO DEL OBJETIVO ESPECIFICO 3

“Evaluar la eficacia de MI VarnishTM y Clinpro™ White Varnish, aplicados

trimestralmente durante un afio, en el incremento del pH salival.”

Las muestras se descongelaron, se agitaron con el agitador a 2.350 rpm durante 20
segundos a una temperatura de 20°C (TTS 2 Labword Yellow Line, Bélgica) y se llevaron
a tubos Eppendorf codificados. Preparamos el reflectdmetro RQflex® 10 para medir el
pH, se tomaron 20ul, evitando las pequefias aglomeraciones en suspension, y lo vertimos
en la zona reactiva de las tiras de ensayo de pH (Cod. 1.16996.0001; rango de 4,0-9,0
mg/l). Dejamos que se escurriese cuidadosamente el exceso de liquido sobre un papel
absorbente. A continuacion se introdujo la tira reactiva en el reflectometro. El tiempo de

reaccion fue de 10 segundos.

4.2.5. PROTOCOLO DE ESTUDIO DEL OBJETIVO ESPECIFICO 4

“Analizar la influencia de MI VarnishTM y Clinpro™ White Varnish, aplicados

trimestralmente durante un afo, sobre los niveles de 4cido lactico salival.”

Las muestras se descongelaron, se agitaron a 2.350 rpm durante 20 segundos a una
temperatura de 20°C (TTS 2 Labword Yellow Line, Bélgica) y se llevaron a tubos
Eppendorf codificados. Preparamos el reflectometro RQflex® 10 para medir el lactato, se
tomaron 2x20ul, evitando las pequefias aglomeraciones en suspension, que se colocaron
en las zonas reactivas tira de ensayo de acido lactico (Cod. 1.16127.0001; rango de 1,0—
60,0 mg/l). Dejamos que se escurriese cuidadosamente el exceso de liquido sobre un papel
absorbente. A continuacion se introdujo la tira reactiva en el reflectometro. El tiempo de

reaccion fue de 7 minutos.

Las tiras reactivas se conservaron siempre en recipiente cerrado entre +2 y +8 °C. Las
zonas de reaccion fueron protegidas de la luz ya que son fotosensibles. Cuando el valor
de medicion fue superior (en la pantalla aparecia HI) o inferior (en la pantalla aparecia

LO) al intervalo de medida el resultado se desechd.
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4.2.6. PROTOCOLO DE ESTUDIO DEL OBJETIVO ESPECIFICO 5

“Examinar el efecto de MI Varnish™ vy Clinpro™ White Varnish, aplicados
trimestralmente durante un afo, sobre la concentracion de Fluor, Calcio, Fosfato y

elementos traza de la saliva.”

A. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE FLUOR

La determinacién de fluor fue realizada con un electrodo ion-especifico (Orion 9609
BNWP, Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, USA), acoplado a un analizador de iones
(Orion EA-940 Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, USA).

El electrodo fue previamente calibrado con soluciones estandar desde 0.125 a 4.0 ppm F,
mezclando 1mL de cada solucion estandar con 1mL de TISAB Il (Hanna Instruments,
Woonsocket, Rhode Island, USA) (1.0 M acetate buffer pH 5.0, 1.0 M NaCl and 0.4%
CDTA). Las muestras de saliva fueron taponadas con una solucion de TISAB |1 al 50%
(mezclamos 1mL de cada muestra de saliva con 1mL de TISAB 11). Antes de cada una de
las lecturas las muestras fueron agitadas con una vibradora (Classic Vortex Mixer, Velp
Scientifica, Italia). Los resultados la lectura se recogieron en mV y se convirtieron a

mgF/L (ppm F) gracias a la curva de calibracion.

B. DETERMINACION DEL ANALISIS DE METALES PESADOS:
CALCIO, FOSFATO E IONES TRAZA DE LA SALIVA

El analisis de metales pesados se realiz6 mediante Espectrometria de masas con plasma
de Argén inductivamente acoplado (ICP-MS, Agilent modelo 7900, Agilent
Technologies Inc.; CA; EEUU). Para la calibracion se empled una disolucién estandar
multielemental ICP (Na, Mg, Al, P, K,Ca, Cr, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, As, Cd, Ba y Pb)
CertiPUR® (AISBL, Bruelas, Bélgica) y como estdndar interno una disolucion
multielemental conteniendo Sc, Ga, Ge, Rh e Ir CertiPUR®, (AISBL, Bruelas, Belgica).
Para almacenar los reactivos, disoluciones estandar y muestras se emplearon tubos de

polietileno (PE).

Para la preparacion de las muestras se tomaron 100 uL de cada muestra de saliva y se
diluyeron hasta 1 mL con una disolucion de HNO3z suprapura (Sigald®, Steinheim,
Alemania) al 2% en agua ultrapura Milli-Q® Reference A+, (Merck Milipore, Darmstadt,
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Alemania). Las muestras fueron llevadas al automuestreador del espectrometro e
introducidas en su interior por el impulso de una bomba peristaltica, donde fueron
atomizadas, ionizadas, y los iones generados detectados y cuantificados mediante un

espectrometro de masas.

Los isétopos seleccionados para cada una de las muestras de saliva estudiadas fueron los
siguientes: 2Na, 2*Mg, #’Al, 3'P, ¥K,*Ca, *2Cr, **Mn, *’Fe, *°Co, ®*Cu, %Zn, As, *!Cd,

137Ba y ZOSPb.

4.2.7. PROTOCOLO DE ESTUDIO DEL OBJETIVO ESPECIFICO 6

“Evaluar el efecto de MI VarnishTM y Clinpro™ White Varnish, aplicados
trimestralmente durante un afio, sobre el recuento bacteriano total de saliva total no

estimulada.”

Las muestras y datos de pacientes incluidos en este estudio fueron proporcionados por el
Biobanco en Red de la Region de Murcia (PT13/0010/0018; PT17/0015/0038), integrado
en la Red Nacional de Biobancos (B.000859), con la aprobacion de sendos Comités Etico

y Cientifico, y han sido procesados siguiendo procedimientos normalizados.

A. EXTRACCION DE ADN

Se centrifugaron 2 ml de muestra de saliva a 4000g durante 20min y el sedimento, junto
con 250-500 pL del sobrenadante, que se usaron para un analisis adicional. EI ADN se
aislo con un equipo Maxwell® Cat. #AS3000, (Promega Corporation, Madison, EEUU),
utilizando el kit de aislamiento de AS1290 LEV Blood DNA Kit de Maxwell® (Promega
Corporation, Madison, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN se leyo
por fluorimetria en el equipo Fluorimetro Quantus™ (Promega Corporation, Madison,
EEUU) con el Sistema QuantiFluor® ONE dsDNA, (Promega Corporation, Madison,
EEUU).
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B. ANALISI§ CUANTITATIVO EN TIEMPO REAL DE LA
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (QPCR) Y EL
RECUENTO BACTERIANO

Se realizé el analisis cuantitativo del recuento bacteriano en muestras de saliva mediante
gPCR usando primers universales sobre el gen ribosomico 16S con alta tasa de cobertura

en todas las bacterias. La secuencia de los primers utilizados fueron:

e 16SU515F 5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’
e 16SU789R 5-GCGTGGACTACCAGGGTATCT-3'

Cada mezcla de reaccion de 10,5 ul estaba compuesta por SYBR Premix Ex Taq Il
TaKara (Takara Bio Europe SAS, Saint-Germain-en-Laye, Francia) en un volumen final
de 10 pl, con una concentracion de los primers a 450 nM y 0,5 ul de ADN molde usando
el equipo QuantStudio™ 5 (Applied Biosystem, Foster City, California, Estados Unidos)
con el siguiente protocolo: un paso inicial de 30 segundos a 95°C, y 40 ciclos de 10
segundos a 95°C, 20 segundos a 58°C y 25 segundos a 72°C. Todas las amplificaciones
se realizaron por duplicado. La concentracion bacteriana en cada muestra se calculo por
comparacion con los valores de Cp (o Ct) obtenidos de las curvas estandar, segun la

siguiente ecuacion (Ecuacion 1):

Cp-b
Curva estandar = M

Ecuacion 1. Calculo de curva estandar donde Cp o Ct es el ciclo a partir del cual la fluorescencia es
estadisticamente significativa por encima del ruido de fondo, b es “intercept” y -m es la pendiente de la
curva estandar.
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4.2.8. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de este estudio se llevd a cabo mediante el programa SigmaStat 3.5
statistical software package (Systat Software Inc., Point Richmond, CA, USA). Los
valores se expresan como media + desviacion estdndar (X = EE). Se realiz6 un test de
Kokmogorov-Smirnov para determiner la normalidad y un test de Levene para la igualdad

de varianzas.

Hemos relizado una estadistica descriptiva de todas las variables en los tres grupos del
estudio antes de realizar las pruebas inferencia estadistica para estudiar el
comportamiento de nuestros grupos experimentales y contrastar nuestra hipotesis. Para
determinar la existencia de diferencias entre los tres grupos en el sexo se ha utilizado una
Chi-Cuadrado de Pearson y en la edad un test de Analisis de Varianza Simple (ANOVA).
Para conocer si hubo diferencias, dentro de cada grupo, en la distribucién de la edad segun

el sexo hemos utilizado un test de Mann-Whitney.

A. ANALISIS DE LOS INDICES DE CARIES

Para detectar diferencias en el comportamiento del CAOS vy del caos entre los distintos
grupos en un mismo tiempo se realizé un test de varianza simple cuando hubo normalidad

y homogeneidad de varianzas o un test de Kruskal-Wallis cuando no las hubo.

Para detectar diferencias entre los tiempos TO y T4 dentro de un mismo grupo se realiz
una T de Student pareada cuando hubo una distribucion normal y un test de Wilcoxon

cuando no la hubo.

La estadistica del CAQOS solo se realiz6 con aquellos pacientes que presentaron denticion

permanente en el TO.
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B. ANALISIS DE LOS INDICES DE HIGIENE ORAL

Para determinar si hubo diferencias en los valores basales de los indices IMAP y Turesky
entre los tres grupos de estudio se realizé un test de varianza simple. Para estudiar el
efecto que las intervenciones dentro de cada grupo a lo largo del tiempo de seguimiento,
cuando hubo normalidad y homogeneidad de varianzas, se realizo un test de varianza
simple de medidas repetidas junto con un test de Duncan para detectar las diferencias dos
a dos. Cuando no hubo normalidad y homogeneidad de varianzas se realizd un test de
varianza de medidas repetidas sobre rangos y un test de Tukey para detectar las

diferencias dos a dos. Se establecieron las diferencias significativas para una p<0,05.

C. ANALISIS DE pH, ACIDO LACTICO e IONES

Las diferencias de las concentraciones de los elementos traza, pH y &cido lactico entre los
tiempos TO, T1, T2, T3 y T4 se determinaron con un analisis de varianza simple de
medidas repetidas. Cuando hubo diferencias entre los tiempos las comparaciones dos a

dos se realizaron con el test de Holm-Sidak.

Para detectar si hubo diferencias entre los tres grupos en un mismo tiempo en las
concentraciones de fluoruro se utiliz6 un test de varianza simple. Para analizar la
evolucion de las concentraciones de fldor entre los tiempos TO y T4 dentro de un mismo
grupo se utilizé una T de Student pareada cuando hubo normalidad y un test de Wilcoxon

cuando no la hubo. Se considero significativa una p<0.05.

D. ANALISIS DEL RECUENTO BACTERIANO

Para determinar la influencia de los barnices en el analisis cuantitativo del recuento
bacteriano entre los tiempos TO y T4 dentro de un mismo grupo se utilizé una T de Student
pareada cuando hubo normalidad y un test de Wilcoxon cuando no la hubo. Para detectar
si hubo diferencias entre los tres grupos en un mismo tiempo se ha utilizado un test de
Kruskal-Wallis al no haber normalidad en la muestra. Se considerd significativa una
p<0.05.
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E. CORRELACION DE LOS ELEMENTOS ESTUDIADOS

Hemos realizado un test de correlacién de Pearson entre las siguientes variables del
estudio: valores de pH, acido lactico, valores de caos y CAOS, indices de Turesky e IMAP

y recuento bacteriano total, todas ellas en los tiempos 0 y 4.
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RESULTADOS

5.1. MUESTRA

e los 80 pacientes revisados inicialmente s6lo 58 cumplieron los criterios de
inclusion (Figura 20). Tras la aleatorizacion 18 fueron asignados al grupo
control, 19 al grupo Clinpro y 21 al grupo MI. De estos, un total de 25 nifios
se perdieron a lo largo del estudio. De los 33 pacientes que finalmente acabaron el estudio

pertenecieron 12 al grupo Control, 10 al grupo Clinpro y 11 al grupo MI.
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5. RESULTADOS

Pacientes revisados (n=80)

Excluidos (n=22)

* | tenia un sindrome

* 2 eran alérgicos a la proteina lactea

* 4 eran portadores de aparatos ortodoncicos
* 6 recibieron flior hacia menos de 6 meses
= 9 rechazaron participar

Aleatorizados (n=56)

[

! l _ }

19 asignados al grupo de .
18 asignados al grupo control| | intervenciéon Clinpro White 2 1 aSIgna‘(f’los al grupo.de
Varnish intervencion MI Varnish
l l . 8 pérdidas d
o1 i o1 . pérdidas de seguimiento
6 pérdidas de seguimiento | ‘ 9 pérdidas de seguimiento ‘ 2 intervcnciér} interrumpida

_ : , ¥
12 completaron el seguimiento | 10 completaron el seguimiento

11 completaron el seguimiento
durante 1 afio ‘ durante 1 afio

durante 1 afio

Figura 20. Registro en el estudio y aleatorizacion

5.1.1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

Las caracteristicas basales de sexo, edad, edad por sexo y CAOS/caos de los tres grupos
fueron similares (Tabla V1). La distribucién por sexo es equilibrada en el conjunto de la
muestra seleccionada para analisis de los cuales 16 fueron nifias y 17 nifios con una edad
media de 7.09 £ 2.55 (intervalo de edades 4-12 afios). El CAOS fue superior en el Grupo

Clinpro de manera significativa (p = 0,039).

Caracteristicas Grupo Grupo Clinpro Grupo Ml Andlisis

Control estadistico

Demograficas

Edad - afios 6,91 + 2,59 7.6+2.36 6.81 £ 2,63 p=0,766 @
Sexo — Edad
e Nifias 8 (6,12+2,36) | 4 (6,25+ 1,26) 4 (6,00 + 2,16)
e Nifios 4 (8,50+£3,51) | 6(8,50 +2,59) | 7 (7,29 +2,93)
p=0,214 # p=0,171# p=0,527 #
Tabla VI. Caracteristicas demogréaficas de los pacientes (media + DE). @: test de varianza simple. #: test
de Mann-Whitney. $: test Chi-cuadrado.

p=0,283 $
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5. RESULTADOS

5.2. RESULTADOS

5.2.1. RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO 1
INDICE DE CARIES

Los efectos observados de cada uno de los barnices sobre los indices de caries son

diferentes y pasamos a describirlos a continuacion.

A. caos

La Tabla VII y Figura 21 expresan los indices caos en los diferentes grupos donde se
puede observar el elevado numero de superficies careadas iniciales que disminuye en el
T4 a favor del nimero de restauraciones realizadas. Un participante en el grupo clinpro

fue excluido del andlisis debido a la falta de dientes temporales en el T4.

Ccaos
Basal (T0) : 12 meses (T4) | Andlisi
. Car. | Aus. | Obt. . Car. | Aus. | Obt. | estadistico
Promedio e R Promedio T4 | T4 | Ta
Control 18,8+10,8 | 10,33 0,5 1,33 17,8 +21,5 0,75 | 1,75 9 p=0,765 +

Clinpro 276+185 | 14,2 18 07 | 37,6+21,6() | 000 | 533 | 12,66 p=0,191 +

MI 202+152 | 1345 | 027 | 082 27,2215 663 | 081 | 7,54 p=0,387 ¢
Analisis | 93530 p=0,032 t
estadistico

Tabla VII. caos (media + desviacion estandar) y superficies dentarias careadas, ausentes y obturadas.
(media). +: test de Wilcoxon. ¢: T de Student pareada. @: test de varianza simple. t: test de Kruskal-Wallis.
o:vs grupo control.
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caos
70
60 =
50 -
40 [
30 — T I
20 I — —
10 —— | I - .
0 L
Control Clinpro MI
Basal (T0) 12 meses (T4)
Figura 21. Evolucion del caos entre TO y T4 para cada grupo de barnices.
B. CAOS

La Tabla VIII y la Figura 22 exponen los indices CAOS de nuestra muestra. Tanto en
el grupo clinpro como en el grupo Ml el CAOS fue mas elevado en el TO que en el T4

mostrando una tendencia decreciente mayor en el grupo Clinpro.

Sin embargo, el grupo control parte de un CAOS 0,37+1,32 y, aunque la oscilacion no es
estadisticamente significativa en el T4, no se puede interpretar como un dato positivo ya
que se observa un aumento del indice CAOS (0,89+1,79) .

CAOS
Basal (TO) 12 meses (T4) AiETe
c Car. Obt. : Car. | Aus. | Obt. | estadistico
Promedio To | AusTO | SO Promedio T | 14 | Ta
Control 0,37 +1,32 0,46 0 0,1 0,89+1,79 0,00 0 1,77 p=1,00+
. 3,70+3,38
Clinpro 2,2 0 0 2,02¢2,41 | 0,14 0 0,91 p=0,151q
(a)
MI 1,94 + 2,89 1,55 0 0,3 1,3442,05 0 0 1,37 p=0,541
Analisis
estadistico p=0,039 p=0,766
1.

Tabla VIII. CAOS (media * desviacion estandar) y Superficies dentarias careadas, ausentes y obturadas
(media). +: test de Wilcoxon. {: T de Student pareada. T: test de Kruskal-Wallis. a:vs grupo control.
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CAOS
7
6
5
4
3 T
2 T
1 I L — ‘ —
0 -
Control Clinpro MI
Basal (TO0) 12 meses (T4)

Figura 22. Evolucion del CAOS entre TO y T4 para cada grupo de barnices.

5.2.2. RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO 2:
INDICES DE HIGIENE

Los valores basales del indice de Turesky (Tabla 1X) fueron similares en los tres grupos
(p=0,057). Se observd un descenso significativo de los valores del indice de Turesky a lo

largo del seguimiento en los tres grupos de estudio.

Los valores de IMAP (Tabla IX) no mostraron diferencias basales (p=0,102).
Observamos una reduccién significativa en los valores del indice IMAP en todos los

tiempos de intervencion respecto de los valores basales en los tres grupos.

Comparando la ratio calculada de reduccién de placa, “Greater Plague Reduction Score”
154 en el grupo Clinpro se observd una mayor reduccion tanto en el indice Turesky QH Pl
2.59 veces (160%) como en el indice IMAP 1,54 veces (54%) respecto al grupo control.
El grupo MI consiguio reducir 1.84 veces (84%) el indice Turesky QH Pl y 1.18 veces
(18%) el indice IMAP respecto al grupo control (Tabla 1X).
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Turesky QH PI
Basal 3 meses | 6 meses | 9 meses | 12 meses | Greater Analisis
(TO) (T1) (T2) (T3) (T4) Plaque estadistico
Reduction
Score
(Ratio, %)
154
1,15+ 0,41 1,30+ 0,60 1,42+ 0,71
Control 1,99+ 0,54 | 1,64+0,65 a,b a a p=0,002 *
. 1,46+ 0,66 | 1,28%0,66
Clinpro 2,76+ 0,89 | 1,74+0,555 | 1,77+0,45 a a 2,59X;160% | P<0,001 %
1,74+ 0,65 | 1,43+0,62 | 1,27+0,55 | 1,18+0,27
MI 2,23+ 0,74 a a cab ab 1,84X; 84% p<0,001*
IMAP
0,33+0,08 | 0,28+0,07 | 0,32+0,06 | 0,28+0,08 .
Control 0,39+ 0,10 a a a a p=0,002
. 0,40+ 0,13 | 0,40+0,13 | 0,37+0,11 | 0,32+0,12 1,54 X;
+ i) i) ) i) » ) *
Clinpro 0,49+ 0,10 ac ac a a (54%) p< 0,001
0,36+ 0,11 | 0,32+0,07 | 0,28+0,06 | 0,33%0,06
MI 0,46+ 0,13 a a ab a 1,18X; (18%) P<0,001*

Tabla IX. Turesky QH Pl e IMAP a lo largo de las diferentes fases para cada grupo de estudio. *: test de
varianza simple de medidas repetidas mas test de Duncan. &: test de varianza simple sobre rangos de
medidas repetidas mas test de Tukey. a: p<0,05 respecto del valor basal (T0). b: p<0,05 respecto del valor
a los 3 meses (T1). c: p<0,05 respecto del valor a los 12 meses (T4). “Greater Plaque Reduction Score”
Ratio = {[(reduccion de placa total en grupo de intervencion TO — T4) - (reduccion de placa total en grupo
de placebo TO — T4)]/(reduccidn de placa total en grupo de placebo TO — T4 )}. % = 100 x {[(reduccion de
placa total en grupo de intervencién TO — T4) - (reduccién de placa total en grupo de placebo TO -
T4)]/(reduccion de placa total en grupo de placebo TO — T4)}.

5.2.3. RESULTADOS ESPECIFICO  3:

pH

DEL  OBJETIVO

El pH basal fue similar en todos los grupos de estudio. Tras la intervencion, todos los
grupos mostraron un incremento progresivo, aunque no significativo, con pequefias

variaciones (Tabla X; Figura 23).

pH
Basal 3 meses 6 meses 9meses | 12 meses | Analisis
(TO) (T1) (T2) (T3) (T4) estadistico
*
Control 7,691+0,277 | 7,892+0,312 | 7,767+0,246 | 7,858+0,345 | 7,850 +0,390 p=0,388
Clinpro 7,689+0,293 | 7,650+0,295 | 7,470+0,683 | 7,610+0,396 | 7,710+0,325 p=0,564
Mi 7,627+0,329 | 7,682+0,402 | 7,718+0,309 | 7,945+0,370 | 7,800 + 0,286 p=0,079

Tabla X. Concentraciones de pH a lo largo de las diferentes fases para cada grupo de estudio. *: Analisis
de varianza simple de medidas repetidas.
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pH

8
7,8
7,6 '\“'\\./l/.
7,4
7,2

7

BASAL (T0) 3 MESES (T1) 6 MESES (T2) 9 MESES (T3) 12 MESES (T4)

Control —#— Clinpro MI

Figura 23. Evolucion del pH a lo largo de las diferentes fases de estudio para cada grupo de barnices.

5.2.4. RESULTADOS ESPECIFICO  4:

ACIDO LACTICO

DEL  OBJETIVO

Los grupos Clinpro y Control presentaron una concentracion basal de acido lactico
similar, mientras que la del grupo MI fue ligeramente mayor. Tras 12 meses de
seguimiento, hubo un descenso de acido l4ctico, que no fue significativo en ningin grupo.
El grupo Control fue el grupo que mayor descenso de acido lactico present6. (Tabla XI;
Figura 24).

ACIDO LACTICO (mg/L)

Basal 3 meses 6 meses 9 meses 12 meses Andlisis
(TO) (T1) (T2) (T3) (T4) estadistico
*
Control 19,289+15,332 13,978 £9,415 | 21,036+x17,990 | 22,630+16,428 8,438+5,903 p=0,098
Clinpro 19,275+10,584 | 26,825+16,797 | 32,712+20,395 | 21,114+17,635 | 18,417+17,425 p=0,224
MI 24,362+16,195 | 23,137+18,911 | 27,200+£16,339 | 14,930+11,224 | 22,089+12,714 p=0,471

Tabla XI. Concentraciones de Acido Lactico (mg/L) a lo largo de las diferentes fases para cada grupo de
estudio. *: Andlisis de varianza simple de medidas repetidas.
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ACIDO LACTICO

37

30
23 A— r///‘\ .

16 -~

/A

BASAL (TO0) 3 MESES (T1) 6 MESES (T2) 9 MESES (T3) 12 MESES (T4)

Control Clinpro —&— MI

Figura 24. Evolucion del acido lactico a lo largo de las diferentes fases de estudio para cada grupo de
barnices.

5.2.5. RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO 5:
ELEMENTOS TRAZA

Se detectaron concentraciones de los iones *Na, *°K, ?*Mg, **Ca, y 3'P en el rango de
100-1200 ppm. °’Fe, 2’Al y %6Zn presentaron concentraciones en el rango 100-700 ppb.
®3Cu, ®Mn y ¥"Baen el rango de 10-100 ppb y *2Cr, *°Co, °As, 1*1Cd, y 2°®Pb en el rango
de 0.1-10 ppb.

Solo se alcanzaron diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones de
24Mg en el grupo Control entre los tiempos TO, T1y T2 frente a T3, y T1 frente a T4; 3P
en el grupo Control entre TO frente a T1, T2, T3y T4y %Zn en los tiempos T3 y T4 frente
al TO del grupo Control (Tabla XI1).

El resto de los elementos traza estudiados 2*Na, 2’Al, 3K, #4Ca, 2Cr, %*Mn, °"Fe, >°Co,
3Cu, "As, Cd, 1¥'Ba, 2%®Pb y °F no modifico su concentracion a lo largo del estudio

en ninguno de los grupos (Tabla XI11)
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CLINPRO
T0 T1 T2 T3 T4 T0 T1 T2 T3 T4 T0 T1 T2 T3 T4
6033+ | 5679+ | 4197%
MAGNESIO | 5964+ | * 000 1550 1g75 | 4763+ | 5176+ | 5490+ | 5955+ | 4,601+ | 5349+ | 5099+ | 5620+ | 6039+ | 5177+ |4834%
(ppm) 2530C | 4 A b 1,868 1,727 3,819 2,363 2,231 2612 | 1644 | 2271 | 3399 2,625 1,969
205,273
FOSFORO  |£78814| 105107 | 198390+ | 165450+ | 172,776+ | 178,866+ | 202,141+ | 201,007+ | 198,657 + | 180379+ | 175243 | 189,651 | 185310+ | 199,371+ | 172743
(ppm) a,b,c, | £59,206 | 65518 52551 | 67,742 | 45689 52,828 62726 | 55295 | 52449 |+88002|+56,666| 68068 | 147554 | o oo
q :
377632 | 358914
ZINC (ppb) 097063 | 511339 | 428,145+ | Jome 3as | 209153 | 360907+ | 497,673+ | 283,983+ | 436,796+ | 246976+ | 2170 | 297099 617 446+ | 5o+ | 30024
431615 | 202048 | 166827 f f 100713 | 527331 | 138173 | 493820 | 155103 | oo | ooy, | 759010 | 281762 | oo

Tabla XI11. Elementos traza con diferencias significativas p<0.05: a: vs T1; b: vs T2; ¢: vs T3; d: vs T4; f: vs TO. ppm= mg/L; ppb=ng/L
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CLINPRO
TO T1 T2 T3 T4 T0 T1 T2 T3 T4 TO T1 T2 T3 T4

Y 7691t | 7892+ | 7,067 | 7858t | 7850+ | 7689t | 7650+ | 7470+ | 7,610+ | 7,710+ | 7,627+ | 7,682+ | 7,718+ | 7,945% | 7,800
P 0277 | 0312 0,246 0,345 0,390 0,293 0,295 0,683 0,396 0,325 0,329 0,402 0,309 0,370 0,286
ACIDO | 19289+ | 139078+ | 21,036t | 22630+ | 8438+ | 10275+ | 26825t | 32712: | 21114+ | 18417+ | 24362 | 23137¢ | 27,200+ | 14,930t | 22,089
L) 15332 | 9415 17,990 16,428 5,903 10,584 16,797 20,395 17,635 17,425 16195 | 18911 | 16339 | 11224 | 12714
sopio | 2819 | 201505+ | 218480+ | 173,850+ | 240,168+ | 225429+ | 215008+ | 224,836+ | 220662+ | 212320+ | 160551+ | 181645+ | 204946+ | 169328+ | 162,175+
(ppm) 139716 | 66288 | 170801 | 85649 | 135068 | 147,144 | 171809 | 124393 | 180556 | 111,239 | 70881 | 79014 | 100,158 | 82909 | 74,268
ALUMIN | 333208 | 934430+ | 101,004+ | 180855+ | 293,447+ | 186,702+ | 211,754+ | 513260+ | 180783+ | 214,838+ | 352480+ | 238,117+ | 327611+ | 227,774+ | 230263
10 (pb) | ygoey | 132795 | 123028 | 111019 | 345301 | 88419 | 142646 | 782415 | 89,185 | 209,433 | 333027 | 162809 | 273735 | 189359 | 106,472
POTASI 10f5;74 993,496 + | 1002,781 + | 920,151+ | 957,936 + | 936,678 + | 1057,216 + | 1055,634 + | 1105300+ | 1008175+ | 936,756 | 981,274 + | 964,686 + | 929,090 + | 937,495 +
OGpm) | p7p1qg | 180808 | 221995 | 153085 | 228272 | 184584 | 289,940 | 290046 | 262,103 | 213882 | *192,816 | 206305 | 215792 | 254,008 | 132456
CALCI |94786+| 88603+ | 92572+ | 61,407 | 70536+ | 88,898+ | 73,684 66,012 58324 | 59406+ | 73989+ | 77078+ | 83883+ | 84379+ | 78395+
O@pm | 35781 | 26,733 35049 | 21515 | 24694 | 43968 | 30,781 | 31476 | 17,708 | 24,819 36,378 | 20440 | 68376 | 41,876 | 24,987
CROM | 4013% | 2295+ | 1435+ | 1560+ | 2458+ | 1218+ | 2,254% | 3445 | 4537t | 1871+ | 2082% | 2750+ | 2933% | 6546 | 2,787¢
O@ph) | 6785 | 1404 1,072 1,616 3,103 1473 2,320 4,317 6,220 3,653 1,100 2,905 2,385 13,866 3,289
MANGA | 55650+ | 49281+ | 60,706+ | 48331+ | 53574 | 47842+ | 50339+ | 40063+ | 41016+ | 39694+ | 42251+ | 50519 | 52462+ | 53124+ | 51673+
g&fo 32,229 | 30,059 21,520 26,383 | £31,954 | 32,057 42,555 28,127 25,129 28,462 31,501 | +20,276 | 41,509 | 27,774 | 17,636
HIERR | 147952 | 147144+ | 164,172+ | 140,449+ | 186,385+ | 103283+ | 151232+ | 166,435+ | 105924+ | 122,435+ | 142,072+ | 150,262+ | 220,809+ | 155368+ | 164,515+
O(pt) |*90,313| 88435 88,824 | 117,831 | 169,798 | 49,763 | 105901 | 185257 | 73,330 92,716 9308l | 125766 | 188,328 | 116,249 | 94,194
COBAL | 1,646% | 2112+ | 1994+ | 1,899+ | 1903+ | 1421+ | 1,300+ | 1336+ | 1439t | 1329% | 1157+ | 1289+ | 1359+ | 1127+ | 1187%
TO@eph) | 0889 | 1621 1,072 0,999 1,514 1,170 1,026 0,916 0,920 1,040 0,858 1,163 1,209 1,241 0,947
COBRE [70412+| 70,833+ | 50914+ | 63243 | 52,858+ | 32533+ | 68,003+ | 61,914% | 44274t | 39072+ | 34676+ | 54865+ | 96,771+ | 44290+ | 118943
(ppb) | 59,314 | 46,034 25602 | +61,103 | 59,830 | 24,889 | 135975 | 42,271 38,882 56,660 19508 | 34,184 | 84,260 | 45844 | 283883
ARSENI | 2009 | 1923 2090 | 239613 | 2,691 2,566 2,491 2466+ | 2549+ | 2281+ | 1,843+ | 1759+ | 1,889+ | 1,966+ | 2,131%
CO (ppb) | +1,452 | 1,396 +1,631 97 +1534 | +1339 | +1233 1,053 1,253 1,246 1,543 1,512 1,496 1,568 1,613
CADMI | 0,698% | 0853+ | 0437+ | 0669:05| 0698+ | 0359+ | 0612+ | 1503+ | 0483+ | 0347+ | 0337+ | 0384+ | 0605+ | 0313+ | 0816
O@et) | 0677 | 1405 0,360 22 0,677 0,543 0,735 3,908 0422 0421 0,283 0,276 0,792 0,181 0,784
BARIO |21002+| 19456+ | 12,753+ | 17,328+ | 21246+ | 8790% | 12096+ | 11,900+ | 12,707+ | 10,016 | 19,181+ | 13971+ | 21576+ | 19,095+ | 17,238 %
(ppb) 14,780 | 11,772 6,548 26,994 | 30,018 5,546 9,927 15,873 9,965 8,097 11,538 7,363 19071 | 17,679 | 15998
PLOMO |17,077+| 6,140+ | 3,054+ | 2423+ | 6356+ | 4,252+ | 12,496+ | 3499+ | 1114+ | 3801+ | 5943+ | 2688+ | 6397+ | 2739+ | 436l
(ppb) 11,782 | 9,077 5,685 4,086 9,687 8,489 29,752 8,701 1,427 7,776 9,236 2,487 7,296 3,024 9,152
FLUOR | 0,0467+ ] ] ] 0,0617+0, | 0,0560 + ] ] ] 0,0660 | 0,0540+0, ] ] ] 0,092010,
(opm) 0,0186 0286 0,0434 +0,0261 0152 0409

Tabla XI111. Elementos traza salivares analizados sin significacion estadistica p<0.05. ppm= mg/L; ppb=ng/L.
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A. MAGNESIO

En el grupo Control los valores *Mg se redujeron de forma significativa, alcanzando la

menor concentracion a los 9 meses. En los grupos de barniz la concentracion de Mg no

se modifico a lo largo del seguimiento (Tabla XIV; Figura 25).

MAGNESIO (ppm)
3meses | 6 meses | 9meses | 12 meses Analisis
Basal (T0) .
(T1) (T2) (T3) (T4) estadistico *
5,964 + 2,530 5,679 £1,550 | 4,197 + 1,875 P<0,001
Control 6,033+ 1,878 * 4,763 + 1,868 )
d cd d
. P=0,740
Cllnpro 5176 +1,727 5,490 + 3,819 | 5,955+ 2,363 | 4,691 + 2,231 5,349 £ 2,612
P=0,744
|\/|| 5,099 + 1,644 5,620 +2,271 | 6,039 +3,399 | 5177 +2,625 4,834 + 1,969

Tabla XIV. Concentraciones de Magnesio (ppm) a lo largo de las diferentes fases para cada grupo de
estudio. *: test de varianza simple de medidas repetidas mas test de Holm-Sidak. ¢: p<0,05 vs T4. d: p<0,05.

MAGNESIO

e

—=u

N W S U1 O 3

BASAL (T0) 3 MESES (T1) 6 MESES (T2) 9 MESES (T3) 12 MESES (T4)

Control Clinpro —#—MI

Figura 25. Evolucion del magnesio a lo largo de las diferentes fases de estudio para cada grupo de barnices.
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B. FOSFORO

El grupo control experimentd una disminucion progresiva y estadisticamente significativa

a lo largo de todo el seguimiento. Los grupos donde se aplicd barniz no alteraron sus

concentraciones de 3!P (Tabla XV; Figura 26).

FOSFORO (ppm)
Basal 3meses | 6meses | 9meses | 12 meses eﬁgg.!éﬂio
(TO) (T1) (T2) (T3) (T4) .
205,273 +
78,814 198,102 + 198,390 + 165,450 + 172,776 + .
Control 59,206 65,518 52,551 67,742 p=0,033
b,c,d,e
. 178,866 + 202,141 + 201,097 + 198,657 180,379 }
Clinpro 45,689 52,828 62,726 55,295 52,449 p=0,462
175,243 + 189,651 + 185,310 + 199,371+ 172,743 + .
Ml 88,092 56,666 68,068 147,554 51,287 p=0,900

Tabla XV. Concentraciones de Fosforo (ppm) a lo largo de las diferentes fases para cada grupo de estudio
*: test de varianza simple de medidas repetidas mas test de comparaciones multiples de Holm-Sidak. b: vs
Tl.c:vsT4.d:vsT3.e:vsT2.

FOSFORO

260
240
220
200
180
160
140
120
100

80

———  — —— —

—

—a—

BASAL (TO0) 3 MESES (T1) 6 MESES (T2) 9 MESES (T3) 12 MESES (T4)

Control Clinpro —&— MI

Figura 26. Evolucion del fosforo a lo largo de las diferentes fases de estudio para cada grupo de barnices.
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C. ZINC

El grupo control presentd una reduccion progresiva significativa de las concentraciones
de ®Zn en la saliva. El valor mas bajo se alcanz6 a los 12 meses de seguimiento. En los
grupos donde se aplicé barniz no hubo modificacion de las concentraciones salivares de
7n (Tabla XVI; Figura 27).

ZINC (ppb)
Analisis
Basal 3 meses 6 meses 9 meses | 12 meses estadistico
(TO) (T1) (T2) (T3) (T4) «
697,06 +
431,61 511,34 + 428,14 + 377,63 + 358,91 + ~
Control 292,25 166,83 255,33 309,15 P=0,005
c,d
. 360,907 + 3187,626 + 283,983 + 436,796 + 246,976 + B
Clinpro 100,713 8520,892 138,173 493,820 155,103 P=0364
451,570 + 297,659 + 617,446 + 359,778 + 306,541 + B
Ml 261,448 135,544 759,010 281,762 183,673 P=0,268

Tabla XVI. Concentraciones de Zinc (ppb) a lo largo de las diferentes fases para cada grupo de estudio *:
test de varianza simple de medidas repetidas mas test de comparaciones multiples de Holm-Sidak. c: vs

T4; d: vs T3.

ZINC

3507
3007 —
2507
2007
1507
1007

507 ‘_\‘74%

BASAL (TO) 3 MESES (T1) 6 MESES (T2) 9 MESES (T3) 12 MESES (T4)

Control Clinpro —&—MI

Figura 27. Evolucion del zinc a lo largo de las diferentes fases de estudio para cada grupo de barnices.
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D. CALCIO

No se han detectado diferencias significativas en la concentracion salival de “*Ca ni en el

grupo control ni en los grupos donde se aplicé barniz a lo largo del estudio (Tabla XVII;
Figura 28).

CALCIO (ppm)
Basal 3meses | 6meses | 9meses | 12 meses eggggﬂcs:o
(TO) (T1) (T2) (T3) (T4) B
Control | s | fwemr | e |osn | omsss | e
Clinpro 84?5,33 o5 17336,678841 1636if)41726 15187’,372048 ngg Yo p=0,119
M el I vl B v B

Tabla XVII. Concentraciones de Calcio (ppm) a lo largo de las diferentes fases para cada grupo de estudio.
*: test de varianza simple de medidas repetidas.

CALCIO
100
70 I M
80 —— —f
70
60 —

50
40

BASAL (T0) 3 MESES (T1) 6 MESES (T2) 9 MESES (T3) 12 MESES (T4)

Control Clinpro —&—MI

Figura 28. Evolucion del calcio a lo largo de las diferentes fases de estudio para cada grupo de barnices.
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E. FLUOR

Al inicio del estudio, todos los sujetos mostraron niveles de fluoruro salival similares,
alrededor de 0.05 £ 0.02 ppm. Tras un afio de seguimiento (T4), hubo un incremento no
significativo de la concentracion de fluoruro en los tres grupos, observandose en el grupo

MI el mayor incremento. (Tabla XVIII; Figura 29).

FLUOR (ppm)
Basal (TO) |12 meses (T4)| Analisis estadistico
Control 0,0467+0,0186 0,0617+0,0286 p=0,107
Clinpro 0,0560 + 0,0434 0,0660 +0,0261 p=0,747
MI 0,0540+0,0152 0,0920+0,0409 p=0,063 +
An? “.SIS p=0,843 p=0,291
estadistico @

Tabla XVIII. Concentraciones de Flior (ppm) a lo largo de las diferentes fases para cada grupo de estudio.
{l: T de Student pareada. +: test de Wilcoxon. @: test de varianza simple.

FLUOR
0,14

0,12

0,1

—

0,08 T
T
. o

Control

0,06

0,04

0,02

Clinpro MI

Basal (T0) 12 meses (T4)

Figura 29. Evolucion del fltor a lo largo de las diferentes fases de estudio para cada grupo de estudio.
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5.2.6. RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO 6:

RECUENTO BACTERIANO

El recuento bacteriano total basal estuvo en el rango 10°~107 en todos los grupos. Los
barnices no consiguieron una reduccion del recuento bacteriano de manera significativa

ni entre los distintos grupos ni entre los tiempos TO y T4 dentro de un mismo grupo

(Tabla XIX; Figura 30).

RECUENTO BACTERIANO TOTAL (Qbact/ml de saliva)

Reduccion Analisis
Basal (TO 12 meses (T4 . o
(T0) L) desde el inicio estadistico
Control 13.20 ’;11%66* 9.23 8.45x106+7.21x106 | 4,75x106% 2,02 x106 P=0,1031
. 19.74 X106 + 30.13 15.63 X106 + 21.66 _

Clinpro 106 106 4,11 x106 + 8,47 X106 P=0,388 1
MI 12.65 Xilogf 1670 6.85x10°+ 584 x10° | 5,80 x106+ 1,09 x107 P=0,520 +
Analisis P =0,689 P=0,432

estadistico t

Tabla XIX. Concentraciones del recuento bacteriano (Qbact/ml de saliva) a lo largo de las diferentes
fases para cada grupo de estudio. {: T de Student pareada. +: test de Wilcoxon. T: test de Kruskal-Wallis

RECUENTO BACTERIANO

3,50*107

3,00*107

2,50*107

2,00*%107 T

1,50*107

1,00%107 F——- %
5,00%106 [ —
0,00*10¢

Control Clinpro MI
Basal (TO0) 12 meses (T4)

Figura 30. Evolucién del recuento bacteriano para cada grupo de barnices. 10°
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5.2.7. CORRELACION DE LOS ELEMENTOS ESTUDIADOS

Con el objetivo de establecer el grado de asociacion entre las variables del estudio: pH,
acido lactico, valores de caos y CAOS, indices de Turesky e IMAP y recuento bacteriano
total, todas ellas en los tiempos 0 y 4, hemos realizado un test de correlacion de Pearson
(Anexo 9).

Los elementos que se correlacionan linealmente estan resumidos en la Tabla XX. Existe
una correlacion altamente positiva entre el valor de lactato en el T4 y el valor de caos en
el T4, como asi lo muestra la fuerte dependencia lineal positiva con coeficientes de
correlacion r>0.5. Asimismo, se puede observar una correlacion acentuada entre el indice
IMAP en el T4 e indice Turesky en el T4 (p= 0,00947; r=0,445) y entre el recuento
bacteriano entre el TO y el T4 (p= 0,00000316; r=0,713). Por otro lado, correlaciones
menos acentuadas se dan para caos TO-IMAP TO, caos T4-IMAP T4 e IMAP TO-Turesky
TO.

CORRELACION ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA DE LOS
ELEMENTOS ESTUDIADOS

caos | IMAP | IMAP | TURESKY | TURESKY | Recuento
T4 T0 T4 T0 T4 bacteriano
T4
Acido lactico T4 | 25,
caos TO pg(;lf;]‘s
0,397 0,437
caos T4 P=0,024 P=0012
IMAP TO pz(? fﬁz
0,432 0,445
IMAP T4 p=0,012 P=0,009
0,424
pH TO p=0,017
Recuento pigézl
bacteriano TO |

Tabla XX. Matriz de correlacion con los resultados estadisticamente significativos entre los parametros
analizados (n=33). IMAP: indice de maduracion y acidez de la placa. Turesky: Indice Turesky QH PI.
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n este ensayo clinico hemos evaluado el efecto de la aplicacion de dos barnices
de fosfato de calcio, M1 Varnish™ (CPP-ACP con fluoruro de sodio al 5%.) y
Clinpro ™ White Varnish (fTCP con fluoruro sodico al 5%), aplicados
trimestralmente durante un afio a nifios con alto o extremo riesgo de caries, sobre el indice
de caries, el indice de placa, el pH, la concentracién de acido lactico, la concentracién de

elementos traza y recuento bacteriano total en la saliva.

La saliva ha sido estudiada como un posible indicador de susceptibilidad a la caries,
buscando parametros de la fisiologia salival, niveles de antioxidantes, proteinas,
microelementos y elementos traza que puedan dar informacion sobre el riesgo de caries

de un paciente %,

Hasta donde nosotros conocemos no existen ensayos clinicos
controlados y aleatorizados que hayan estudiado la influencia del uso de los barnices de
fosfato de calcio en nifios con alto riesgo de caries sobre los parametros salivales

anteriormente mencionados 124155156
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6.1. DISCUSION DEL METODO

La edad de los nifios incluidos en nuestro estudio oscilé entre los 4 y los 12 afios, ya que
es la poblacion en la que se realiza prevencion de caries por ser uno de los grupos con

mayor posibilidad de desarrollar de caries *°.

Decidimos pautar la secuencia de revisiones y aplicacion de barnices de acuerdo con el
modelo CAMBRA. Es un programa de dos fases basado en la evaluacion del riesgo y en
el tratamiento de la caries. Tras la evaluacion del riesgo se realiza un plan de tratamiento

individualizado que incluye la terapia quimica y una remineralizacion constante
39,67,142,143

Decidimos valorar la capacidad de los dos barnices de modificar el riesgo mediante la
determinacion a nivel salival del pH, de las concentraciones de acido lactico y los
elementos traza 2114157 del recuento bacteriano total %8, asi como con el indice de caries

y de placa *°.

El pH de la saliva es un indicador de la salud bucodental. Un pH fisiologico refleja una
relacién simbidtica entre el huésped, el ambiente oral y el microbioma. La ingesta
frecuente de azucar y/o la reduccion del flujo de saliva resultan en periodos prolongados
de pH bajo, lo que interrumpe esta relacion simbidtica. Tales condiciones inhiben el
crecimiento de especies beneficiosas e impulsan la seleccidn de bacterias acidogénicas y

aciduricas induciendo una disbiosis del medio 142,

El acido lactico, acido principal producido y liberado por las bacterias de la placa dental,

es considerado el principal &cido involucrado en la formacion de caries %°.

Existe una amplia gama de biomoléculas en la saliva, incluidos los elementos traza, que
se relacionan con el estado fisiologico oral y, por lo tanto, pueden proporcionar
informacion sobre la dindmica de la caries %61, Varios métodos se han usado para medir
los elementos traza en saliva: espectrofotometria de absorcion atémica 146:162-165
espectrometria de absorcion atdmica multielemental %, método colorimétrico de
Subbarow %1% fotometro de llama "2, espectrometria de masas de plasma (ICP-OES) 168
o electrodo sensible al fluoruro %21, Recientemente, la ICP-MS ha permitido la

medicion de microelementos salivales con mayor facilidad y precision. En nuestro estudio
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examinamos los niveles de elementos traza en la saliva mediante ICP-MS que es capaz
de detectar concentraciones de partes por trillon (ppt) 1 y proporciona informacion sobre

metabolitos que no se pueden medir mediante ningun otro método *'*.

Otro de los pardmetros estudiados fue el recuento bacteriano. Un recuento bacteriano
oral alto también puede ser un factor de riesgo, ya que las bacterias cariogénicas son
necesarias para el desarrollo de la caries dental 2. Se cree que atin no se pueden cultivar
mas del 50% de las bacterias existentes en la cavidad oral, lo que dificulta la comprension
de la actividad microbiana respecto a la caries dental y, por ello, descartamos las técnicas
basadas en cultivos. Las tecnologias emergentes, como la técnica de hibridacion
“chekerboard” ADN-ADN, la huella digital gendmica y la clonacion y secuenciacion del
gen de ARN ribosomico 16S, junto con la rapida expansion de los datos del genoma
bacteriano, han permitido evaluar la diversidad microbiana de la saliva humana y su
asociacion con la caries dental "°. Para el recuento bacteriano total hemos utilizado la
técnica cuantitativa de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR), que
es un método basado en el recuento de ADN "3, mas sensible al recuento de bacterias en

la saliva en comparacion con los métodos tradicionales basados en cultivos 174,

La saliva ha sido ampliamente estudiada como un posible indicador de susceptibilidad a
la caries . Los microelementos mas importantes para la remineralizacion y maduracion
del tejido dentario como calcio, sodio, magnesio, zinc y fltor 88! se encuentran en la
saliva, considerada como el principal vehiculo en la remineralizacion del esmalte ya que
representa el medio inicial en el que se libera el fluoruro y el resto de iones "°. Ademas,
en poblaciones vulnerables, como bebés y nifios, la saliva es el medio diagndstico perfecto

debido a su recoleccion no invasiva, facil manejo y facil almacenamiento 6.

El conocimiento de su composicién puede ayudarnos a detectar carencias en los pacientes
que presentan alto riesgo de caries y, asi, poder hacer un tratamiento individualizado que
revierta la situacion de riesgo **°. No obstante, se han publicado pocos estudios sobre la
composicion salival de nifios sanos y nuestro conocimiento sobre la importancia biologica

de la saliva humana en reposo es muy escaso en la actualidad, especialmente en nifios
72,175

Pereira y cols. ' detectaron diferencias en la composicion de la saliva en funcion de la

presencia o no de caries, pero no encontraron diferencias entre la saliva estimulada y la
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no estimulada de nifios, ni entre géneros, ni en funcion del estadio de la denticion. Sejdini
y cols. 176 observaron que tampoco existia diferencia en la composicion para determinados
elementos entre la placa bacteriana y la saliva (sodio, amonio, potasio, magnesio y cloro),
aunque la actividad metabdlica de la placa bacteriana podria hacer variar su composicion
inorganica estableciendo diferencias con la de la saliva. Por ello, es posible que para
conocer el riesgo de padecer caries y su monitorizacion no solo sea atil medir la

composicion y los biomarcadores de la saliva sino también los de la placa bacteriana.

Teniendo en cuenta que la cantidad y la composicion de la saliva podria alterarse por las
influencias hormonales, el estado de hidratacion, la ansiedad*®®, los ritmos circadianos'’,
etc., la recoleccion de la saliva se realizo siempre en la sala de espera, entre las 15:00 y
las 18:00.

Los barnices utilizados en nuestro estudio contienen fluoruro de sodio al 5% —equivalente
a22.600 ppm 0 1.19 M de fluoruro-y fosfato de calcio en dos formas quimicas diferentes,
CPP-ACP y fTCP. La prevencion de la caries se basa en la capacidad de los iones fluoruro
para inhibir la disolucion del esmalte y mejorar la remineralizacion de las lesiones
incipientes 8. Estudios clinicos recientes han demostrado que el fluoruro por si mismo
tiene efectos minimos en la ecologia del microbioma !2°1817° de modo que son
necesarias medidas adicionales para complementar los efectos fisicoquimicos
cariostaticos del fluoruro, especialmente en individuos con alto riesgo de caries ¢, La
principal limitacion de la remineralizacion se encuentra en el aporte adecuado de iones
Ca y P a las zonas desmineralizadas. Si tenemos en cuenta la composicion de la
hidroxiapatita (Caio (PO4)sOH>) y de la fluorapatita (Caio (PO4)sF2), observamos que se
requieren un nimero determinado de iones Ca y P para su formacion /"11>116 por |o tanto,
los productos utilizados han de aportar los niveles suficientes de Ca y P. Estudios in vitro
han demostrado la capacidad preventiva y remineralizante de CPP-ACP y fTCP ya que
son capaces de generar soluciones supersaturadas de calcio y fosfato en la biopelicula y

saliva 84,122,123

Los datos de experiencia de caries fueron registrados con ICDAS y transformados a
CAOS/caos, ya que a pesar de que con ICDAS se obtiene informacion detallada con
respecto a la gravedad de la lesion, es un método lento y dificil de analizar . Los indices
CAOQOS/caos pueden proporcionar datos y perspectivas potentes sobre la caries dental y es

el método mas rapido de aplicar y valorar '8!, aunque también tienen algunas limitaciones:
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presenta mucho sesgo y variabilidad entre observadores; sus valores no proporcionan
ninguna prediccion sobre el numero de dientes en riesgo o los datos que son Utiles para
estimar la necesidad de tratamiento; da el mismo peso a las ausencias, dientes no tratados
o dientes bien restaurados; no tienen en cuenta los dientes sellados ya que los selladores
y otras restauraciones cosmeticas no existian en la década de 1930 cuando se ided este
método 1182, En nuestro protocolo tuvimos en cuenta los dientes ausentes debido a
caries, a pesar de la dificultad descrita en la literatura de distinguir entre los dientes

148

extraidos debido a caries y los que se han exfoliado naturalmente “*° y, ademas, recibieron

un factor de correccion de 3 superficies 2.

Para tefir la placa dental y poder evaluar los indices de higiene, en vez de usar un
revelador de placa convencional, empleamos el gel revelador de placa de 3 tonos —Tri
Plaque ID Gel™- que evidencia tanto la maduracion como la produccion de acido de la
biopelicula mediante diferentes colores 183, A la hora de valorar los indices de higiene, no
s6lo medimos la cantidad de placa mediante el indice de Turesky QH PI, sino que
desarrollamos el indice IMAP, que con una numeracion nos clasifica al paciente en

funcion de la maduracion y la acidez de la biopelicula %,

Hemos realizado un ensayo clinico porque la mejor manera de probar la efectividad de
un biomaterial es la experimentacion in vivo en ensayos controlados y aleatorizados.
Ademas, los agentes remineralizantes usados en nuestro estudio necesitan las proteinas
salivales para ejercer su accién completamente, y su efecto se hubiera subestimado si
hubiéramos usado algin modelo con saliva artificial "®. Los ensayos controlados y
aleatorizados aportan un alto nivel de evidencia cientifica, aunque presentan el problema
de la pérdida de pacientes 8. Esta pérdida es mayor en nuestro estudio debido a que los
nifios de alto o extremo riesgo de caries suelen faltar a las citas por sus condicionantes

socioecondmicos; por ello se estimé una tasa de pérdidas de seguimiento del 45%.
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6.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Los resultados de nuestro estudio muestran que los barnices de fosfato de calcio, Ml
Varnish™ (CPP-ACP con fluoruro de sodio al 5%.) y Clinpro ™ White Varnish (fTCP
con fluoruro sodico al 5%), aplicados trimestralmente durante un afio, a nifios con alto o
extremo riesgo de caries, no modifican el pH, ni las concentraciones de acido lactico, ni
la mayoria de los elementos traza estudiados, ni el recuento bacteriano total en saliva no
estimulada, ni el caos/CAQOS. No obstante, si se redujo el indice de placa dental de forma
similar en todos los grupos de estudio. Por ello solo podemos rechazar parcialmente la

hipdtesis nula planteada en el estudio.

Nuestra muestra de nifios es de alto o extremo riesgo de caries con un caos basal entre
18,33 £ 10,07 y 32,34 + 19,93 y CAOS entre 0,37 + 1,32 y 3,70 + 3,38. El CAOS tiende
a disminuir en los grupos en los que se aplica barniz y aumenta ligeramente en el grupo
control, lo cual sugiere que el CPP-ACP y el fTCP, combinados con el flior ofrecen una
proteccion contra la caries dental, probablemente debido a su eficacia en las lesiones
oclusales de caries temprana, tal y como describen Tao y cols. en su revision sistematica
y metaanalisis *°. Sin embargo, el caos no disminuyd en los grupos Clinpro y M, por lo
que cabe suponer que el barniz puede no haber sido tan efectivo en lesiones

interproximales y de superficies lisas *°, predominantes en nifios de alto riesgo.

Los nifios que recibieron tan solo instrucciones de higiene oral y pasta dental fluorada
(grupo Control) junto a un protocolo de visitas trimestral no mostraron un indice caos
superior al de los grupos tratados con barniz. De hecho, tal y como observan Cury y cols.
114 g| efecto anticaries de los materiales liberadores de fltior se ha demostrado claramente
en estudios in vitro e in situ pero no en ensayos clinicos aleatorizados siendo la higiene
oral diaria, preferiblemente con dentifrico fluorado, una de las estrategias obligatorias
para lograr el maximo control de la caries. Asi mismo, Memarpour y cols. 18 establecen
que la educacion en salud oral y las visitas regulares al dentista se consideran

intervenciones basicas de salud dental publica destinadas a disminuir la caries dental.

Una de las limitaciones de los indices CAOS/caos es que tienen el mismo valor las
ausencias, los dientes careados o dientes obturados ®2. En nuestro estudio, el grupo
Clinpro, pasé de 14 superficies careadas, 1,8 ausentes y 0,7 obturadas en TO a 0

superficies careadas, 5,33 ausentes por caries y 12,66 superficies obturadas en T4. Estos
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valores también se modificaron siguiendo la misma tendencia en el grupo Control y MI.
Por lo tanto, aunque el valor numérico de CAOS/caos no haya variado significativamente

el estado de salud oral de esos pacientes si mejoro.

En todos los grupos hubo una reduccién significativa en los indices de higiene entre el TO
y el T4. Esto puede ser el resultado de las instrucciones de higiene oral ofrecidas, las
limpiezas trimestrales, las medidas de apoyo al cumplimiento de las citas y los
recordatorios para usar los productos de tratamiento provistos. Otros estudios ya han
observado que la educacion de los padres de nifios con alto riesgo de desarrollar caries es
una parte muy importante del tratamiento 88 Es mas, se ha demostrado que la
repeticion y el refuerzo desempefian un papel crucial en la sostenibilidad del efecto de los

programas de Educacion en Salud Oral 18,

La reduccion en los indices de higiene observada fue mayor en los grupos en los que se
habian aplicado los barnices comparado con el grupo control. Tanto el CPP-ACP como
el fTCP podrian haber provocado un cambio ecolégico microbiano beneficioso en la
biopelicula 10212918718 Se cree que los efectos cariostaticos ecoldgicos de CPP-ACP
estdn mediados, predominantemente, a traves de sus acciones anti-adhesion y
amortiguacion e interrupcion de la biopelicula 12°1891%0 \/arios estudios in vitro también
han demostrado las propiedades anti-caries del fluoruro de sodio con fTCP 133134191192
pero la eficacia clinica sigue siendo desconocida. Recientemente, Yu y cols.*®’
encontraron que el nitrato de plata y el barniz de fluoruro de sodio con fTCP redujeron el
dafio de la caries de dentina causada por biopelicula cariogénica artificial, formada por S.
mutans. El fTCP aumentd la absorcion de flGor y proporciond iones de calcio adicionales.
Esto facilito la remineralizacion de la lesion de caries de dentina artificial y produjo una

profundidad de lesion significativamente menor que la tratada so6lo con barniz de NaF.

El valor basal de pH que presentaron los nifios de nuestro estudio estuvo entre 7,6 y 7,7,
aungue los pacientes fueron de alto o extremo riesgo de caries, y este valor no se modifico
significativamente a lo largo del estudio, ni en el grupo control ni en los grupos que

recibieron barnices.

193 194

Algunos autores como Pyati y cols.”* y Singh y cols.* registraron menores valores de
pH y si observaron diferencias significativas en los valores de pH en saliva no estimulada

en un grupo de nifios sin caries de inicio temprano (7,20) frente a otro grupo de nifios con
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caries de inicio temprano (6,07). Zhou y cols.?®

observaron que el pH diferia
significativamente entre los sujetos con caries (7,70) y sin caries (8,05) aunque en este

caso el estudio se realiz6 en adultos.

Prabhakar y cols.!® registraron un rango mas amplio que el nuestro en los valores de pH
salival en nifios con caries activa (6,20 — 7,90) y no encontraron correlacion entre el pH
y la actividad de la caries °¢'%". Asimismo, Tayab y cols.”?, Preethi BP y cols.'®® y

197

Tulunoglu y cols.””" concluyeron que no hay correlacion entre los valores de pH y la

actividad de caries.

La saliva acta como buffer neutralizando las variaciones del pH ocasionadas por los
alimentos azucarados y la actividad de los microorganismos 2%, Cuando la ingestion de
azUcar cesa, la capacidad buffer de la saliva aumenta el pH en un plazo de 20-40 minutos
114 por ello, las condiciones experimentales de nuestro estudio (el pH se obtiene de saliva
no estimulada y transcurrida 1hora como minimo desde la Ultima ingesta antes de la

extraccion de saliva) también pueden explicar la discrepancia obtenida en los resultados.

No obstante, estamos de acuerdo con autores como Gao y cols.”® y Tayab y cols.” que
estipulan que la medicion estatica del valor del pH salival podria ser de poca utilidad para
evaluar el riesgo de caries debido a la funcién buffer de la saliva. Mira A*® y otros autores
2084114195 “indican que seria la acidificacion del pH de la biopelicula, en la zona de la
lesion, el determinante en la generacion de la caries dental y se correlacionaria con el alto

riesgo de caries.

El papel de la produccion de é&cido lactico en la patogenia de la caries esta bien
documentado 2°. A pesar de ello, existen pocos estudios sobre la concentracion de &cido

lactico en la saliva total de nifos.

200 y Pereira y cols.'®0 detectaron una mayor concentracion de lactato y

Fidalgo y cols.
otros acidos organicos (acetato y n-Butyrate) en la saliva de nifios con caries dental.
Nosotros hemos observado valores basales de acido lactico superiores a los obtenidos en
otros estudios %, probablemente porque nuestros pacientes son de alto y extremo riesgo
de caries, aungue ni el grupo control ni los grupos donde se administrd barniz se consiguio
reducir la concentracion de acido lactico de forma significativa durante el periodo de

seguimiento.
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En nuestro estudio, el lactato en el T4 muestra dependencia lineal positiva con el caos en
T4, es decir, a mayor concentracion de lactato los pacientes presentaran un indice caos
mas alto. Bretz y cols.?, también observaron que la tasa de acido lactico se asociaba con
una alta prevalencia de caries dental, pudiendo diferenciar los pacientes libres de caries
de los pacientes con caries activas. En este caso se utilizd un dispositivo denominado
Clinpro Cario L-Pop (3M ESPE, Saint Paul. MN, USA) que se fundamenta en una
oxidacion enzimatica basada en lactato-deshidrogenasa y la muestra analizada se obtiene
de la pelicula bioldgica de la lengua. Shimizu y cols.?%? hallaron una correlacion entre la
produccion de acido lactico en placa dental con el incremento de caries en denticion
temporal, pero no la hallaron en la denticion permanente. Lingstrém y cols.?®® apuntan a
que la produccion del acido lactico depende de la maduracion y/o de la actividad
acidogénica de la placa dental, sugiriendo asi una maduracion diferente entre la caries en

los dientes primarios y permanentes.

El papel de los elementos traza presentes en la saliva sobre la caries dental no esta todavia
clarificado 8. De los elementos traza detectados en nuestro trabajo, el Ca, P, F, Mg, Zn
y Cu estan, de alguna forma, relacionados con el estado de mineralizacion de los dientes.
Sin embargo sus concentraciones en saliva no siempre reflejan el grado de
desmineralizacion/remineralizacién de los dientes, la presencia de caries dental o el riesgo

de padecerla 166:204,

No existe un consenso acerca del significado de los niveles Cu, Zn y Mg con relacion a
la caries dental. Para Brookes y cols.?% el Cu?* podria tener un efecto protector directo
sobre la disolucion del esmalte, aunque otros autores /%:146:163.166.206.207 ghseryaron un alto
nivel de Cu en pacientes con caries procedente de los cristales de hidroxiapatita
destruidos. Nosotros hemos detectado altos niveles de Cu en saliva de nifios con extremo
o alto riesgo de caries, con un caos basal entre 18,33 £ 10,07 y 32,34 + 19,93 y los niveles

no se redujeron durante el tiempo del estudio en ninguno de los grupos.

Al igual que el Cu, el zinc ha presentado en los tres grupos niveles més altos que los
publicados por otros autores como Lynch y cols.?%®, Obtuvimos una reduccion
estadisticamente significativa en el nivel de Zn del grupo Control entre los tiempos T1,
T2, T3, T4 vs TO; mientras que en los grupos M1 y Clinpro se mantuvo estable durante

todo el tiempo de seguimiento. En el estudio realizado por Sejdini y cols.8! hubo un
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aumento en la incidencia de caries cuando las ratas fueron alimentadas con una dieta

deficiente en zinc porque el zinc esta implicado en la biomineralizacion.

Hussein y cols.'® sugieren que las propiedades y el comportamiento del Zn en la saliva
son similares a las del Cu, teniendo también su origen, en parte, en la desmineralizacion
que ocurre con la caries. Estos valores elevados del Cu y Zn podrian estar reflejando la
puesta en marcha de los sistemas antioxidantes de la saliva ya que ambos iones actuan

como co-enzimas de la superéxido dismutasa .

En los grupos donde se aplico barniz los niveles de Mg se mantuvieron estables durante
el periodo de seguimiento. Sin embargo, en el grupo control hubo un descenso de los
niveles de manera significativa. Para Sejdini y cols.!”® el Mg favorece la resistencia a la
caries, por lo que nifios con bajas concentraciones de Mg tendrian alto indice de caries.
Esto podria explicar los bajos niveles de Mg que presentaron nuestros nifios y que son

209

similares a los registrados por Monaci y cols.?*® y Rajesh y cols.?%,

La aplicacion de barnices de fosfato de calcio deberia reflejar un incremento en las

concentraciones de estos dos iones en la saliva de los nifios, como se ha observado in

211 156

vitro. Cochrane y cols. <** y Shen P y cols. =, estudiaron la liberacion in vitro de iones
calcio, fosfato y fluoruro de cinco barnices, M1 Varnish™, Clinpro™ White Varnish,
Enamel Pro®, Bifluorid 5® y Colgate® Duraphat®, observando una mayor liberacion
acumulada de estos iones por parte del M1 Varnish™. En investigaciones in vivo, la vida
media que han demostrado los barnices en el medio oral es muy corta y por ello, los
barnices deben liberar sus iones en un periodo de tiempo relativamente corto. Se ha
calculado que la vida media del CPP en la placa es de 124,8 minutos y que la caseina es
hidrolizada por las bacterias salivales en un periodo de tiempo similar ’’. Parece que el
barniz permanece in situ hasta 24 horas 1921 porque es eliminado por la accion de la
masticacion, el flujo salival, el roce de las mejillas y la lengua y la higiene oral "°. Esto
puede haber estado influyendo en nuestros resultados porque la recoleccion de saliva se
realizd 3 meses después de cada aplicacion y no hemos observado el efecto acumulativo
de los estudios in vitro. Por lo tanto, la alta carga ionica inicial se diluyé a lo largo del

tiempo.

Las concentraciones de calcio observadas en nuestro estudio no se han modificado de

forma significativa tras la aplicacion de los barnices. En cambio, el fosforo si se redujo
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de forma significativa, en el T4, en el grupo control, pero no en los grupos de barniz. Esto
concuerda con lo reportado por Cochrane y cols. 2! en el estudio in vitro en el que se
observo que la liberacion de fosfato es mayor en los barnices Enamel Pro ©y Ml
Varnish™ en comparacion con otros barnices. En este estudio reportaron que el
Clinpro™ White Varnish liberaba menores cantidades de iones fosfato. Varios autores
196,211 coinciden en que esto puede ocurrir por una baja cantidad de fTCP que se agrega

al barniz o por la baja solubilidad del fosfato tricalcico.

Las concentraciones de fosforo halladas no concuerdan con las concentraciones medidas

por ICP-MS reportados en la literatura 1"

, Son mayores que los observados en nuestro
estudio. No obstante, estos datos han sido medidos en pacientes adultos sin caries activas.
Esta diferencia de valores podria atribuirse a que los carbohidratos de la dieta reducen
temporalmente la concentracion de fosfato salival debido a la necesidad de fosfato por
parte de los tejidos durante el metabolismo de los carbohidratos, o que provoca una caida
en los niveles salivales 2. Dado que los pacientes son de alto o extremo riesgo y suelen
consumir una dieta rica en carbohidratos, que se seleccionaron al azar y no segun la dieta,
podria explicar la diferencia en los valores obtenidos en los grupos. Sin embargo,
diferentes autores han obtenido valores de fosforo inorganico inferiores a los recogidos
en nuestra muestra 2194209212213 19 cyal podria deberse a los distintos métodos

empleados para el analisis de fosfato.

Podria parecer que las concentraciones de Ca y P, principales componentes de la
hidroxiapatita del diente, estarian incrementadas en saliva durante los procesos de
desmineralizacion, aunque algunos autores encuentran una relacién inversa entre la
presencia de caries dental y los niveles de calcio salival ">1%+1%7y de fosfato 1%+2'4 y otros
no encuentran ninguna relacion 7072212215 preethi y cols.!® y Ben-Aryeh H y cols.?®
observaron que la concentracién de calcio en la saliva es menor en nifios que en adultos,
lo que sugiere que los nifios tienen un equilibrio negativo de calcio y que un déficit de

otros parametros salivales podria acelerar el proceso de caries.

El F de la saliva juega, sin duda, un papel importante en la remineralizacion. A pesar de
que se ha demostrado que el fluoruro se puede almacenar en los tejidos orales blandos y
duros, asi como en la placa dental, la saliva representa el medio inicial en el que se libera

el fluoruro °. Ademas, aumentos en F salival parecen predecir aumentos en el F del fluido
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de la placa, lo que implica que ambos son buenos indicadores de cambios en los niveles

intraorales de F cuando se utilizan diferentes concentraciones de F 217-219,

Los niveles basales de fluoruro en todos los grupos estuvieron en torno a 0,05 ppm y hubo
un incremento no significativo que fue mayor en el grupo MI que en el resto, llegando a
los 0,0920 £ 0,0402 ppm. Las concentraciones iniciales fueron similares a las descritas

por Sekhri y cols.6®

en grupos libre de caries y superiores a las descritas por Rechman y
cols.} y Dehailan y cols.??. Como uno de los criterios de exclusion fue el consumo de
agua corriente fluorada, el mayor nivel de fluoruro basal de la saliva de los nifios del
estudio se podria deber al consumo de alguna fuente externa de flior, como aguas
embotelladas. De hecho, un estudio que analizé el contenido en flior de 20 marcas de
aguas embotelladas comercializadas en el area de procedencia de los nifios encontrd

concentraciones de fluoruro entre 0,05 ppm y 0,95 ppm 22,

Un nivel de fluoruro superior a 0,04 ppm esta relacionado con una muy baja progresion
de caries en los estudios de evaluacion de riesgo de caries 149222 si bien los niveles de
fldor ideales en reposo son de alrededor de 0,1 ppm para una proteccion casi completa
contra la progresion de la caries 22, En nuestro estudio la concentracion maxima

alcanzada fue de 0,0920 * 0,0402 ppm en el grupo MI.

El recuento bacteriano total basal estuvo en el rango 10°-107 en todos los grupos.
Goodson y cols.??* registraron niveles de recuento bacteriano total similares a los

nuestros, al igual que Ledder y cols.?®

, en niflos con caries de primera infancia en un
rango de edades de 4 a 7 afios. En adultos jovenes, sin tener en consideracion la
experiencia de caries, Gardner y cols.??® y Oyetola y cols.??” obtuvieron una concentracion
global de bacterias en la saliva superior. Para Lira-Junior y cols.??® el recuento bacteriano
tendria relacion directa con la edad, con un incremento del recuento bacteriano y una
modificacion de la composicion, o maduracion, del microbioma oral a medida que se

aumenta de edad, pareciéndose cada vez mas a la de los adultos que conviven con el nifio
172

Abbate y cols.??° registraron una cantidad total de ADN microbiano mas alto en aquellos
sujetos que no padecian caries frente a aquellos que si, indicando que los pacientes sin
caries parecen presentar una flora mas variada y amplia representada, principalmente, por

bacterias antagonistas de la microflora acidofila, que estarian protegiendo contra el
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desarrollo de la enfermedad de caries. Por el contrario, los pacientes con caries, debido a
la acidificacion de la placa, desarrollarian una flora mas seleccionada ?2°. Asi, algunos
estudios han encontrado una asociacion entre la composicion microbiana y enfermedades
orales como caries o gingivitis en muestras de placa bacteriana pero no en la saliva 23023,
La saliva contendria microorganismos de todas las zonas orales, incluyendo aquellas no
relacionadas con la enfermedad. Esto introduce una gran diversidad microbiana que altera
el valor diagndstico de los microorganismos salivales y destaca la importancia de la
necesidad de un muestreo apropiado para las pruebas de diagnostico de caries basadas en

microorganismos 23223,

Ni en los grupos en los que se aplico barniz ni en el grupo control se consiguié una
alteracion significativa del recuento bacteriano a lo largo del seguimiento, a pesar de que
los indices de higiene si mejoraron de forma significativa en los tres grupos. Esto podria
explicarse por el importante grado de estabilidad del microbioma oral en condiciones de
salud 2** o porque los cambios introducidos por la intervencion estén sucediendo a nivel
de biopelicula y no se reflejan en la saliva total. Oyetola y cols.??” y Mashima y cols.??,
obtuvieron resultados opuestos al nuestro, detectando una relacion inversa entre el

namero de bacterias en la saliva y el estado de higiene oral.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Nuestro estudio presenta algunas limitaciones. Aunque los ensayos controlados y
aleatorizados aportan un alto nivel de evidencia cientifica, presentan el problema de la

pérdida de pacientes 8¢, condicionando tamafios muestrales pequefios.

Todas las medidas se han realizado en saliva total no estimulada, no habiendo encontrado
variaciones importantes en las concentraciones de los elementos estudiados como
consecuencia de las intervenciones en los tres grupos, sin embargo, si hemos observado
cambios importantes en los indices de higiene oral. Es probable que los cambios que
nuestra intervencion ha ocasionado se reflejen a nivel de placa bacteriana y no en saliva
y que sea preciso tomar muestras de placa supra y subgingival para la determinacién

analitica del riesgo de caries.
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Tampoco hemos tenido en cuenta la influencia de la dieta, ni el estado socioeconémico

de los padres, ni la ubicacidn geogréafica sobre las variables de nuestro estudio.

TRABAJOS FUTUROS

Como continuacidn de nuestro trabajo proponemos las siguientes lineas de actuacion:

96

Considerar la influencia de la dieta, el estado socioecondémico de los padres y la
ubicacién geogréafica sobre los parametros salivales estudiados.

Determinar la evolucién del microbioma salival tras la aplicacion de los barnices
de fosfato de calcio y fluoruro.

Determinar si el indice IMAP se correlaciona con la concentracion de bacterias
en la biopelicula.

Determinar si la concentracion de bacterias de la biopelicula es diferente en cada
una de las distintas zonas tefiidas por el Tri Plaque ID Gel™.

Determinar la concentracion de acido lactico que es capaz de generarse en cada

una de las tres zonas de color indicadas por el Tri Plaque ID Gel™.



CONCLUSIONES

Los resultados de nuestro estudio reflejan que:

Conclusion 1. La aplicacion de dos barnices de fosfato de calcio, el MI Varnish™ vy el
Clinpro ™ White Varnish, aplicados trimestralmente durante 12 meses a nifios con alto
0 extremo riesgo de caries no modifico los indices de caries CAOS/caos.

Conclusion 2. Se obtuvo una mejora en los indices de placa similar tanto en el grupo
control (placebo) como en los grupos donde se administré el barniz de fluoruro y fosfato
de calcio. La propia intervencion, con la mejora de los habitos de higiene oral, ha sido la
responsable de este progreso. EI IMAP podria ser un indice til para determinar el nivel
de agresividad de la placa bacteriana y establecer las medidas terapéuticas suficientes

para reducir el riesgo de caries.
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Conclusion 3: La aplicacion de M1 Varnish™ y el Clinpro ™ White Varnish no modifico
el pH salival en ningun grupo de estudio, por lo que no es un valor predictivo sobre el

riesgo de caries.

Conclusidn 4. Los barnices de calcio y fosfato estudiados no han tenido ningun efecto
sobre las concentraciones de acido lactico salival, por lo que no podemos establecer una

correlacion entre sus niveles salivales y el riesgo a padecer caries.

Conclusién 5. La aplicacion trimestral de los barnices no presentd efecto sobre las
concentraciones de los elementos traza salivales. Ninguno de los elementos traza
estudiados ha servido para definir una situacion de riesgo ni para monitorizar el

tratamiento que hemos realizado con los barnices de fluoruro y fosfato de calcio.

Conclusion 6: EI M1 Varnish™ y Clinpro™ White Varnish, aplicados trimestralmente

durante un afo, no alterd el recuento bacteriano de saliva total no estimulada.

Tenemos que aceptar parcialmente la hipdtesis nula de nuestro trabajo, ya que la
aplicacion de dos barnices de fosfato de calcio, el MI Varnish™ y el Clinpro™ White
Varnish aplicados trimestralmente durante 12 meses no modifican el pH, la concentracion
de &cido lactico, la mayoria de los metales traza estudiados, el CAOS/caos ni el recuento
bacteriano. El indice de higiene mejora tanto en el grupo control como en los grupos de
estudio por lo que es la propia intervencion (normas de higiene) la que determina esta

mejora.
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Anexo 1. Informe de la Comisién de Etica de Investigacion.

UNIVERSIDAD DE | ;. e ctorado de C Comision de m
MURCIA Investigacion EI Etica :
Investigacion CAMPUS MARE NOSTRUM

INFORME DE LA COMISION DE ETICA DE INVESTIGACION
DE LA
UNIVERSIDAD DE MURCIA

Jaime Peris Riera, Catedratico de Universidad y Secretario de la Comision de
Etica de Investigacion de la Universidad de Murcia

CERTIFICA:

Que D2 Andrea Poza Pascual ha presentado la Tesis Doctoral titulada
"Remineralizacion dental. Una intervencién dirigida a nifios de alto riesgo para
la prevencion de caries", dirigida por el Dr. D. Antonio José Ortiz Ruiz, a la
Comisién de Etica de Investigacion.

Que dicha Comision analizé toda la documentacion presentada, y de
conformidad con lo acordado el dia 19 de mayo de 2017, por unanimidad, se
emite INFORME FAVORABLE, desde el punto de vista ético de la
investigacion.

Y para que conste y tenga los efectos que correspondan, firmo esta
certificacion, con el visto bueno del Presidente de la Comision

Ve B®
EL PRESIDENTE DE LA COMISION
DE ETICA DE INVESTIGACION DE LA
UNIVERSIDAD DE MURCIA

Fdo.: Antonio Juan Garcia Fernandez

! A los efectos de lo establecido en el art, 19.5 de la Ley 40/2015 de 1 de octubre de Régimen Juridico del Sector
Puablico (B.O.E. 02-10), se advierte que el acta de la sesidn citada esta pendiente de aprobacion

Cédige segurc de verificacidn: RUxFMh3l-lieF+sYf-MVIWDGLx-55zS510bN “OPTA ELECTRONICA

Esta es una copla auténtics isprimible de un ™ rative sleccrén per 1
octubre. Su sutenticidad puede mer contrastads a través de la siguiente direccién: https://sede.um.es

validadar,/

iversidad de Murcia, segin el artieuls 27.3 e} de la Ley 39/2015, de 2 de
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Anexo 2. Informe de Comité de Bioseguridad en Experimentacion.

Comité de
UNIVERSIDAD DE Vicerrectorado de C B E Bioseguridad en
MURCIA Investigacién Experimentacion

Antonio Juan Garcia Fernandez, Vicerrector de Investigacion, en funciones de
Presidente del Comité de Bioseguridad en Experimentacién de la Universidad

de Murcia, hace constar:

Que D. Antonio José Ortiz Ruiz tiene presentada la memoria del proyecto de
investigacion denominado "Remineralizacién dental. Una intervencion dirigida a
nifios de alto riesgo para la prevencién de la caries”, pendiente de que el
P Comité de Bioseguridad en Experimentacion emita el informe pertinente.

Firmadeo con certificada electrénico reconocido.
La informacion sobre el firmante, la fecha de firma y el
codigo de verificacion del documento se encuentra
disponible en los margenes izquierdo e inferior.

CBE 50/2017

| Firmante; ANTONIQ JUAN GARCIA FERNANDEZ, Facha-hors 30052017 134508 Emaer

ELECTRONICA - Pégina 1 de 1

| Cédige segurc de verificacidn: RUxFMu7r-/TSEVEPM-6trZFgEb-CXhcNkXR

Esta es una copla auténtics ieprimible de un ve

de Murcia, segim el articule 27.3 e de la Ley 39/2015, de 2 de
octubre, Su autenticidsd puede ser & traves de la
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4 httpas //oade , um. a0/ val idador /
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Anexo 3. Historia clinica.

HISTORIA CLINICA

DATOS DE FILIACION.

Apellidos y nombre:
Direccién (con cadigo postal):
Teléfono:

Email:

Lugar y Fecha de nacimiento:
Nombre de los padres:
Trabajo de los padres:
Namero de hermanos:

ANAMNESIS.

éQué le pasa?
éDesde cuando?
éComo le pasa?

éA qué lo atribuye?

HISTORIA MEDICA PREVIA.

Embarazo y parto: () cesarea () prematuro () normal
Enfermedades de la madre durante el embarazo:

Tratamientos de la madre durante el embarazo:

Tipo de lactancia: () materna (duracién enmeses)____ () artificial
Problemas alérgicos:

¢Esta tomando el nifio alguna medicacién?:

¢Ha sido el nifio operado de algo?:

O mixta

Presenta el nifio o ha presentado alguna de las siguientes enfermedades. ¢ Desde cuando?. ¢Qué

tratamiento recibe o ha recibido?:
= Enfermedades cardiovasculares:
= Enfermedades pulmonares (asma, bronquitis, etc.)

= Enfermedades Otorrinolaringoldgicas (faringitis, amigdalitis, otitis, rinitis, etc.):

= Enfermedades gastrointestinales (gastritis, diarreas, etc.):
= Enfermedades del higado (hepatitis, etc.):

= Enfermedades genitourinarias:

= Alteraciones de la coagulacion:

= Enfermedades sanguineas (anemias, etc.):

= Enfermedades endocrinas (diabetes, etc.):

= Enfermedades nerviosas:

HISTORIA FAMILIAR GENERAL Y BUCAL.

Enfermedades hereditarias (Sdre. Down, clase Ill, amelogénesis imperfecta ...):

Historia familiar de alteraciones en la posicién de los maxilares (Clase lll, etc)

¢Con qué frecuencia van los padres al dentista?
(O Anualmente () Cada dos afios ()M4s de dos afios

éHan presentado los padres caries alguna vez? (Obturaciones, extraciones)

(O Caries hace més de dos afios  (0) Caries en el dltimo afio () No caries
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Anexo 3. Historia clinica.

HISTORIA BUCAL.
e (Haidoel nifioyaal dentista?: (Osi (Ono () Generalista () Odontopediatra
e Describa el comportamiento del nifio:
e ¢(Por qué problemas dentales llevé al nifio al dentista?:
e (O el nifio usa pasta dentifrica con flior () enjuagues con flior () pastillas de fldor
e Tratamientos previos.
e Hébitos:
o ¢Cudntas veces se cepilla el nifio al dia? () Ninguna (O Una () Dos () Masdedos
o ¢En qué momento del dia se cepilla los dientes?(varias opciones son validas)
(O Después del desayuno () Después de la comida () Despuésdelacena (Otros
o De alimentacion (rellenar la hoja de dieta en Anexo 1).
Lugar de desayuno () Casa () Colegio (O Bar/Restaurante ()Otros
Lugar de comida () Casa () Colegio () Bar/Restaurante ()Otros
Lugar de cena(O) Casa () Colegio () Bar/Restaurante ()Otros
¢Toma agua embotellada? Osi Ono  ¢Qué marca?
o Ha usado el nifio chupete, biberdn o se muerde las ufias, ¢ hasta cudndo?:

ASPECTOS PSICOLOGICOS.
e (Ha padecido el nifio alteraciones del desarrollo psicolégico?:
e iComo definiria la forma de ser de su hijo?: (O normal (O nervioso () consentido
(O caprichoso (O maduro () rebelde.

EXPLORACION EXTRAORAL.
e Exploracion funcional: masticacion, fonacidn y deglucién.

e Exploracion de la cara:
o Vista frontal: simetria, tercios faciales y sellado labial.

o Vista lateral: perfil y posicién labial.
e Exploracion de la cabeza: fontanelas.

e Exploracion del cuello: ganglios.

e Exploracién de la ATM: palpacién, auscultacién y movilidad.

EXPLORACION INTRAORAL.
e Halitosis (local o general):

e Exploracion de mucosas:
e Exploracion de la encia:
e Exploracién de la lengua:
e Exploracién de frenillos:
e Exploracion de las glandulas salivales:
e Exploracion de la orofaringe (paladar y amigdalas):
e Exploracion dental (alteraciones del nimero, tamafio, color, forma):
e Exploracién de habitos (deglucién atipica, succidn digital y respiracién oral):
s Exploracion ortodéncica:
o Relacién anteroposterior (clase de Angle):
Relacion transversal:
Relacidn vertical:
Anomalias dentarias:

o O 0 0o

Apifiamiento:
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Anexo 3. Historia clinica.

PRUEBAS COMPLEMENTARIAS:

* Radiografias periapicales:

* Radiografias de aletas de mordida:
s Radiografias oclusales:

* Ortopantomografia:

e Otras pruebas complementarias:

FOTOGRAFIAS.

e Extraorales (frente, perfil):

e Intraorales (maxima intercuspidacion frente, lateral derecha e izquierda, arcada superior e inferior,

sonrisa, posicion forzada del labio superior):

CLASIFICACION DEL PACIENTE EN FUNCION DEL RIESGO DE CARIES:

* Bajo:
e Moderado:
e Alto:

REGISTRO ICDAS

Fecha de registro Siguiente cita
Edad
SUPERIOR DERECHO SUPERIOR IZQUIERDO
55 [54 |53 [52 |51 |61 |62 |63 |64 |65
18 |17 |16 |15 |14 |13 |12 |11 J21 |22 |23 |24 |25 |26 |27 |28
M M
0] 0]
D D
B B
L L
INFERIOR DERECHO INFERIOR IZQUIERDO
85 |84 |83 |82 |81 |71 (72 |73 |74 |75
48 |47 |46 |45 |44 |43 [42 |41 )31 |32 |33 [34 |35 |36 |37
M M
o] o]
D D
B B
L L
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Anexo 3. Historia clinica.

Fecha

Tratamiento realizado

QOdontopediatra
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Anexo 3. Historia clinica.

Plan de tratamiento.
Paciente:

Cita 1:

Cita 2:

Cita 3:

Cita 4:

Cita 5:

Cita 6:
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Anexo 3. Historia clinica. Cuestionario CAMBRA.

CARIES RISK ASSESMENT:
* Bajo:

e Moderado:

e Alto:
e Extremo:
Inicial/fecha de examen basal Fecha revision

Si

Notas

1. Indicadores de Riesgo de caries — Entrevista a
padres/tutor**

(a) La madre o cuidadores principales han tenido caries en los
ultimos 12 meses.

(b) Se le han realizado restauraciones dentales al nifio
recientemente.

(¢) Los padres/cuidador tienen un bajo nivel socioeconémico y/o
bajo nivel de educacion sanitaria.

(d) El nifio tiene problemas de desarrollo.

(e) No hay habitos de higiene bucal en casa.

2. Indicadores de Riesgo de caries (Biolégicos) — Entrevista a
padres/tutor**

(a) El nifio toma mas de 3 veces al dia duces, snacks o bebidas
azucaradas entre las comidas.

(b) El nifio presenta factores que reducen la saliva incluyendo
farmacos o factores médicos (cancer).

(c) El nifio toma en el biberdn liquidos que no son agua.

(d) El nifio duerme con el biberén o se alimenta a demanda.

3. Factores protectores (No biolégicos) — Entrevista a
padres/tutor**

(a) La madre/cuidador no han tenido caries en los Gltimos 3 afios.

(b) El nifio tiene habitos de higiene bucal habituales en casa.

4. Factores protectores (Biologicos) — Entrevista a
padres/tutor**

(a) EL nifio vive en una comunidad de agua fluorada o toma
suplementos (disueltos lentamente o en tabletas masticables)

(b) El nifio se cepilla los dientes con pasta fluorada diariamente.

(¢) La madre/cuidador mastica chicles o toma caramelos de xilitol
2-4 veces/dia

5. Indicadores de Riesgo de caries/Factores— Examen Clinico
del nifio**

(a) Manchas blancas, descalcificaciones o lesiones de caries
evidentes, presentes en los dientes del nifio.

(b) Restauraciones realizadas en los tltimos 2 afios

(c) Los dientes presentan placa y/o las encias sangran facilmente.

(d) El nifio lleva aparatologia de ortodoncia (brackets,
mantenedores de espacio...)

(e) Factor de riesgo evidente: reduccion del flujo salival, boca
seca.
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Anexo 4. consentimiento informado.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN EL PROYECTO

REMINERALIZACION DENTAL. UNA INTERVENCION DIRIGIDA A NINOS PARA LA PREVENCION DE LA CARIES.
Mediante la firma de este documento,

D/Dfia.
___, con DNI/Pasaporte otorgo mi consentimiento para que tanto yo como mi hijo/a,
participemos en este estudio de
investigacion, dirigido por el Dr. Antonio José Ortiz Ruiz, como Investigador Responsable de la Universidad de
Murcia (UM). La investigacidn se realizard en las instalaciones de la Clinica Odontolégica Universitaria, Facultad de

Medicina de la Universidad de Murcia, situada en la segunda planta del Hospital Morales Meseguer.

Justificacion del proyecto

El entendimiento actual de la caries dental y el surgimiento de nuevos sistemas para su diagnéstico y manejo
integral han obligado a los profesionales a reconocer lesiones iniciales o subclinicas y a realizar tratamientos no
operatorios que detengan la pérdida o induzcan la ganancia de minerales. En respuesta a esta necesidad, se han
propuesto agentes remineralizantes como alternativa de tratamiento que requieren de mayor evidencia para ser
recomendados en la practica clinica.

Objetivo, metodologia y procedimientos
El actual proyecto de investigacién tiene como objetivo analizar la eficacia de nuevos agentes remineralizantes en
el esmalte de dientes temporales.

Para ello se realizara a los padres un cuestionario previo que consta de una serie de instrumentos de evaluacion
de higiene dental, habitos dietéticos y diferentes pardmetros psicosociales. Adicionalmente, se educard a los
nifios en habitos de higiene y salud oral y se les aplicaran diferentes agentes remineralizantes. Se recogeran
diferentes indices dentales individuales que servirdn para objetivar la evolucién de la caries y motivar a los
pacientes. A los nifios se les recogerd una muestra de saliva para detectar indicadores de la actividad de la caries
dental.

Se realizara un seguimiento trimestral donde se volverdn a aplicar los agentes remineralizantes y a recoger los
indices dentales y la muestra de saliva.

Es importante sefialar que el presente proyecto no conlleva ningin tipo de riesgo ni contraindicacion para
ninguno de los pacientes participantes. Todo lo contrario, como cualquier técnica de intervencién odontolégica
dentro de las técnicas de evidencia cientifica en odontologia, la intervencién a aplicar en el presente proyecto de
investigacion retine todos los requisitos para la temprana y correcta identificacién de nifios con riesgo de caries.
En estas intervenciones se trabajaran diferentes estrategias de higiene oral, habitos dietéticos saludables y se
implementaran las medidas preventivas, con lo que la enfermedad de caries puede ser controlada y disminuir su
velocidad de progresién.

Beneficios del proyecto

El primer beneficio que se espera obtener es para la persona que participa en el proyecto. La terapia en la que se
basa el programa, es una técnica de constatada eficacia que contribuye a incrementar la salud oral de los
pacientes.

Ademas, los datos resultantes del presente proyecto supondrdn la contrastacion empirica de los diferentes
agentes remineralizantes. Los hallazgos tendrian una importante repercusion en el ambito de la promocidn de la
salud oral en nifios ya que supone un aumento de la tecnologia de intervencién disponible.

El proyecto no recompensara a los pacientes que participen en el proyecto. La decisién de participar en el estudio
es completamente voluntaria. De igual modo, no habra ninguna consecuencia desfavorable para usted ni para su
hijo/a, en caso de no aceptar la invitacion.
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Confidencialidad y responsabilidades

En lo que a la CONFIDENCIALIDAD se refiere, hay que sefalar que el marco de interpretacion de este documento
se realizard, en los casos que sea aplicable, al amparo de la Ley 41/2002, de 14 de Noviembre, basica reguladora
de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacién y documentacion clinica.

El tratamiento de sus datos, en el supuesto de que lo hubiera y siempre y cuando los datos no pudieran tratarse
de forma andnima y/o disociada, se hara de acuerdo con la Ley Organica 15/1999, de 13 de Diciembre, de
proteccion de datos de caracter personal, y demas legislacion aplicable, pudiendo ejercer en cualquier momento
los derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y oposicion, reconocidos por esta normativa.

Con las garantias legales oportunas, los resultados del estudio podran ser comunicados a la comunidad cientifica
a través de congresos y publicaciones, garantizando que en todo el proceso de difusion, se omitira su identidad y
cualquier dato personal que pueda facilitar que se le identifique.

Declara que ha recibido suficiente informacién sobre el estudio y que ha tenido oportunidad de efectuar
preguntas sobre el mismo y, en su caso, ha recibido respuestas satisfactorias del investigador/investigadores
responsables. Ha comprendido la informacion recibida y la decisién que toma es libre y voluntaria pudiendo en
cualquier momento revocar por escrito este consentimiento sin expresar la causa y sin que suponga perjuicio
alguno en la asistencia sanitaria suya.

Derecho de la persona a retirarse del estudio

Puede abandonar en cualquier momento su participacion en el estudio sin tener que dar explicaciones y sin
que ello suponga perjuicio alguno.

En consecuencia, le solicitamos que firme y entregue la hoja de consentimiento informado que se adjunta.

Declara que se le entrega una copia de este documento.

En Murcia, a de 2017

Firma y nombre del Investigador Firma y nombre del participante.
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Anexo 5. Instrucciones de higiene oral y dietéticas para padres.

LABOCA Y LOS DIENTES

Hacia los & meses empiezan a salir Los dientes de Leche;
sobre los & ainos empieza el recambio dentario Yy Salew
Las primeras muelas definitivas por detrds de Las muelas
de leche, terminando el recambio a Los 12 aives. Por ello,
es muy bneportante cowservar los dientes temporales sin
caries ya que sirvew de guia para La colocacién de los
otros dientes definitivos.

Adembs a estas edades, la adguisicidn de hébitos
corvectos de alimentacion ¢ higiene dental influird
positivamente en su salud a Lo largo de toda La vida,

PROBLEMAS MAS FRECUENTES DE

LOS ESCOLARES ¥ MOPO PE
PREVENIRLOS

CARIES DENTAL

cuando toramos alimentos que contienew azicares, las
bacterias que wormalmente estéin em wuestra boea los
transforman ew deidos que atacawn al diente

destruyéndolo poco a poce.

iComp prevenir La canes?

1.- Por de wing alinentacidn 50 aviada;

-Los alimentos que wmids favorecen La aparicisn de caries
son los dulees, ecomwo bollos, golesinas, wermeladas,
galletas ete.

. Atewcldnw a los alimeatps con azitcares “peultos™
refreseos, helades, batidos, yogures azucarades, etc.

-Bvitar tomar duloes cobre todo fuera de las eomidas.

Atenoién a los alimentos pegajosos (miel, chocolate, ete.)
Ya gue estln mds tiempo en contacto con los dientes

.Los frutos ecos Yy las frutas frescas (pera, manzana,
naranja, ete) audgue tengan sabor dulce, wo producen
caries. Pevo convient evitar Las frutas en abmibar o secas
(higos, pasas, détiles, ete.)

2.- L i i illdwdose
Los dientes despuds de cada eoneida cow pastas radas.

COMO CEPILLAR LOS

DIENTES

INSTRUCCIONES DURANTE
EL ESTUDIO

cepillar los dientes = veces al din (después del
desayuno, comida Y cena).

Durante 2 mlnutos

cepillar los caras  Limpiar Los dientes y encias
que mastican por dentro Y por fuera

Mo olvidar Limpiar la Lengua

A

cawntidad de pasta:
Menores de = anos Mayores de 3 aios
TRMGA granito de Tamaio de wa
avvoz o raspado sobre guisante
cepillo

B niinos neenores de 7 Ainos es necesarida La
aldu.dﬂ de win adulto

Es primordial seguir estas indicaciones pava que la
recogida de las wuestras se realice ew las comdiciones
necesarias. De wo ser asl, los datos que acabarian
analizbndose wo temdriam sewtido em el warco del
proyecto Y/o dependerian de variables que no se habia
prev’isto encomtyar ew las wmuestras (restos de algim
alimento, restos de dentifrico, ete.)

MO HABER COMIDD POR. LO MENOS 1 H
ANTES de La recogida de Lla muestra.

NO LAVARSE NI ENJUAGARSE los dientes
una hora antes de la recogida de la muestra.

(01:00

EVITAR OTRAS FUENTES DE FLUDRURD
(ambientales, suplementos, profesional w
otros productos dentales) durante el periodo
de estuwdtio.

UTILIZAR. LAS PASTAS Y EL CEPILLD
RUE NOSOTROS ADMINISTRAMOS.
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Anexo 6. Instrucciones de higiene oral para nifios.

Higiene Dent 1

. Lavarse los Durante 2 MINUTOS Un adulto nos
llll.’:ll".‘,:i“ ‘".?. vecees avudara (hasta los

G=7F aihos)

Limpiar los
dientes por fuera

v por dentre ....r 1a I.'.r'e que L;':‘T.l.tf‘\lélﬂuf?l].‘ﬂ“’ﬂi:ﬂﬁ@ﬁ‘_"—.w ia

masticamos ilengua
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Anexo 7. Reqgistro de toma de saliva e indice de higiene.

NOMBRE FECHA
PROTOCOLO RECOGIDA SALIVAL

Durante la recogida de muestra:

1. Recoger aproximadamente 3,5 mL de saliva SINO

2. Apuntar hora toma de muestra _h min
3. Apuntar tiempo tardado en recoger la muestra. min

4. Notificar la presencia de alguna enfermedad o SI Especificar:
herida en la boca. NO

5. (Se ha cepillado los dientes antes de venir?

SI Especificar cuando:

NO

6. (Ha comido o bebido algo antes de la cita?

SI Especificar cuando:

NO
INDICE DE PLACA
1. Medida TRIPLAQUE Si NO
2. Fotos Si NO
1. Comprobar pasta Si NO
2. Comprobar cepillo Si NO
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Anexo 8. Instrucciones gue los pacientes recibieron tras la aplicacion de los barnices de

fluor.

Instrucciones para el cuidado del paciente después del tratamiento

Su dentista bucal le ha aplicado una capa terapéutica de barniz sobre la superficie de varios
dientes. Lo podra notar como una delgada pelicula blanca sobre la superficie del diente. El
residuo de la pelicula es temporal y debe dejarlo para obtener los mejores resultados
terapéuticos en las areas tratadas. A fin de obtener el maximo beneficio de la aplicacion del
barniz, le recomendamos lo siguiente:

No comer ni beber nada
hasta una hora después
de la aplicacion del
barniz
para obtener los mejores
resultados terapéuticos

No se cepille los dientes
ni use hilo dental 4- 6
horas
El barniz debe permanecer
en los dientes
aproximadamente de 4a 6
horas

Ingiera alimentos
blandos y evitar
alimentos calientes

Para evitar arrastrar la
pelicula que forma el barniz.
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Anexo 9. Correlacidn estadistica de los elementos estudiados

CORRELACION ESTADISTICA DE LOS ELEMENTOS ESTUDIADOS

pH4 Acido latico TO | Acido latico T4 | caos TO caos T4 CAOSTO | CAOS T4 | IMAPTO | IMAP T4 | TURESKY TO | TURESKY T4 | PCR TO PCR T4
pHOTr 0,235 0,181 0,202 0,226 0,284 0,0876 -0,281 -0,0829 0,0627 -0,0492 0,424 -0,00380 -0,0315
Test estadistico p=10,203 p=0,387 p=0,356 p=0,222 p=0,121 p=0,721 | p=0,205 p=0,657 p=0,738 p=0,793 p=0,0173 p=10,984 p=0,866
pH4 -0,194 0,0223 0,125 0,0244 0,283 -0,176 -0,153 0,00626 -0,106 -0,0402 -0,318 -0,326
Test estadistico p=0,352 p=0,920 p=0,489 p=10,894 p=0,241 | p=0,432 p=0,396 p=0,972 p=10,558 p=0,824 p=10,0716 p=0,0639
Acido latico TO 0,209 0,155 0,188 -0,184 -0,186 0,220 0,000871 0,0467 -0,153 -0,161 -0,265
Test estadistico p=0,339 p= 0,460 p=0,368 p=0,452 | p=0,408 p= 0,290 p= 0,997 p=0,825 p= 0,464 p=0,442 p= 0,200
Acido latico T4 0,0166 0,654 0,176 0,244 0,205 0,337 0,186 0,187 -0,143 -0,0993
Test estadistico p=0,940 | p=0,000705 | p=0,470 | p=0,274 p= 0,347 p=0,116 p=0,394 p=0,393 p=0,515 p=0,652
caos TO 0,173 0,0922 0,0900 0,424 0,0492 -0,0323 -0,104 -0,189 -0,171
Test estadistico p=10,344 p=0,707 | p=0,690 | p=0,0139 | p=0,786 p=10,858 p=0,563 p=10,291 p=10,342
caos T4 -0,0294 0,0700 0,249 0,397 0,437 0,255 -0,148 -0,149
Test estadistico p=0,905 | p=0,757 | p=0,169 | p=0,0243 p=0,0125 p=0,158 p=0,418 p=0,415
CAOS TO -0,0460 -0,0299 0,0479 -0,105 0,226 -0,118 0,0180
Test estadistico p=0,852 | p=0,903 | p=0,846 p=0,668 p=0,351 p=0,631 p=0,942
CAOS T4 0,220 0,0399 0,144 -0,239 -0,163 -0,0763
Test estadistico p=0,325 p= 0,860 p=0,523 p=0,284 p= 0,469 p=0,736
IMAP TO 0,185 0,434 -0,0701 -0,250 0,140
Test estadistico p=0,303 p=0,0117 p=0,698 p=0,161 p=0,436
IMAP T4 0,432 0,445 -0,333 -0,249
Test estadistico p=0,0121 p=0,00947 p=0,0584 p=0,163
TURESK TO 0,303 -0,270 -0,0551
Test estadistico p=0,0867 p=0,128 p=0,761
TURESK T4 -0,0552 0,0236
Test estadistico p=0,760 p=0,896
PCR TO 0,713

Test estadistico

p=0,00000316
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